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Introduction 
 

 

 

 

 

Les nanosciences et nanotechnologies, qui promettent des progrès remarquables dans 

de nombreux domaines comme la santé, les biotechnologies, l’énergie, l’électronique ou les 

technologies de l’information, font l’objet depuis quelques années d’un intérêt croissant, 

comme en témoignent les nombreux moyens humains et financiers mis en œuvre pour leur 

développement. Ce domaine de la science s’intéresse aux nano-objets (dont une dimension est 

inférieure à 100 nm) sous plusieurs aspects : synthèse, observation, manipulation, assemblage, 

étude et exploitation des phénomènes apparaissant à l’échelle nanométrique ou encore 

compréhension des interactions développées à cette échelle.  

Parmi les nano-objets les plus étudiés, on trouve des nanoparticules de nombreux matériaux 

comme l’or, la silice, les oxydes métalliques (par exemple TiO2) et les semi-conducteurs (par 

exemple ZnS, CdSe) pour les cristaux quantiques. Un des intérêts de ces nanoparticules est la 

possibilité de contrôler la forme, la taille, la composition lors de la synthèse et de modifier la 

surface pour les fonctionnaliser. De plus la dimension même des nanoparticules et la diversité 

de nanoparticules synthétisables en font des candidats intéressants pour les applications en 

bioanalyse et médecine. La silice est largement envisagée pour ces applications puisqu’elle 

est biocompatible, du moins en formulation macroscopique, et inerte. De plus, la synthèse et 

la fonctionnalisation des nanoparticules de silice par des sondes, des gènes ou des protéines, 

sont relativement faciles à mettre en œuvre. Enfin, la silice est déjà utilisée dans le domaine 

médical, d’où l’intérêt de développer de tels objets. 

Les nombreuses applications actuelles ou envisagées des nanoparticules de silice soulèvent 

cependant plusieurs questions importantes. Afin de développer l’utilisation des nanoparticules 

de silice dans le domaine bio-médical, il est notamment important de connaître leur 

comportement en conditions physiologiques et en présence de cellules : stabilité, toxicité... De 

plus, comprendre dans quelle mesure le contrôle des caractéristiques des particules permet de 

modifier leur comportement permettra d’optimiser les nanoparticules par rapport aux 

applications envisagées. 
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L’objectif de ce travail de doctorat est d’évaluer le comportement en milieu biologique des 

nanoparticules de silice. Pour ce faire, l’étude a été menée à différents niveaux. Tout d’abord, 

des nanoparticules de silice, de différentes tailles et charges, ont été caractérisées en milieu 

biologiques : en particulier leur stabilité colloïdale et leur dissolution ont été étudiées en 

tampon à pH 7 et en milieu de culture contenant des protéines. Ensuite, des fibroblastes ont 

été exposés à ces particules afin de déterminer les interactions développées entre les cellules 

et les particules de silice et leurs conséquences à la fois sur l’activité cellulaire et le devenir 

des colloïdes. L’influence de l’environnement des cellules sur ces interactions  a été étudiée 

en observant la diffusion de nanoparticules de silice dans un gel de collagène dans lequel des 

fibroblastes ont été immobilisés et en caractérisant cette diffusion. Enfin, l’influence de la 

structure des particules sur leur comportement a été étudiée en introduisant des ponts 

disulfures, susceptibles d’être réduits de façon intracellulaire, dans la structure des particules. 

 



 

Chapitre 1 

 
 

 
Interactions des particules de silice avec le vivant 
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 Depuis le début du siècle l’utilisation des nanoparticules s’est développée avec des  

applications possibles dans de nombreux domaines comme l’énergie, les matériaux ou encore 

le domaine médical et pharmaceutique. La silice, grâce à la grande facilité et l’adaptabilité de 

synthèse des particules et à son inertie biologique à l’état macroscopique, est très largement 

étudiée pour des applications médicales. Par ailleurs, les nanoparticules de silice sont déjà 

présentes dans de nombreux produits de la vie quotidienne (cosmétiques, aliments…).  

Dans ce chapitre seront tout d’abord rappelées quelques-unes des applications des 

nanoparticules de silice et les questions soulevées. Le comportement de ces nanoparticules en 

milieu biologique sera ensuite abordé. Enfin, nous présenterons les éléments connus 

concernant les mécanismes d’internalisation, la toxicité ainsi que le devenir des 

nanoparticules. 

1.1 Considérations générales sur l’exposition aux nanoparticules 

1.1.1 UTILISATION ACTUELLE DES NANOPARTICULES 

1.1.1.1 Domaines d’application des nanoparticules 

Ces dernières années ont vu l’essor des nanotechnologies et des nanosciences dans de 

nombreux domaines tels que l’électronique, les produits cosmétiques, les technologies de 

l’information, la catalyse ou encore les biotechnologies. Ainsi observe-t-on une utilisation de 

plus en plus importante des nanoparticules, i.e. des particules de 1 à 100 nm. Cette limite de 

taille induit des propriétés qui peuvent, dans certains cas, être différentes de celles du 

matériau à l’échelle macroscopique : propriétés magnétiques, optiques, mécaniques, 

catalytiques ou biologiques qui font en partie l’intérêt de ces nano-objets. En particulier, les 

nanotechnologies représentent un grand espoir dans les domaines de la santé, où ces 

nanomatériaux sont utilisés comme marqueurs biologiques pour la recherche et le diagnostic, 

comme vecteurs d’administration de médicaments ou comme milieux de contraste pour 

l’imagerie médicale.  

1.1.1.2 Utilisation des nanoparticules de silice 

- Exposition accidentelle 

Les nanoparticules de silice sont utilisées dans de nombreuses applications : agent 

épaississant (ajouté dans les résines, les encres, les élastomères,…), additif alimentaire, 
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produits cosmétiques ou pharmacologiques, électronique, textile... Du fait de ces nombreuses 

applications, en 2000, la consommation européenne de colloïdes de silice amorphe 

représentait 13 kt (ECETOC JACC No 51, 2006). Lors de la production et l’utilisation de ces 

colloïdes, une partie peut être émise dans l’environnement. Ainsi, a-t-il été estimé qu’environ 

4 600 tonnes de silice colloïdales par an ont été émises dans l’environnement aquatique lors 

de leur utilisation en Europe entre 1996 et 2000. La présence de ces particules dans 

l’environnement et la quantité produite impliquent de connaître les risques associés à une 

exposition accidentelle. 

 

- La silice avec un rôle JbiologiqueJ passif : exemple de la cosmétique 

Les particules de silice sont depuis longtemps utilisées dans les formulations cosmétiques 

pour améliorer les propriétés rhéologiques des émulsions ainsi que le confort d’utilisation. 

Parmi les particules utilisées, on peut citer le produit Ronasphere® constitué de particules de 

silice entre 50 nm et 3 µm de diamètre ou Micronasphere M qui allie des nanoparticules de 

silice à des plaques de mica et est utilisé comme base des produits de maquillage minéraux. 

Les particules de silice utilisées peuvent aussi être entourées d’une couche d’un autre oxyde 

(majoritairement du dioxyde de titane ou des oxydes de fer) pour améliorer le confort sur la 

peau ainsi que l’absorption de pigments (Anselmann 2001). 

Le problème qui est alors soulevé est de savoir si la peau ainsi soumise à une exposition 

chronique est une barrière efficace ou si les nanoparticules de silice sont capables de traverser 

la peau et d’accéder à la circulation systémique. Par ailleurs, les résultats d’une étude du 

comportement des nanoparticules dans la peau permettraient d’optimiser des systèmes de 

délivrance de médicaments par voie cutanée. 

 

1.1.2 ETUDES ACTUELLES DE DEVELOPPEMENT POUR LE DOMAINE MEDICAL 

1.1.2.1 Exploitation des nanoparticules dans le domaine médical 

Le développement des nanotechnologies présente de nombreuses applications prometteuses 

dans le domaine médical (Shi 2012, Shi 2010, Xu 2006, Hughes 2005). Ainsi l’utilisation de 

nanoparticules comme vecteur de principes actifs (particules inorganiques, polymères, 

dendrimères) permet-elle d’améliorer l’efficacité thérapeutique de certains principes actifs 

tout en minimisant les effets secondaires liés à une libération prématurée et en protégeant le 
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principe actif. De plus, l’incorporation du principe actif dans une particule permet une 

délivrance ciblée, par exemple dans les cellules cancéreuses (Gu 2007), et éviterait ainsi des 

thérapies lourdes. Enfin, l’utilisation de nanoparticules permet une libération intracellulaire du 

principe actif (Faraji 2009) et peut permettre de franchir des barrières biologiques.  

Par ailleurs, les nanoparticules peuvent servir à développer des détecteurs rapides et sensibles 

pour la détection de virus, de marqueurs de certaines maladies ou encore de tumeurs. Ces 

objets, grâce à leur taille, peuvent aussi permettre d’optimiser l’imagerie in vivo en 

fournissant des sondes plus petites, moins invasives et plus sensibles (particules magnétiques, 

quantum dots, nanotubes de carbone...).  

De plus, ces nanomatériaux peuvent avoir des propriétés thérapeutiques et être directement 

utilisés pour certains traitements ; des nanoparticules d’or ou magnétiques peuvent induire de 

l’hyperthermie utilisée pour tuer des cellules cancéreuses, les nanoparticules d’argent 

cristallines peuvent servir d’antibactérien.  

Enfin, le développement de biomatériaux bénéficie aussi de l’essor des nanotechnologies, par 

exemple par la nanostructuration des surfaces des implants pour une meilleure 

biocompatibilité ou l’optimisation des propriétés mécaniques dans des matériaux composites. 

1.1.2.2 La silice ayant un rôle !biologique! actif 

Concernant les applications médicales, les nanoparticules de silice sont actuellement étudiées 

pour leurs applications en imagerie mais aussi en thérapie en les utilisant comme agent de 

vectorisation. En particulier la grande diversité de la chimie des silanes fait des nanoparticules 

de silice un candidat prometteur pour une délivrance ciblée, voire intracellulaire contrôlée.  

 

- Imagerie 

Les nanoparticules de silice peuvent être utilisées pour développer des sondes d’imagerie 

nanométriques dans lesquelles l’agent de contraste est protégé de l’environnement par la 

matrice de silice.  

De nombreuses études ont été réalisées sur l’incorporation de fluorophores organiques dans 

des nanoparticules de silice pour marquer et imager des cellules (Kumar 2008, Wang 2006, 

Tan 2004). L’encapsulation du fluorophore dans une matrice de silice permet d’augmenter 

l’intensité de fluorescence et la stabilité du signal de fluorescence. Par ailleurs, la taille 

nanométrique de ces sondes permet leur internalisation dans des cellules cibles. Ces particules 

peuvent ensuite être utilisées pour explorer les phénomènes d’interactions intra et 
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intercellulaires en greffant des groupements en surface permettant de cibler la zone visée. Ces 

particules peuvent aussi servir à marquer des tissus in vivo (Santra 2004). 

Par ailleurs, les particules de silice sont aussi étudiées pour développer des agents de contraste 

pour l’IRM (Pinho 2012, Taylor-Pashow 2010, Voisin 2007). L’utilisation de nanoparticules 

présente des avantages par rapport à l’agent de contraste seul, notamment en améliorant les 

propriétés de relaxation, qui en font de meilleurs agents de contraste in vivo. Par ailleurs, il est 

possible d’avoir un nombre important d’atomes, de gadolinium par exemple, par particule, ce 

qui permet d’avoir un signal plus fort lors de l’imagerie et améliore donc la sensibilité (Santra 

2005). Enfin, l’utilisation de particules permet un ciblage, par greffage de groupements 

spécifiques en surface, pour avoir une sonde d’imagerie plus précise. 

 

- Photothérapie dynamique 

Ces dernières années ont vu le développement de la thérapie photodynamique en 

remplacement de la radio ou chimiothérapie, pour des traitements notamment contre le 

cancer. Cette technique est basée sur l’accumulation de molécules photosensibles dans les 

cellules. Sous l’action d’un rayonnement, ces molécules permettent la formation d’oxygène 

singulet, espèce cytotoxique qui provoque l’apoptose ou la nécrose des cellules par stress 

oxydant. Les nanoparticules de silice sont des candidats prometteurs pour l’encapsulation de 

molécules photosensibles en raison de la diversité des synthèses permettant d’encapsuler un 

grand nombre de molécules, de la stabilité de la matrice de silice et de la possibilité de 

fonctionnaliser les particules (Couleaud 2010). 

 

- Système de libération contrôlée 

Pour servir de système de libération de principes actifs, les nanoparticules de silice doivent 

pouvoir incorporer ces molécules dans des conditions compatibles avec leur éventuelle 

fragilité. Dans le cas de la silice, il existe différentes façons d’intégrer un principe actif : 

l’encapsulation, le greffage en surface, ou encore la formation de particules mésoporeuses ou 

de capsules de silice.  

L’encapsulation de molécules fonctionnelles dépend de leur propriété 

hydrophilie/hydrophobie. En effet, il est facile d’intégrer des molécules hydrophiles dans la 

matrice de silice par des interactions non-covalentes lors de la synthèse par voie Stöber ou par 

émulsion (Barbé 2004, Finnie 2006). Par contre lorsque la molécule à encapsuler est 

hydrophobe, il est nécessaire d’utiliser des particules comportant un organosilane. Lors de la 
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synthèse, la molécule à encapsuler est placée en phase organique avant d’initier l’hydrolyse-

condensation du précurseur de silice dans une voie par émulsion (Kim 2007). 

Il est aussi possible d’utiliser les particules de silice pour attacher en surface les molécules 

d’intérêt via différentes fonctionnalisations. Les molécules peuvent être simplement 

adsorbées, avec le risque d’une libération anticipée, ou liées de façon covalente à la surface de 

la silice (Wang 2006). La variété des  groupements silanes disponibles permet d’avoir en 

surface des particules la fonction la plus appropriée pour greffer la biomolécule d’intérêt : une 

fonction acide carboxylique pour greffer des protéines ou des molécules possédant une 

fonction amine, thiol pour réagir avec un oligonucléotide possédant un pont disulfure ou 

encore amine qui permet le greffage via des isothiocyanates. 

Par ailleurs, la formation de particules mésoporeuses permet d’encapsuler le principe actif 

dans les pores des particules. Ces particules sont particulièrement étudiées (Vallet-Regi 2006, 

Lu 2007), en partie à cause de leur modularité, de la facilité d’encapsulation des molécules, de 

la quantité de molécules par particules (jusqu’à quelques centaines de milligrammes par 

gramme de particules) et de la possibilité d’intégrer un système de bportesb contrôlant 

l’ouverture des pores (Slowing 2008). 

Enfin, les capsules (bsphères creusesb) de silice ont aussi été étudiées pour la libération de 

principes actifs (Chen 2004, Li 2004). Elles présentent une capacité plus importante que les 

particules de silice pleines mais le contrôle de la libération dans ces systèmes est plus délicat. 

- Ciblage et contrôle de la libération 

Quel que soit le type de particule de silice choisi pour l’application comme vecteur de 

principes actifs, la recherche actuelle vise à développer des particules capables de cibler 

spécifiquement leur lieu d’action et de ne libérer la molécule active qu’une fois à destination. 

Pour parvenir à ce résultat, la chimie de la silice est mise à contribution pour fonctionnaliser 

la surface des particules. Les groupements placés en surface peuvent être des polymères 

protecteurs (Fuller 2008, Maileander 2009) permettant d’éviter une élimination prématurée 

des particules avant qu’elles n’atteignent leur cible, des bclapetsb s’ouvrant sous l’action d’un 

stimulus défini pour contrôler la libération (Cauda 2010, Kim 2010, Slowing 2008), des 

fragments reconnaissables par la cellule pour cibler l’action des particules (Rosenholm 2009, 

Lu 2010), des peptides permettant la pénétration des particules dans les cellules (Santra 2004, 

Mao 2010), ou encore des ligands favorisant l’évasion des particules des endosomes en vue 

d’une libération intracellulaire (Vivero-Escoto 2010). 
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  - Ciblage 

Développer un système ciblant spécifiquement la zone à traiter est l’un des enjeux de la 

recherche biomédicale à l’heure actuelle. Ces systèmes portent essentiellement sur la 

reconnaissance spécifique de certains récepteurs. Pour cela, la surface des particules de silice 

peut être habillée d’anticorps, de peptides ou de ligands spécifiques. Par exemple, les cellules 

cancéreuses possèdent des récepteurs folate en nombre bien plus important que les cellules 

saines. Pour traiter spécifiquement ces cellules, on peut greffer en surface des particules de 

l’acide folique, reconnu par les récepteurs. On observe ainsi que le nombre de particules 

internalisées dans les cellules cancéreuses est bien plus important que celui observé dans les 

cellules saines (Rosenholm 2009). Cependant, il ne suffit pas de cibler la zone à traiter, il faut 

qu’une fois arrivées à destination les particules puissent libérer leur charge thérapeutique. 

- Contrôle de la libération 

Le contrôle de la libération permet non seulement d’éviter une perte des molécules actives 

avant d’atteindre la zone à traiter, mais aussi de moduler le profil pharmacocinétique. Il existe 

différentes stratégies pour contrôler la libération de principes actifs encapsulés dans des 

nanoparticules. Lors de leur internalisation, les particules se retrouvent en général dans des 

endosomes et éventuellement dans des lysosomes. Ces vésicules possèdent différentes 

caractéristiques qui peuvent être exploitées pour contrôler la libération de principes actifs des 

vecteurs nanométriques. L’une de ces caractéristiques est le pH acide rencontré dans ces 

vésicules, l’autre la présence d’enzymes capables de réduire des ponts disulfures. Cette 

approche a été étudiée pour formuler des vecteurs pharmaceutiques dans lesquels le principe 

actif est soit greffé au vecteur par une fonction disulfure (Yan 2010) soit encapsulé dans le 

vecteur avec une bporteb s’ouvrant par réduction d’un pont disulfure (Kim 2010, Slowing 

2008, Lai 2003). Dans ces deux cas, le principe actif n’est pas libéré prématurément dans 

l’organisme mais uniquement après internalisation du vecteur thérapeutique.  

 

- Particules multifonctionnelles 

Les différentes fonctionnalités présentées ci-dessus peuvent être réunies dans une même 

particule, permettant ainsi d’avoir une particule, outil d’imagerie, capable de cibler 

spécifiquement  un type de cellule et de libérer un principe actif de façon intracellulaire 

(Cheng 2010, Burns 2006). Cheng et al. décrivent par exemple la tri-fonctionnalisation de 

particules de silice mésoporeuses pour le traitement de cellules cancéreuses. Ces particules 
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contiennent un agent de contraste inclus dans la matrice de silice formant la structure de la 

particule. L’intérieur des pores est fonctionnalisé pour permettre le greffage d’un agent 

photosensible utilisé pour de la thérapie photodynamique. Enfin, la surface extérieure des 

particules est fonctionnalisée en y greffant un peptide qui permet le ciblage spécifique des 

tumeurs. 

 

1.1.3 CAS DE L’EXPOSITION CUTANEE 

La production importante de nanoparticules de silice et leur utilisation dans de nombreux 

produits de la vie quotidienne posent le problème de l’exposition involontaire à ces 

nanomatériaux (ECETOC JACC No.51). Les trois voies d’accès principales à l’organisme 

sont la voie respiratoire, digestive et cutanée. Seule l’exposition par voie cutanée sera 

développée dans la suite, importante pour comprendre l’impact de l’utilisation de 

nanoparticules de silice dans des produits cosmétiques ou dans des gels pour la délivrance de 

médicaments par voie cutanée. 

1.1.3.1 Structure de la peau 

La peau est un organe complexe qui forme une barrière de protection vis-à-vis de 

l’environnement extérieur. Elle est constituée de trois tissus superposés : l’hypoderme, le 

derme et l’épiderme (figure 1.1). Elle recouvre entièrement le corps et possède de multiples 

fonctions. Outre sa fonction de protection qui empêche le pénétration dans l’organisme de 

micro-organismes et limite l’entrée de produits toxiques, la peau a aussi de nombreux autres 

rôles : elle intervient dans la thermorégulation, la perception et possède des fonctions 

immunologiques et métaboliques. Dans cette description, l’accent sera mis sur la composante 

dermique, modélisée pour cette étude. 
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- Le derme 

Le derme est un tissu conjonctif dense, compressible et élastique. Son épaisseur est variable 

selon les régions du corps entre 1 et 2 mm. Il a un rôle nutritif vis-à-vis de l’épiderme avec la 

diffusion vers ce dernier de nutriments. Le derme est constitué de structures fibreuses et d’une 

matrice extracellulaire dans laquelle se trouvent des fibroblastes (cellules caractéristiques des 

tissus conjonctifs). Les structures fibreuses sont constituées principalement de collagènes, 

majoritairement du collagène de type I, III et V, et de fibres élastiques d’élastine. Le 

collagène de type I est synthétisé par les fibroblastes sous la forme d’un précurseur soluble en 

milieu physiologique. Les domaines terminaux de ce précurseur sont clivés par voie 

enzymatique (peptidases) pour donner le collagène qui, lui, n’est pas soluble dans les 

conditions physiologiques et va s’auto-assembler en fibrilles.  

- Le collagène 

Le collagène a une structure hélicoïdale rigide triple-brin (environ 1,5 nm de diamètre et 300 

nm de longueur). Les molécules de collagène s’auto-organisent en formant des fibrilles (50 à 

200 nm de diamètre) (figure 1.2) qui s’assemblent en faisceaux de plusieurs micromètres de 

diamètre. Les fibres de collagène permettent de stocker les forces de tension.  

Figure 1-1 : Structure de la peau (Marieb 1993) 
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Figure 1-2: a) Enchainement caractéristique d'acides aminés dans la triple hélice de collagène (image 

Protein Data Bank), b) assemblage en fibrilles 

Le collagène peut être extrait de tissus animaux (par exemple les tendons) riches en cette 

protéine et solubilisé en milieu acide. A pH physiologique, la molécule de collagène est très 

peu chargée, ce qui entraîne la précipitation sous formes de fibrilles. C’est ainsi que l’on peut 

provoquer la fibrillogénèse d’une solution acide de collagène par neutralisation pour former 

des matériaux à base de collagène. 

- Les cellules du derme : les fibroblastes 

Les fibroblastes sont les cellules majoritaires du derme. Ce sont des cellules d’origine 

mésenchymateuse, de grande taille (de 20 à 30 !m de longueur et 5 à 10 !m de large). Elles 

ont une morphologie fusiforme et sont caractérisées par un noyau ovale et un cytoplasme 

parfois étoilé. Ces cellules sont responsables de la production des macromolécules de la 

matrice extracellulaire. Par ailleurs, ce sont les fibroblastes qui assurent le renouvellement de 
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la matrice extracellulaire en synthétisant des protéines capables de dégrader le collagène et 

l’élastine : les collagènases et élastases. 

 

1.1.3.2 Diffusion de particules à travers la peau 

La diffusion des nanoparticules à travers la peau dépend de plusieurs facteurs : leur 

taille mais aussi leur état d’agrégation, la charge de surface et la présence éventuelle d’une 

couronne de protéine, mais l’état de la peau joue aussi un rôle important (présence d’abrasion, 

flexions répétées, …). Tous ces paramètres vont avoir une influence sur la capacité des 

nanoparticules à pénétrer la peau ainsi que sur la profondeur de pénétration et la localisation 

des nanoparticules. L’analyse de l’influence de ces différents paramètres est rendue difficile 

par la corrélation qu’il y a entre plusieurs d’entre eux. Par exemple, lorsque l’on fait varier la 

taille des nanoparticules, on modifie en parallèle la densité de charge. Dans la suite de ce 

paragraphe, l’influence de la taille et de la charge de surface des particules est présentée. 

- Influence de la taille 

De nombreuses études font état de l’influence de la taille des nanoparticules sur la 

capacité à pénétrer et traverser la peau, ou du moins sur la cinétique du processus. Il est 

couramment admis concernant la pénétration cutanée que des particules de diamètre inférieur 

à 3 !m peuvent pénétrer dans le stratum corneum, les particules de diamètre supérieur à 10 

!m restent à la surface de la peau sans y pénétrer, et les particules de diamètre intermédiaire 

s’accumulent dans les follicules sébacés (Schaefer, 1990). Cependant cette règle n’est pas 

absolue et il existe de nombreux contre-exemples qui soulignent que la taille n’est pas le seul 

paramètre déterminant dans la capacité des particules à traverser la peau. 

Sonavane et al. (Sonavane 2008) ont montré que sur 24 heures des nanoparticules d’or, dans 

une gamme de taille allant de 15 nm à 200 nm, étaient capables de pénétrer la peau de rat. 

Cependant, lorsque la taille augmente, la cinétique de diffusion diminue et l’on voit apparaître 

un temps de latence initial qui augmente. Parallèlement, la localisation des nanoparticules est 

aussi dépendante de leur taille. En effet, plus la taille diminue, plus les particules sont 

retrouvées dans des couches profondes de la peau, les plus grosses étant majoritairement 

situées dans l’épiderme. 

La nature du nanomatériau peut modifier certaines propriétés des particules, et notamment 

leur élasticité ou leur capacité à se déformer sous l’action d’une contrainte. Ainsi  peut-on 
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aboutir à des résultats très différents en comparant des particules inorganiques rigides et des 

particules polymères. Alvarez-Román et al. (Alvarez-Román 2004) ont étudié la pénétration 

et la distribution de nanoparticules polymères (20 et 200 nm) dans la peau et observent une 

accumulation des nanoparticules dans les ouvertures folliculaires d’autant plus favorisée que 

les particules sont petites. Cette étude montre aussi que les particules restent dans les couches 

supérieures de la peau et ne sont donc pas capables, en l’état, d’offrir une voie de pénétration 

dans l’organisme pour libérer l’agent actif encapsulé. Parallèlement, Vogt et al. (Vogt 2006) 

ont obtenu des résultats légèrement différents en montrant que des nanoparticules 

fluorescentes de polystyrène de 40 nm étaient capables d’atteindre le derme périfolliculaire en 

passant par la voie folliculaire. 

Contrairement à ces études, Kohli et al. (Kohli 2004) ont montré que des particules de latex 

de 50 et 500 nm chargées négativement étaient capables de traverser la peau. Leur étude 

montre aussi qu’il y a peu de différences dans la proportion de particules ayant traversé au 

bout de 6 heures, ce qui semble indiquer que, dans ce cas, la taille (sur une gamme de 50 à 

500 nm) n’est pas un facteur prépondérant. La seule différence notable est aux temps très 

courts où plus de petites particules que de grandes ont traversé la peau. Par contre, l’étude 

montre que des particules de latex de 100 et 200 nm, chargées négativement, elles aussi, n’ont 

pas la capacité de traverser la peau. 

Enfin, une étude sur la distribution de nanoparticules de silice après exposition cutanée 

(Nabeshi 2011) montre que des particules de 70 nm de diamètres sont capables de traverser la 

peau et se retrouvent dans la circulation systémique et dans plusieurs organes après 28 jours. 

Ainsi la taille a-t-elle une influence sur la pénétration des nanoparticules dans les différentes 

couches de la peau, mais ne semble pas toujours le paramètre clé. De plus, il semble y avoir 

des seuils, probablement dus à des effets de surface, où le comportement des particules peut 

s’inverser. Enfin, le comportement des particules peut différer en fonction de l’élasticité du 

matériau, il peut notamment y avoir des effets de déformation des particules polymères tandis 

que les particules inorganiques ne sont pas flexibles (Hervé-Bazin 2007). Le tableau 1.1 

résume les résultats des différentes études présentées en fonction des caractéristiques des 

nanoparticules et du type d’étude. 
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Caractéristiques des particules 

 

Réf 

Matériau Taille 

(nm) 

 

Charge de 

surface 

Type 

d’étude  

 

durée 

Résultat principal 

 

 

Or 

 

De 15 

à 

200 nm 

 

-40 mV 
 

In vitro 

24 h 

 

- diffusion ralentit avec la taille 

- profondeur de pénétration 

diminue avec la taille 

 

Sonavane 

2008 

 

 

 

Polystyrène 

 

De 20 

à 

200 nm 

 

négatives 

surface avec 

carboxylates 

 

In vitro 

2 h 

 

- accumulation des particules 

dans les ouvertures folliculaires 

(favorisée par diamètre petit) 

 

Alvarez- 

Roman 

2004 

 

 

Polystyrène 

 

40 nm 

 

Non précisé 

 

In vitro 

16 h 

 

- NPs dans le derme 

 

Vogt  

2006 

 

Polystyrène 750 nm  In vitro 

16 h 

- NPs ne traversent pas 

l’épiderme 

 

 

 

 

Latex 

 

50 et 

500 nm 

 

négatives 

 

In vitro 

6 h 

 

- NPs traversent la peau 

- peu d’influence de la taille 

- la diffusion ralentit avec la 

taille des NPs 

 

 

Kohli  

2004 

 

Latex 100 et 

200 nm 

négatives In vitro - NPs ne traversent pas la peau  

 

 

Latex 50, 100 

200 et 500 

nm 

 

positives 

neutres 

In vitro - NPs ne traversent pas la peau  

 

Silice 

 

70 nm 

 

- 20 mV 

 

In vivo 

28 

 

- NPs accèdent à la circulation 

systémique 

 

Nabeshi 

2011 
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jours  

 

 

TiO2 

 

< 100 nm 

 

négatives 

 

In vitro 

 

- NPs dans le stratum corneum 

 

Wu 

2009 

 

TiO2 < 100 nm négatives In vivo 

60 

jours 

- NPs atteignent le derme après 3 

jours 

- NPs dans différents organes 

après 60 jours 

 

 

 

Argent 

 

25 nm 

 

stabilisées 

par greffage 

de 

polyvinylpir-

rolidone 

 

 

In vitro 

24 h 

 

- NPs traversent la peau 

endommagée 

- NPs dans le stratum corneum 

d’une peau intacte 

 

Larese 

2009 

 

 

Tableau 1-1: Résumé des résultats de diffusion de diverses nanoparticules à travers la peau 

- Influence de la charge de surface  

A taille égale, des particules de charges différentes ne se comportent pas de façon identique 

vis-à-vis de la diffusion à travers la peau. En effet, Kohli et al. ont montré que contrairement 

aux particules chargées négativement, des particules positives ou neutres n’étaient pas 

capables de traverser la peau, de même que les particules négatives de 100 et 200 nm. 

L’hypothèse avancée par cette équipe est que la charge nette de surface des particules joue un 

rôle décisif dans le passage de la barrière de la peau. Ceci expliquerait aussi pourquoi, dans le 

cas des particules négatives, les particules de 50 et 500 nm traversent contrairement à celles 

de 100 et 200 nm. Effectivement, les petites particules de 50 nm présentent une surface 

spécifique plus importante et donc plus de charges en contact avec la peau, de même les 

particules de 500 nm possèdent une densité de groupements chargés plus importante. 

Etonnamment, ce sont les particules chargées négativement qui semblent les plus à même de 

traverser la barrière que constitue la peau. La peau est chargée négativement dans les 

conditions physiologiques (Marro 2001) et favorisera donc les interactions avec des espèces 

cationiques, tandis que les espèces anioniques développeront des interactions répulsives. Ces 

interactions peuvent expliquer pourquoi, si elles pénètrent dans la peau, les particules 
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négatives traversent plus facilement la barrière cutanée. Néanmoins, il est difficile de conclure 

directement puisque pour la plupart des études mentionnées, les nanoparticules n’ont pas été 

caractérisées dans le milieu d’étude, de sorte que la charge réelle des particules en contact de 

la peau n’est pas connue. La charge initiale des particules aura bien une influence, mais celle-

ci peut être indirecte en modifiant la couronne de protéines pouvant s’adsorber à la surface 

des particules. 

- Influence de la peau : présence de lésions, flexions répétées 

L’état de la peau (irritation, hydratation, abrasion) ainsi que les contraintes mécaniques 

appliquées (flexion, massage) jouent un rôle déterminant dans la capacité des nanoparticules à 

traverser la peau.  

Dans une étude concernant la capacité à traverser la peau de nanoparticules d’argent de 25 

nm, Larese et al. (Larese 2009) ont montré que la fonction de barrière de la peau était 

amoindrie lorsque cette dernière est endommagée. En effet, tandis que les nanoparticules 

s’accumulent dans le stratum corneum d’une peau intacte, elles sont capables de traverser une 

peau endommagée (abrasion du stratum corneum). Ces résultats ont aussi été obtenus lors de 

l’étude de la capacité de barrière de la peau face à des nanoparticules d’oxyde de titane 

retrouvées dans certaines crèmes solaires (Nanoderm 2007). Par ailleurs, il a été montré dans 

de nombreuses études que les flexions répétées ou les massages favorisent la pénétration des 

nanoparticules dans la peau (Monteiro-Riviere 2009, Rouse 2007). 

- Comparaison des études in vitro et in vivo 

Il faut mettre les résultats de ces études in vitro en regard de ce qui se passe in vivo. En effet, 

même si la plupart de ces études sont menées sur des échantillons de peau intacte, le 

comportement des nanoparticules et les durées d’études ne sont pas forcément représentatifs 

de résultats in vivo. Wu et al. (Wu 2009) ont ainsi montré que des nanoparticules de dioxyde 

de titane de diamètres inférieures à 100 nm restaient dans le Stratum Corneum dans les 

expériences in vitro tandis que ces mêmes particules, exposées in vivo, atteignent les couches 

profondes de l’épiderme après 3 jours et traversent entièrement la peau pour atteindre 

différents tissus et organes après 60 jours, provoquant ainsi un stress oxydant supérieur à la 

normale. 
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- Conclusions 

Les études portant sur la capacité des nanoparticules à pénétrer l’organisme après exposition 

cutanée amènent à des conclusions parfois contradictoires (Crosera 2009). Il semble 

nécessaire d’appréhender ces questions avec plus de données afin de comprendre si la peau 

représente une voie d’accès des nanoparticules à l’organisme ou si elle peut être envisagée 

comme un organe cible. Malgré la disparité des résultats, il ressort de ces études la nécessité 

de connaître le comportement des nanoparticules dans le milieu d’étude à long terme 

(agrégation, adsorption de protéines, stabilité chimique). 

1.1.3.3 Un exemple d’application : délivrance de médicaments par voie cutanée 

Les industries pharmaceutiques développent depuis quelques années déjà des systèmes de 

délivrance de médicaments par voie cutanée (Farahmand 2009). Le principal problème 

rencontré est la difficulté de certaines molécules à traverser la couche superficielle protectrice 

de la peau : le stratum corneum. Pour remédier à ce problème il existe différentes solutions, 

l’une d’elle est l’utilisation de vecteurs nanométriques. Cette approche a un double intérêt 

puisqu’elle permet de favoriser le passage cutané tout en protégeant la molécule encapsulée et 

en ayant la possibilité  de moduler sa libération. Elle a été étudiée par exemple dans le cadre 

de l’utilisation potentielle de nanoparticules comme vecteurs de vaccins transdermiques 

(Kohli 2004). Par ailleurs, le développement des techniques de microscopie permet de suivre 

la pénétration dermique de ces nanovecteurs ainsi que la libération du médicament encapsulé 

(Stracke 2006), permettant ainsi leur optimisation. 

Ces vecteurs nanométriques sont souvent intégrés dans des gels afin de faciliter leur 

application et d’avoir la possibilité d’une libération progressive sur un temps relativement 

long (Ding 2011). 

 

1.2 Comportement des nanoparticules de silice dans des systèmes 

vivants 

Pour développer des nanoparticules de silice à usage biomédical qui soient efficaces et non 

dangereuses, il est primordial de comprendre leur comportement en milieu biologique et ce 

que cela peut impliquer pour les résultats des tests in vitro et in vivo (Lin 2012). 
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1.2.1 LES NANOPARTICULES DE SILICE EN MILIEU BIOLOGIQUE 

1.2.1.1 Stabilité colloïdale des nanoparticules en milieu biologique 

- Le phénomène d’agrégation des particules   

Dans certaines conditions, une suspension de nanoparticules peut ne pas être stable : elle peut 

gélifier ou coaguler. Dans les deux cas, les nanoparticules développent des interactions entre 

elles qui permettent la formation d’un assemblage tridimensionnel. Dans le cas de la 

coagulation ou de la floculation, il y a formation d’un précipité correspondant à des agrégats 

de particules relativement compacts, à une concentration plus importante. La stabilité des 

particules vis-à-vis de l’agrégation en solution aqueuse dépend de leur hydrophilicité. En 

effet, des particules hydrophobes seront stables en solution si leur charge de surface est 

suffisamment importante pour induire des forces de répulsion électrostatiques entre les 

particules. Pour des particules hydrophiles, ce facteur est un peu moins important puisqu’il 

faut alors tenir compte de la stabilisation des particules par solvatation, i.e. par la création 

d’une couche d’eau entourant ces particules. Cette couche d’eau crée une barrière face aux 

interactions de Van der Waals qui peuvent attirer deux particules l’une vers l’autre, de même 

que des surfaces chargées repoussent des particules de même charge par interactions 

électrostatiques répulsives. 

Etant donné que l’agrégation de particules en suspension est contrôlée par le bilan des 

interactions attractives et répulsives entre particules, tout facteur influençant ces interactions 

modifie par ailleurs la stabilité colloïdale et donc l’agrégation des particules. Ainsi la force 

ionique, le pH, la concentration en particules, leur taille et la nature de leur surface sont-ils 

autant de facteurs pouvant perturber la stabilité des particules en suspension. 

 

- Cas de la silice en milieu biologique 

- Influence du milieu 

Pour un pH autour de 7, comme rencontré dans des conditions biologiques standard, les 

suspensions de nanoparticules de silice sont stables si la concentration en sels est basse mais 

précipitent lorsque cette concentration augmente au-delà d’un seuil critique. En présence de 

sels, la charge de surface des particules de silice, initialement négative à pH neutre à cause 

des groupements silanolates, diminue par adsorption de cations et les forces répulsives ne sont 

plus suffisantes pour maintenir la stabilité de la suspension. Par ailleurs, en conditions 

biologiques, non seulement de nombreux ions sont présents mais il y a aussi, par exemple, des 
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protéines qui peuvent s’adsorber en surface des particules et jouer un rôle similaire dans la 

diminution de la charge de surface et qui pourraient aussi servir de bpontb entre particules. 

- Influence de la taille des particules 

La taille des particules peut modifier leur agrégation. En effet, plus les particules sont petites, 

plus elles ont d’énergie cinétique fournie par les mouvements browniens. Cette énergie peut 

permettre, lors de collisions entre particules, de franchir la barrière énergétique des forces 

électrostatiques. D’un autre côté, lorsqu’on travaille à une concentration donnée, plus les 

particules sont petites plus elles sont nombreuses et donc plus les probabilités de collision 

amenant à la formation de clusters de particules sont élevées. 

- Influence de la surface des particules 

Enfin, la modification de la surface des particules peut moduler leur agrégation (Bagwe 

2006). Ainsi le greffage d’un nombre insuffisant de groupements amines en surface conduit-il 

à une surface globalement neutre, ce qui implique une agglomération des particules due au 

manque de forces de répulsion électrostatiques. Cependant, lorsque d’autres groupements que 

les amines sont présents, les particules peuvent atteindre une charge de surface suffisante pour 

garder leur stabilité colloïdale. Par ailleurs, la modification de surface peut améliorer la 

stabilité colloïdale de particules de silice ayant tendance à s’agréger en conditions 

biologiques. C’est le cas par exemple de nanoparticules de silice mésoporeuses dont la 

stabilité à pH 7 est améliorée par greffage en surface de polyéthylène glycol (Wang 2010). 

Les nanoparticules de silice sont donc d’autant plus stables que l’environnement contient peu 

de sels et de protéines, qu’elles sont peu nombreuses et de diamètre plus grand et que leur 

surface est greffée par des groupements adéquats. 

1.2.1.2 Dissolution des nanoparticules 

- Equilibre de solubilité 

Lorsqu’un composé solide est mis en contact avec une solution, il s’établit un équilibre entre 

la forme solide et la forme soluble de ce composé, régi thermodynamiquement par la 

constante de solubilité. Cette dernière donne la concentration à l’équilibre de la forme soluble. 

Cet équilibre est spécifique au matériau et dépend de sa nature et de la température, pour une 

dissolution exothermique, plus la température est importante plus la concentration en formes 

solubles à l’équilibre est importante. Par contre, l’aspect cinétique du processus peut dépendre 

de nombreux autres paramètres comme le pH, la présence d’autres molécules, la surface 

spécifique du solide, sa structure…  
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En effet, le pH peut modifier le phénomène en l’accélérant ou en le ralentissant. La surface 

spécifique est un paramètre important puisque plus le solide a une surface spécifique 

importante, plus la surface de contact avec la solution est élevée et donc plus la dissolution 

peut être favorisée. Enfin un autre paramètre pouvant influencer la dissolution d’un solide en 

solution est la convection. En effet, s’il y a seulement la convection naturelle, il faut un 

certain temps pour que les formes solubles s’éloignent du solide, laps de temps pendant lequel 

on peut provisoirement avoir une concentration suffisante en forme soluble pour être 

localement à l’équilibre. Par contre, s’il y a une convection forcée, alors les  formes solubles 

produites sont très rapidement éloignées du solide et la dissolution se poursuit jusqu’à 

atteindre la concentration d’équilibre macroscopique. 

 

- Quels sont les facteurs influençant la dissolution de la silice ? 

On s’intéresse ici à la dissolution de la silice amorphe. La solubilité de la silice à 25°C dans 

l’eau varie entre 70 et 150 ppm en fonction de la taille des particules, de leur structure et de 

leur composition (Iler 1979). Cependant, même si la solubilité n’en est pas affectée, 

l’environnement peut avoir une influence importante sur la vitesse de dissolution. Parmi ces 

facteurs, on peut citer le pH, la présence de sels ou encore la présence de protéines. Au niveau 

mécanistique, la dissolution de la silice est une dépolymérisation du réseau par hydrolyse 

(figure 1.3). Cette dissolution nécessite la présence d’un catalyseur qui peut s’adsorber en 

surface de la silice et augmenter la coordination des atomes de silicium de surface, 

affaiblissant de ce fait les liaisons Si-O avec les autres atomes de silicium du réseau.  

 

Figure 1-3 : Dissolution de la silice (Iler 1979) 

 

- Influence du pH 

Les ions hydroxyles sont des catalyseurs de la dissolution, de ce fait il n’est pas étonnant 

d’observer qu’entre pH 3 et pH 7 la dissolution augmente avec la concentration en ions 
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hydroxyles. Au-delà de pH 9 et en-dessous de pH 3, la dissolution semble moins dépendre du 

pH (Iler 1979, Vogelsberger 1992). Ainsi la dissolution de silice à pH 7,4 est-elle rapide et 

visible dès 6 heures tandis qu’à pH 2, après 6 heures aucune dissolution n’est observée 

(Finnie 2009). Lors de la dissolution, après adsorption d’un ion hydroxyle, il y a libération en 

surface d’une molécule qui dépend du pH : acide silicique pour des pH acides et silicates pour 

des pH plus basiques (Sjöberg 1996). Les particules de silice seront donc moins dissoutes en 

conditions acides qu’à pH neutre. 

- Influence de la présence de sels 

La silice est inerte dans l’eau pure tandis qu’elle se dissout rapidement dans l’eau de mer. 

Ceci indique que la présence de sels dans l’environnement est un facteur favorisant la 

dissolution. La présence de cations alcalins dans l’environnement favorise la dissolution en 

s’adsorbant à la surface et en interagissant avec les atomes d’oxygène des ponts Si-O-Si 

(Wallace 2010). La constante de dissolution de la silice en présence de 0,05 M de NaCl est 21 

fois plus importante que dans l’eau pure (Ehrlich, 2010). En milieux biologiques, la silice sera 

donc plus facilement dissoute puisque ces milieux contiennent généralement des sels. 

- Influence de la présence de molécules biologiques 

En milieu biologique, les particules sont en contact avec de nombreuses protéines qui peuvent 

s’adsorber en surface. L’adsorption de molécules en surface des particules crée une barrière 

pour la diffusion des formes solubles libérées de la surface lors de la dissolution et diminue la 

tension de surface (qui est un des moteurs de la dissolution) ; contribuant ainsi à diminuer la 

dissolution. Cependant, la nature des molécules est importante puisqu’elles peuvent aussi 

avoir l’effet inverse et servir de catalyseur de dissolution. Par ailleurs, l’adsorption étant un 

phénomène dynamique, les molécules biologiques s’échangent en permanence avec le milieu 

environnant. Ces molécules peuvent complexer les formes solubles et donc les enlever de la 

surface lors de l’échange avec le milieu environnant, accélérant ainsi la dissolution (Borm 

2006, Ehrlich 2010). 

L’étude de la dissolution de microparticules de silice dans du PBS seul ou avec 10% de sérum 

fœtal montre qu’en présence des protéines contenues dans le sérum, la dissolution des 

particules est diminuée d’environ 30% (Finnie 2009). Cet effet est attribué à l’adsorption de 

protéines comme l’albumine en surface des particules (Lord 2006, Larsericsdotter 2005). 

Dans les études en présence de sérum, les protéines présentes vont donc réduire la dissolution 

des particules de silice mais ne l’empêcheront pas. 
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Par ailleurs, une étude récente a montré que certaines polyamines permettent de favoriser la 

dissolution de nanoparticules de silice, en imposant localement une solvatation de la surface à 

l’interface entre la particule et la molécule (Patwardhan 2011). 

On ne peut donc pas donner de règle générale sur l’influence des molécules biologiques sur la 

dissolution des nanoparticules de silice : elles peuvent aussi bien ralentir la dissolution que 

servir de catalyseur. 

- Caractéristiques des particules (taille, surface spécifique, nature de la surface) 

Etant donné que la dissolution consiste en la libération d’acide silicique de la surface des 

particules,  plus la surface spécifique est grande plus la dissolution est importante. Ainsi des 

particules poreuses ou possédant une nanotopographie importante subiront-elles une 

dissolution plus rapide. Ceci implique aussi que plus les particules sont petites, plus leur 

surface en contact avec l’environnement est importante, plus leur dissolution est rapide. De 

même, des particules amorphes sont plus solubles que des particules cristallisées dans 

lesquelles les interactions au sein du réseau sont plus importantes. 

Par ailleurs, l’état d’agrégation des particules peut modifier leur dissolution. En effet, lorsque 

les particules sont sous forme d’agrégats, une partie de la surface n’est pas en contact avec le 

milieu environnant et ne peut donc subir de dissolution. Plus les particules sont agrégées, plus 

la constante de dissolution diminue. Par ailleurs, la formation d’agrégats change la courbure 

locale des particules et peut donc modifier la cinétique de dissolution en perturbant la couche 

de diffusion qui entoure l’agrégat (Borm 2006). Cette couche correspond à la zone entourant 

la surface dans laquelle se trouvent les molécules issues de la dissolution ; plus cette couche 

est importante plus la dissolution ralentit. 

Enfin, la nature de la surface (groupements chimiques présents en surface) a un rôle important 

dans la dissolution puisqu’elle va modifier l’adsorption de protéines, qui peuvent accélérer ou 

ralentir la dissolution. Ainsi le greffage en surface de polyéthylèneglycol permet-il de ralentir 

la dégradation de particules de silice en milieu biomimétique (Cauda 2010). De même, la 

fonctionnalisation de silice mésoporeuse avec des organosilanes (alkyl ou aminopropyl) 

permet de la stabiliser en conditions physiologiques (Izquierdo-Barba 2010). 

En conclusion, la dissolution des nanoparticules de silice dépend du milieu, de leur stabilité 

colloïdale et de leurs caractéristiques (taille, charge de surface, porosité). 
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1.2.2 LES NANOPARTICULES DE SILICE IN VITRO 

Par leurs dimensions, les nanoparticules sont à même d’interagir avec les cellules. Ces 

interactions peuvent conduire ou non à leur internalisation par différents processus décrits ci-

après et peuvent déclencher une réponse des cellules in vitro traduisant divers degrés de 

toxicité. 

1.2.2.1 Internalisation des nanoparticules 

Lorsque la taille des particules est suffisamment petite, ces dernières peuvent pénétrer dans 

les cellules de différentes façons : soit elles rentrent par simple diffusion à travers la 

membrane plasmique, soit elles sont internalisées par un mécanisme de pinocytose déclenché 

par la cellule. Les paragraphes qui suivent décrivent brièvement ces deux types 

d’internalisation ainsi que les facteurs l’influençant.  

 

- Internalisation par diffusion passive 

Certaines nanoparticules, suffisamment petites (quelques nanomètres) et possédant des 

groupements de surface adéquats peuvent traverser la membrane cellulaire directement, sans 

passer par un mécanisme d’endocytose. Une étude récente sur des globules rouges, incapables 

d’endocytose, a ainsi montré que des quantum dots fonctionnalisés sont capables de traverser 

la membrane cellulaire, sans détruire la structure de cette dernière ni créer de trous dans 

l’organisation en double couche (Wang 2012). Cependant, ce cas de figure n’est pas le plus 

répandu et en général les particules sont internalisées par endocytose. 

 

- Internalisation par endocytose 

Il existe différents mécanismes d’endocytose dont la macropinocytose, l’endocytose par voie 

clathrine et l’endocytose par voie caveolae (figure 1.4) (Hillaireau 2009, Alberts 2002). Ces 

mécanismes peuvent avoir lieu dans de nombreuses lignées cellulaires. 

- Endocytose par voie clathrine 

Cette voie d’internalisation joue un rôle physiologique essentiel puisqu’elle permet l’apport 

de nutriments dans les cellules par internalisation de macromolécules présentes dans les 

fluides extracellulaires. Cette internalisation peut se faire par reconnaissance de récepteurs 

spécifiques (par exemple des lipoprotéines ou des transferrines) ou non, la première voie étant 

souvent plus rapide. Lors de l’interaction des molécules ou particules avec la membrane, dans 

une région riche en clathrine, cette dernière se déforme pour créer une cavité. Cette cavité 
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s’enfonce dans la cellule jusqu’à former une vésicule entourée de clathrine dans laquelle les 

molécules ou les particules sont internalisées. Cette vésicule fusionne avec un endosome. A 

ce moment, soit le matériel internalisé est reconnu et recyclé (Mellman 1996), soit il possède 

des fonctions lui permettant de s’échapper de l’endosome (Rosenholm 2009, Sauer 2010) soit 

il reste prisonnier dans l’endosome. Grâce à des pompes à protons fonctionnant avec de 

l’ATP, les endosomes sont progressivement acidifiés (passant de pH 6 pour un endosome 

"jeune" à pH 5 dans un endosome mature). Les endosomes matures fusionnent alors avec des 

vésicules contenant des enzymes acide hydrolases, qui apportent un environnement favorable 

à la dégradation du matériel présent dans ces endosomes, pour former des lysosomes#!

Ce processus est le mieux décrit dans la littérature et l’un des plus rencontrés, il est donc 

important de connaître le devenir des particules internalisées par cette voie. Dans le cadre de 

l’utilisation de nanoparticules pour la libération intracellulaire de principes actifs, les 

particules peuvent alors être modifiées pour, par exemple, libérer leur contenu lors de la 

dégradation lysosomale ou pour au contraire s’échapper des endosomes avant la fusion avec 

les vésicules pré-lyososmales afin de préserver leur contenu de l’environnement agressif des 

lysosomes. 

 

 

Figure 1-4 : Schéma des différentes voies d'internalisation (Hillaireau 2009) 
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- Endocytose par voie caveolae : 

Les particules peuvent aussi être internalisées par endocytose par voie caveolae. Cette voie est 

utilisée par les cellules pour internaliser certaines protéines ; c’est aussi la voie d’accès 

utilisée par certains virus. Dans ce cas, la membrane se déforme et crée une cavité bordée de 

caveoline pour internaliser les particules. Ce processus est contrôlé par de nombreux signaux 

intracellulaires ou provenant des particules internalisées. Lorsque la dynamine GTPase 

provoque le détachement de la membrane, il se forme une vésicule caveolaire qui se retrouve 

dans le cytosol et qui, contrairement aux endosomes, n’est pas riche en enzymes. Cette voie 

permet donc d’éviter la dégradation lysosomale et peut être une alternative pour la libération 

intracellulaire de molécules bfragilesb!,*77.!/.(!),&/.(!+-,'5&@-.(#!

 

- Facteurs influençant l’internalisation 

L’internalisation de particules est gouvernée par différents paramètres. Parmi ceux-ci on 

trouve : la lignée cellulaire (une même particule peut être internalisée dans une lignée 

cellulaire mais pas dans une autre), la taille des particules, leur forme et enfin leur surface qui 

modifie les interactions électrostatiques des particules avec la membrane. 

- Influence de la morphologie des particules (taille et forme) 

De façon générale, les particules sphériques semblent plus facilement internalisées que les 

particules tubulaires (Trewyn 2008, Huang 2010), mais ceci dépend des lignées cellulaires. 

Une explication de ce phénomène consiste à dire qu’il est plus rapide de former une cavité 

dans la membrane qui entoure une particule sphérique qu’un cylindre. Mais il faut relativiser 

cela en tenant compte du paramètre de forme. En effet, dans la géométrie cylindrique, le 

rapport diamètre/hauteur est un paramètre important puisqu’il peut modifier considérablement 

le comportement des particules. Un cylindre court se comportera comme une sphère tandis 

qu’un cylindre allongé n’aura pas les mêmes propriétés. Une étude par simulation en 

dynamique moléculaire de l’endocytose de nanoparticules sphériques ou sphéro-cylindriques 

(i.e des cylindres dont les extrémités sont des demi-sphères) dans une membrane lipidique 

montre que l’internalisation de particules de géométrie sphéro-cylindrique (avec un facteur de 

forme faible) est thermodynamiquement favorable, en accord avec la théorie de l’élasticité 

des membranes de Helfrich (Vácha 2011).  

Par ailleurs, la taille des particules est un paramètre clé pour leur internalisation. En effet, 

selon leur taille les particules ne seront pas internalisées de la même façon ni à la même 

vitesse. On peut considérer que des objets sub-micrométriques peuvent être internalisés par 

des cellules mais plus les particules sont petites plus leur endocytose est rapide. Cependant, il 
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faut tenir compte de l’éventuelle agrégation des particules à la surface des cellules qui 

internalisent alors l’agrégat et non les particules dispersées.  

Une étude faite par simulation moléculaire montre que, dans le cas d’une endocytose avec 

reconnaissance par des récepteurs, il peut y avoir un effet de coopérativité lors de 

l’internalisation de particules de diamètre inférieur à 6 nm (Yue 2012). Ainsi  les calculs 

prédisent-ils, pour des particules de quelques nanomètres de diamètre, que lorsque 

l’endocytose d’une particule débute, d’autres particules viennent pour former un cluster à la 

surface de la cellule qui est internalisé en l’état. Lorsque le diamètre augmente, l’endocytose 

ralentit et les particules peuvent être internalisées individuellement. Ces résultats proviennent 

de la nécessité pour le système de fournir suffisamment d’énergie via les liaisons récepteurs-

ligands pour former une vésicule d’internalisation (Jin 2009). Enfin, la taille des particules 

peut modifier la voie d’internalisation (Rejman 2004). Ainsi l’étude de l’internalisation de 

particules de latex a-t-elle montré que pour un diamètre inférieur à 200 nm, les particules sont 

internalisées par voie clathrine, tandis que pour des diamètres supérieurs, l’internalisation se 

fait de plus en plus par voie caveolae, cette dernière étant la voie principale pour des 

particules de 500 nm. 

Ainsi la morphologie des particules joue-t-elle un rôle essentiel sur leur internalisation. La 

cinétique est d’autant plus rapide que les particules sont petites et sphériques et la voie 

d’endocytose varie avec la taille. De plus, l’agrégation peut modifier l’internalisation des 

particules, sans pour autant être un frein. 

- Influence de la surface 

La surface des particules peut modifier significativement le phénomène d’internalisation 

(Mailänder 2009). Cet effet peut avoir diverses sources : des interactions électrostatiques des 

groupements chargés des particules (groupements de surface ou couronne de protéines) avec 

la membrane cellulaire, la présence de ligands spécifiques en surface des cellules qui seront 

reconnus par les récepteurs membranaires, ou encore la topographie de la surface. 

 Des études récentes (Slowing 2006) ont montré que l’internalisation de particules de silice 

mésoporeuses chargées positivement était plus efficace que celle des particules négatives à 

cause des interactions favorables entre les particules positives et la membrane plasmique 

chargée négativement. Cependant, il faut aussi prendre en compte l’adsorption de protéines, 

qui a lieu de façon non spécifique si les particules ne possèdent pas de groupements de 

surface permettant de la contrôler. Les particules positives vont alors plus facilement interagir 

avec les protéines sériques, conduisant éventuellement à une neutralisation de la charge, une 

opsonisation de ces particules et leur élimination (Adler 2010).  
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Par ailleurs, le contrôle de la densité de groupements de surface et de leur nature peut 

permettre d’éviter l’internalisation non sélective de particules et peut modifier la voie 

d’internalisation (Moros 2012, Adler 2010, Lynch 2007). Ainsi le greffage en surface de 

particules de polystyrène de groupements acide carboxylique ou amine permet-il d’augmenter 

légèrement ou significativement leur internalisation (Mailänder 2009). De même, le greffage 

de groupements acide folique permet de cibler les cellules cancéreuses (Rosenholm 2009). En 

outre, le greffage de groupements spécifiques, comme le peptide Tat, permet une 

internalisation directe des particules qui se retrouvent ensuite dans le cytoplasme et évitent la 

dégradation lysosomale (Mao 2010). 

Enfin, la présence de groupements amines en surface des particules semble favoriser leur 

internalisation, suggérant des interactions spécifiques des groupements amines avec la 

machinerie cellulaire d’internalisation par voie clathrine, du moins dans certaines lignées 

cellulaires (Jiang 2010). 

En conclusion, la charge de surface des particules est un paramètre clé pour leur 

internalisation puisqu’elle gouverne les interactions avec les protéines et/ou la membrane 

cellulaire. 

 

- Internalisation de particules de silice 

De nombreuses études existent sur l’internalisation de nanoparticules de silice, considérées 

comme des candidats prometteurs pour des applications en imagerie médicale et libération 

intracellulaire ciblée de principes actifs. Le mécanisme d’endocytose, bien que pouvant 

différer d’une lignée cellulaire à l’autre semble toujours être un processus actif, et 

l’internalisation des particules de silice se fait majoritairement par voie clathrine ou caveolae. 

Quelques études à l’échelle cellulaire montrent que l’internalisation des particules de silice se 

fait en quelques heures (Hu 2011, Shapero 2011, Stayton 2009, Sun 2008). Cependant, la 

taille des particules ainsi que leur concentration peuvent modifier la quantité de particules 

internalisées ainsi que l’efficacité du processus. Ainsi l’étude de l’internalisation de particules 

de silice , de 60 à 600 nm de diamètre, négatives dans le milieu de culture, dans des cellules 

hépatiques HepG2 a-t-elle montré que : (i) à concentration constante en silice, la quantité de 

particules internalisées augmente presque linéairement sur 24 heures pour les particules de 

plus de 60 nm de diamètre, et augmente avec la taille des particules, tandis que pour les 

particules de 60 nm de diamètre, il y a une internalisation très rapide puis après 3 heures, le 

nombre de particules dans les cellules diminue ; (ii) plus la concentration en silice augmente, 

plus l’internalisation est rapide (Hu 2011).  
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L’étude de l’internalisation de particules de silice, de 50 à 300 nm de diamètre, légèrement 

négatives dans le milieu de culture, dans des cellules pulmonaires a montré que le processus 

nécessite de l’énergie et qu’au bout de quelques heures, les particules peuvent être observées 

dans des endosomes. De plus, l’influence de la taille des particules sur l’internalisation a été 

mise en évidence et il a été observé que plus les particules de silice sont petites, plus 

l’internalisation est importante et rapide, avec une différence majeure lorsque le diamètre est 

inférieur à 100 nm (Shapero 2011). Ces deux études montrent clairement que l’on ne peut pas 

donner d’évolution générale de l’internalisation des particules de silice en fonction de leurs 

caractéristiques puisque l’endocytose dépend de la lignée cellulaire. Cependant, bien que les 

évolutions soient différentes, il ressort de ces études que la taille des particules est un facteur 

important pour l’internalisation.  

Enfin, la surface des particules est un autre facteur pouvant modifier considérablement 

l’internalisation. L’étude de Stayton et al. a ainsi montré que la présence d’une couronne de 

protéines en surface des particules, lorsque ces dernières sont dans un milieu avec sérum, 

diminue nettement la quantité de particules internalisées dans des cellules pulmonaires A549 

(Stayton 2009). Ces résultats montrent qu’il est important d’étudier l’internalisation dans des 

conditions aussi proches que possible des conditions in vivo pour obtenir des résultats 

comparables puisque l’interaction des particules avec les protéines du milieu peut jouer un 

rôle important dans leur interaction avec les cellules. 

 

1.2.2.2 Toxicité des particules 

Sachant que les particules de silice sont capables de rentrer dans des cellules de nombreuses 

lignées cellulaires différentes, il se pose alors la question de leur toxicité. Les paragraphes 

suivants présentent les différents paramètres qui peuvent jouer sur la toxicité des particules de 

silice mais aussi la nature de la toxicité rencontrée. 

 

- Toxicité de la silice 

La toxicité de microparticules de silice cristalline a fait l’objet de nombreuses études puisque 

ce type de particules est à l’origine de la silicose, une affection pulmonaire causée par 

l’exposition chronique par inhalation à des particules de silice cristalline et dans laquelle on 

trouve des nodules composés de particules de silice entourées de collagène et de cellules 

(macrophages, lymphocytes et fibroblastes). La silice cristalline a été classée comme 
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cancérigène par l’agence internationale de recherche sur le cancer en 1997. Cependant, cette 

toxicité importante observée pour la silice cristallisée n’est pas forcément retrouvée pour des 

particules de silice amorphe. Le comportement de ces dernières avec les cellules et 

l’organisme est différent, la silice amorphe n’a notamment pas encore été classée comme 

substance cancérigène. Mais la silice amorphe a été moins étudiée, les études in vitro 

commencent à se faire plus nombreuses en raison des applications biomédicales potentielles 

de ces particules mais il existe encore peu d’études in vivo en comparaison.  

Il est difficile de conclure de façon générale puisque selon la lignée cellulaire il existe une 

grande variabilité des résultats, cependant il semble que le contrôle des caractéristiques des 

particules (taille, charge de surface, forme, porosité, stabilité en milieu biologique) permette 

de moduler leur toxicité. Par ailleurs, cette toxicité étant liée à la dose effective reçue par les 

cellules, l’application des nanoparticules de silice dans le domaine biomédicale reste possible 

puisque dans certaines conditions, in vitro et in vivo, il est possible d’obtenir une toxicité 

négligeable ou réversible après une période sans exposition (Napierska 2010, Jin 2007). 

 

- Paramètres déterminants pour la toxicité 

Parmi les paramètres influençant la nature toxique des particules de silice, on trouve 

évidemment les caractéristiques des particules (morphologie, nature de la surface). Mais ce ne 

sont pas les seuls facteurs qui peuvent être déterminants ; lorsqu’on change la lignée cellulaire 

étudiée ou le mode d’exposition, les résultats de toxicité peuvent être modifiés voire inversés. 

Par ailleurs, il est difficile de comparer directement le comportement des différentes 

particules puisque changer la taille à concentration constante  par exemple va changer la 

surface spécifique mais aussi le nombre de particules. Il faut donc fixer un paramètre, avec les 

limites que cela comporte, pour observer les modifications dans la réponse cellulaire (Lison 

2008). 

- Taille des nanoparticules 

En gardant à l’esprit que les résultats peuvent varier de façon importante d’une lignée 

cellulaire à l’autre, on peut dire que globalement plus les particules sont petites, et notamment 

pour des diamètres inférieurs à un certain seuil, plus la toxicité est importante. Rabolli et al. 

ont ainsi montré qu’il existe une relation linéaire entre le diamètre des particules et la 

cytotoxicité (Rabolli 2010). Yuan et al. ont montré que pour des diamètres supérieurs à 100 

nm, la modification de la taille des particules a peu d’influence sur la viabilité cellulaire tandis 

que pour des diamètres inférieurs à 100 nm, plus les particules sont petites plus elles sont 
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toxiques (Yuan 2010), ce dernier point a aussi été montré par d’autres études (Nabeshi 2011, 

Napierska 2009, Yu 2009, Jin 2008).  

Cependant, l’influence de la taille doit être modulée par la question de la dose puisque 

changer le diamètre des particules va changer le nombre de particules par unité de 

concentration et aussi la surface spécifique, paramètre clé de l’interaction des particules avec 

les cellules. 

- Charge et nature de la surface 

Un deuxième paramètre important pour la toxicité des particules est la surface (charge et 

nature chimique). En effet, selon la charge de surface et la nature des groupements chimiques 

présents, les interactions avec les protéines et les cellules seront différentes, ce qui peut 

modifier la toxicité des particules en modifiant le mécanisme d’action des particules ou en 

modifiant leur internalisation dans les cellules. 

La modification de surface apportant une charge positive permet, comme vu dans le 

paragraphe 1.3.1.3, de favoriser l’internalisation. Cependant, cette modification de surface 

n’entraîne pas de modification de la biocompatibilité des nanoparticules de silice 

mésoporeuses avec des cellules 3T3 ou des cellules souches mésenchymateuses selon l’étude 

de Chung et al. (Chung 2007). Yu et al. ont par ailleurs montré que la présence de 

groupements amines en surface des particules de silice réduit leur toxicité par rapport à des 

particules de silice non modifiées. Cet effet peut être dû à la modification des interactions 

entre les particules et la membrane cellulaire, plus fortes en présence d’amines chargées 

positivement, qui entraînerait une diminution de l’internalisation (Yu 2011).  

Ruizendaal et al. ont obtenu des résultats contraires où les particules modifiées avec des 

amines en surface présentent une toxicité accrue pour des cellules Caco-2 par rapport aux 

particules ayant en surface des groupements azides ou carboxylates (Ruizendaal 2009). 

Cependant, la nature des particules, la lignée cellulaire et la taille des particules varient entre 

ces deux études, ce qui rend la comparaison difficile. Malgré tout, il est intéressant de noter 

que dans cette étude, la présence de protéines a un rôle dans la toxicité, rôle plus important 

lorsque les particules sont initialement positives que lorsqu’elles sont neutres ou négatives : 

l’activité métabolique diminue lorsque les cellules sont exposées aux nanoparticules de silice 

greffées avec des amines en surface en présence de sérum. Cette influence des protéines a 

aussi été mise en évidence par Drescher et al. dans une étude sur la toxicité des nanoparticules 

de silice amorphe sur des cellules eukaryotes (Drescher 2011). En effet, la présence de 

protéines dans le milieu de culture peut provoquer l’agrégation des particules (cf paragraphe 
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5.2.1.2) et donc diminuer leur internalisation par formation d’objets micrométriques et non 

nanométriques. 

Ainsi une charge de surface positive ou la présence de protéines adsorbées semblent-elles être 

des facteurs diminuant la toxicité des nanoparticules de silice. 

- Porosité 

Lors des études de toxicité, l’un des paramètres permettant de comparer l’influence de 

différentes particules est la surface spécifique. Dans ce cadre, outre leur taille, la porosité des 

particules doit être prise en compte. Ainsi Rabolli et al. ont-ils montré que la microporosité 

des nanoparticules de silice est un facteur qui diminue la toxicité de ces particules pour 

différentes lignées cellulaires tandis que la surface spécifique a plutôt un effet opposé (Rabolli 

2010). En effet, plus la surface spécifique augmente plus le nombre de groupements silanol en 

surface augmente ; or l’une des toxicités de la silice est liée à l’interaction des groupements 

silanol avec les ammoniums de la membrane cellulaire. Par ailleurs, des études in vivo 

semblent indiquer que la surface spécifique, de même que la nature des groupements de 

surface, est un facteur important pour la détermination de la toxicité des particules (études 

doses-réponses) (Yu 2012). 

- Composition des particules 

L’intégration d’une composante organique dans la structure des particules pour former des 

particules hybrides peut modifier la toxicité des particules. Ainsi Chang et al. ont-ils montré 

que des particules hybrides silice-chitosane permettent de garder une viabilité cellulaire de 

85% par rapport aux cellules témoins pour des cellules exposées à des concentrations 

importantes (667 µg/mL) tandis que les particules de silice induisent une perte d’environ 40% 

de la viabilité cellulaire sur les mêmes lignées cellulaires. De même, les interactions des 

particules avec les cellules ne sont pas les mêmes : les particules de silice endommagent la 

membrane cellulaire, ce qui n’est pas le cas des hybrides silice-chitosane. 

- Forme des particules 

La majorité des études est faite sur des particules sphériques. Cependant quelques études 

comparent l’effet de nanoparticules de silice sphériques et en bâtonnets. Selon le facteur de 

forme (longueur du bâtonnet/diamètre) l’influence de la géométrie des particules est plus ou 

moins sensible. Dans leur étude, Yu et al. ont montré que pour des facteurs de forme allant de 

1 à 8, la géométrie des particules de silice mésoporeuses a peu d’influence sur leur toxicité 

(Yu 2011). A l’inverse, une étude in vivo sur l’influence de particules de silice de différentes 

géométries sur le développement embryonnaire chez le poisson zèbre montre que des 
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particules de silice sphériques ne sont ni toxiques ni tératogènes alors que des bâtonnets 

induisent des malformations des embryons et présentent une toxicité aigüe (Nelson 2010). 

Finalement, l’ensemble des caractéristiques des particules peut influencer la toxicité et les 

résultats parfois contradictoires des différentes études montrent l’importance d’une 

caractérisation précise des particules dans le milieu d’étude. Par ailleurs, ces études montrent 

aussi que le temps d’exposition et  les lignées cellulaires utilisées pour les études in vitro 

peuvent modifier notablement les résultats. 

- Lignée cellulaire 

Les résultats présentés dans les paragraphes précédents montrent que selon la lignée cellulaire 

utilisée dans les études, la toxicité des nanoparticules de silice diffère. Chang et al. suggèrent 

que la cytotoxicité des particules de silice amorphe in vitro dépend de l’activité métabolique 

de la lignée cellulaire utilisée (Chang 2007). En effet, plus les cellules prolifèrent rapidement 

moins elles sont sensibles à une exposition à de fortes concentrations de nanoparticules de 

silice. Cette capacité des particules de silice à perturber la prolifération cellulaire, dépendant 

de la lignée cellulaire, a aussi été mise en évidence par Yu et al. (Yu 2011). Dans leur étude, 

ils montrent que des cellules épithéliales cancéreuses, ayant une prolifération rapide et 

importante, sont beaucoup moins sensibles à la présence de nanoparticules de silice que des 

cellules saines. 

 

- Nature de la toxicité 

L’exposition à des nanoparticules de silice peut induire une toxicité au niveau cellulaire par 

différentes voies. Les particules peuvent par exemple endommager la membrane par 

interaction des groupements silanol avec les ammoniums présents dans la membrane 

(Depasse 1977), induire un stress oxydant, ou endommager l’ADN. 

- Stress oxydant 

De nombreuses études indiquent qu’une exposition à des particules de silice induit un stress 

oxydant dans les cellules, résultat de la sur-production d’espèces réactives de l’oxygène et de 

la peroxydation des lipides de la membrane cellulaire (Akhtar 2010, Liu 2010, Wang 2009, 

Lin 2006). La production d’espèces réactives de l’oxygène est un processus qui se produit en 

milieu biologique par exemple par réduction enzymatique de l’oxygène. Ces réactions sont 

normalement contrôlées par  une cascade de signaux et par des enzymes antioxydantes qui 

vont neutraliser l’excès d’espèces réactives.  

L’interaction des cellules avec des nanoparticules peut provoquer la formation accrue 

d’espèces réactives de l’oxygène. Ceci peut se faire via l’interaction, au niveau de la 
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membrane plasmique, des nanoparticules avec des enzymes comme les NADPH oxydases qui 

interviennent dans le stress oxydant. Les nanoparticules  peuvent aussi interagir avec des 

organites source d’espèces réactives de l’oxygène comme les mitochondries ou le réticulum 

endoplasmique (Unfried 2007). Enfin les nanoparticules peuvent avoir un effet néfaste sur le 

système antioxydant présent dans les cellules, en diminuant par exemple le niveau 

intracellulaire de glutathion, qui joue un rôle essentiel dans les mécanismes redox impliqués 

dans les mécanismes de défense contre le stress oxydatif. Cet effet est progressif et dépend de 

la taille des particules ainsi que de la concentration à laquelle sont exposées les cellules. 

L’étude menée par Akhtar et al. sur la toxicité de nanoparticules de silice dans des cellules 

épithéliales pulmonaires montre que, lorsqu’elles sont exposées aux nanoparticules, ces 

cellules conservent leur niveau de glutathion mais qu’il y a formation d’espèces réactives de 

l’oxygène (Akhtar 2010). Cependant, il faut noter que les niveaux d’espèces réactives de 

l’oxygène produits restent faibles comparés à d’autres matériaux connus pour induire un fort 

stress oxydant. Ces résultats peuvent varier puisqu’une autre équipe a mis en évidence la 

diminution du niveau de glutathion dans des cellules du rein suite à leur exposition à des 

nanoparticules de silice de 20 et 50 nm de diamètre à différentes concentrations. Par ailleurs, 

des niveaux assez élevés d’espèces réactives de l’oxygène ont été mesurés dans ces cellules 

après exposition aux nanoparticules ainsi qu’une peroxydation lipidique au niveau de la 

membrane (Wang 2009). Dans ce cas, il semble que la production de radicaux soit plutôt liée 

à la diminution du niveau de glutathion et entraîne l’apoptose des cellules. 

Cet effet du stress oxydant a été mis en évidence par Liu et al. qui ont montré que l’exposition 

de cellules endothéliales à des nanoparticules de silice induit leur apoptose via l’interaction 

néfaste des particules avec les mitochondries. Ces interactions induisent une cascade de 

signaux intracellulaires qui conduit à la sur-expression de protéines pro-apoptotiques et à la 

suppression des protéines anti-apoptotiques (Liu 2010).  

Il semble que les particules de silice soient parfois capables d’induire directement la 

formation d’espèces réactives de l’oxygène lors de leur interaction avec la membrane. Ces 

espèces réactives peuvent alors entraîner une peroxydation des lipides de la membrane qui 

l’endommage. Par ailleurs, les nanoparticules de silice peuvent entraîner, suite à leur 

internalisation et à leur interaction avec les différents organites, une dérégulation du signal 

enzymatique qui conduit à un dysfonctionnement de la cellule. Enfin, lors des études in vivo, 

le stress oxydant peut aussi être généré indirectement par un signal enzymatique déclenché 

suite à l’internalisation des particules dans des macrophages. 
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Cependant, une étude récente permet d’envisager la protection contre le stress oxydant induit 

par les particules de silice par la gluthation transférase 1 microsomale (Shi 2012). Cette 

enzyme antioxydante, présente dans la membrane des mitochondries et dans le réticulum 

endoplasmique, joue un rôle de protection contre le stress oxydant et semble, lorsqu’elle est 

sur-exprimée protéger efficacement les cellules contre le stress oxydant induit par l’exposition 

aux nanoparticules de silice. 

 

- Génotoxicité 

Bien que l’analyse de la localisation intracellulaire des nanoparticules de silice montre que 

ces dernières sont en général dans des endosomes, dans le cytoplasme ou dans les 

mitochondries mais rarement au niveau du noyau, certaines études ont mis en évidence une 

interaction, directe ou indirecte, des nanoparticules de silice avec l’ADN (Park 2011, Gong 

2010, Chen 2005) tandis que d’autres montrent l’absence de génotoxicité des particules de 

silice (Barnes 2008). Bien que de façon générale, les nanoparticules de silice semblent peu 

génotoxiques, dans la suite sont présentées les différentes causes de génotoxicité qui ont pu 

être observées pour des nanoparticules de silice. 

La génotoxicité des particules de silice peut être liée à une interaction directe des particules 

dans le noyau. Chen et al. ont ainsi montré que, lorsqu’elles sont exposées à des particules de 

silice entre 40 et 70 nm de diamètre, différentes cellules épithéliales voient leur noyau 

rapidement (dès 4 heures d’exposition) perturbé (Chen 2005). En effet, ces particules se 

retrouvent, après internalisation, dans le noyau des cellules. Cette localisation des particules 

induit la formation de clusters de topoisomérase, une enzyme nucléaire impliquée dans la 

gestion des problèmes topologiques liés à l’activité nucléaire (réplication de l’ADN, 

transcription, ségrégation des chromosomes, …). Ces clusters vont perturber l’organisation du 

noyau et inhiber la réplication, la transcription de l’ADN et donc la prolifération cellulaire.  

Nabeshi et al. ont montré qu’après exposition cutanée, des particules de silice de 70 nm de 

diamètre sont retrouvées dans les noyaux des kératinocytes, des cellules HaCaT et des 

hépatocytes, avec différents effets : les nanoparticules induisent des mutations génétiques 

dans les cellules HaCaT et, dans les hépatocytes, forment des complexes avec des protéines 

impliquées dans le transport vers le noyau (Nabeshi 2011). 

La génotoxicité induite par les particules de silice peut aussi être liée à la dérégulation 

d’enzyme intervenant dans le maintien de l’intégrité du génome. Ainsi Gong et al. ont-ils 

montré que l’exposition de cellules épithéliales HaCaT à des particules de silice de 15 nm de 

diamètre induit une modification de l’expression des enzymes ADN methyltransférases, 
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responsables du maintien de la méthylation des cytosines dans le génome. Cette dérégulation 

peut entraîner des effets à long terme, même lorsque les cellules ne sont plus exposées aux 

nanoparticules, via l’induction de changement épigénétiques dans le génome (Gong 2010). 

L’étude de Park et al. sur l’effet génotoxique de particules de silice de 10 à 400 nm de 

diamètre sur des fibroblastes montre que l’endommagement de l’ADN peut être dû à un 

mécanisme indirect (Park 2011). Les résultats de cette étude montrent que les particules de 

moins de 80 nm de diamètre induisent des aberrations chromosomiques ou des mutations 

génétiques alors qu’aucune particule n’a pu être observée dans le noyau. Pour expliquer ces 

modifications, les auteurs suggèrent deux hypothèses d’interactions indirectes des 

nanoparticules de silice. La première consiste à dire que la génération de stress oxydant peut 

endommager l’ADN par réaction avec les espèces réactives générées. La deuxième suggère 

que l’endommagement de l’ADN pourrait être dû à un effet d’obstacles, constitués par les 

particules présentes dans des vacuoles dans le cytoplasme, qui gênerait la mitose par 

modification de la structure d’actine. 

 

- Autres phénomènes induits par la présence des nanoparticules 

L’exposition de cellules à des nanoparticules de silice peut induire des modifications 

morphologiques (Yuan 2010), ultrastructurales (Linthicum 2001) avec par exemple des 

changements dans la membrane dus à la présence d’acide silicique polymérisé et entraînant la 

formation de structures multivésiculaires. Les nanoparticules de silice peuvent aussi modifier 

les capacités d’adhésion et de migration des fibroblastes (Zhang 2010). Par ailleurs la 

dissolution des nanoparticules de silice peut provoquer des dysfonctionnements et est par 

exemple responsable de la surproduction de collagène observée dans la silicose (Erdogdu 

1998). Enfin, les nanoparticules de silice peuvent avoir un effet néfaste sur le développement 

embryonnaire (Yamashita 2011, Nelson 2010). 

 

- Doses d’exposition 

Les différentes études portant sur la toxicité des nanoparticules de silice font intervenir des 

doses d’exposition très variables en focntion du but de l’étude. Pour la détermination de la 

toxicité des particules sur des cellules en culture 2D, les doses utilisées vont généralement de 

10 à 500 µg/mL environ, gamme permettant le plus souvent de déterminer la dose léthale 

médiane. Les études de toxicité par diffusion à travers la peau, pour différents matériaux sous 

forme nanométrique, font intervenir quant à elles des gammes de concentrations plus larges et 

difficiles à comparer puisqu’elles sont exprimées de différentes façons : en dose massique ou 
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nombre de particules par surface exposée, en concentration massique, en flux de particules ou 

encore en dose par rapport au poids de l’animal pour les études in vivo.  

1.2.2.3 Devenir des nanoparticules internalisées in vitro 

Malgré le nombre considérable d’études portant sur l’internalisation de particules de silice, 

mésoporeuses ou non, sur leur toxicité et sur leur potentiel comme vecteurs de principes actifs 

ou agents d’imagerie, les études concernant le devenir des particules internalisées sont 

beaucoup plus restreintes. Une fois à l’intérieur d’une cellule, les particules peuvent 

s’échapper des endosomes ou non. Par  la suite, les particules ont plusieurs options : soit elles 

sont sensibles à l’environnement dans lequel elles se trouvent piégées et elles sont dégradées, 

soit elle sont excrétées par la cellule par exocytose, soit elles s’accumulent dans la cellule. Les 

deux premières options sont les plus intéressantes pour des applications biomédicales, la 

dernière posant le problème d’une exposition sur des temps longs à des doses de plus en plus 

importantes. 

 

- Devenir des particules de silice présentes dans les endosomes 

Lorsqu’elles sont internalisées par les voies d’endocytose les plus courantes, les 

nanoparticules se retrouvent dans des endosomes. A partir de là, soit elles restent prisonnières 

et se retrouvent dans des lysosomes, soit elles sont capables de s’échapper des endosomes et 

peuvent alors être localisées n’importe où dans la cellule. Sur l’ensemble des études 

concernant l’internalisation de nanoparticules de silice, on constate qu’elles sont 

majoritairement dans les endosomes-lysosomes (Shapero 2011) et peuvent être localisées 

dans le cytosol, à proximité des mitochondries mais rarement dans le noyau.  

En modulant la surface des particules, il est possible de leur permettre de s’échapper des 

endosomes et donc d’atteindre d’autres localisations intracellulaires. En effet, des particules 

chargées négativement, avec une charge importante, sont capables de s’échapper des 

endosomes dans les 6 heures suivant leur internalisation (Slowing 2006). Ce phénomène est 

supposé lié à la capacité des particules chargées négativement à capter des protons et donc à 

perturber le pH des endosomes, avec pour effet de fragiliser leur structure en modifiant le 

gradient osmotique et permet donc aux particules de s’échapper. Ce même effet peut être 

obtenu en greffant certains groupements en surface des particules, par exemple des polymères 

contenant des fonctions amines (Rosenholm 2009, Fuller 2008). 
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- Exocytose des particules 

Il existe un certain nombre de processus qui permettent à la cellule d’internaliser des éléments 

extérieurs et à l’inverse, il existe aussi un mécanisme d’exocytose qui permet à la cellule de 

libérer dans l’environnement extérieur certaines molécules. Ce mécanisme est en général 

utilisé pour excréter des protéines qui sont placées dans des vésicules de sécrétion et transitent 

ainsi de l’appareil de Golgi jusqu’à la membrane plasmique où les vésicules fusionnent avec 

la membrane pour libérer leur contenu. Certains lysosomes peuvent aussi fusionner avec la 

membrane pour excréter des bdébrisb insolubles. Cette voie, dans les cellules non spécialisées, 

est utilisée en situation de stress (Alberts 2002). 

L’exocytose de nanoparticules de silice a été rapportée dans quelques études (Slowing 2011, 

Hu 2011, Stayton 2009). Ce phénomène dépend de la taille des particules ainsi que du temps 

d’incubation. En effet, Hu et al. ont montré que, pour des particules négatives dans le milieu 

de culture, de 60 à 600 nm de diamètre, plus les particules sont petites plus elles sont 

excrétées rapidement et en plus grande quantité (Hu 2011). Par ailleurs, le taux de particules 

excrétées est d’autant plus faible que le temps d’exposition est long ; l’étude précédente a 

montré que 63% des particules de 60 nm de diamètre sont excrétées après 12 heures 

d’exposition alors que ce taux chute à 50% quand le taux d’exposition passe à 24 heures. Cet 

effet est d’autant plus marqué que le diamètre des particules est grand. Les auteurs de cette 

étude suggèrent que l’exocytose des particules est partiellement gouvernée par un équilibre de 

concentration en nanoparticules de silice entre l’intérieur des cellules et le milieu extérieur.  

Stayton et al. ont aussi mis en évidence l’exocytose de nanoparticules de silice lorsque les 

cellules ne sont plus exposées à un milieu contenant ces particules (Stayton 2009). Cependant, 

leur étude souligne que l’exocytose est un processus plus lent que l’endocytose et est 

incomplet, laissant des particules présentes dans les cellules. Enfin, l’étude menée par 

Slowing et al. sur l’exocytose de nanoparticules de silice mésoporeuses montre que ce 

processus est moins efficace lorsque le milieu de culture contient du sérum qu’en l’absence de 

protéines (Slowing 2011). De plus, il est important de noter que selon la lignée cellulaire 

utilisée, l’exocytose des nanoparticules de silice mésoporeuses est observée ou non. Enfin, 

cette étude a permis de montrer que des nanoparticules excrétées par les cellules peuvent être 

internalisées par des cellules voisines. 

 

- Dégradation intracellulaire des particules 

Certaines particules modifiées peuvent être sensibles à l’environnement agressif trouvé dans 

les endosomes et surtout dans les lysosomes. Dans ce cas, les particules peuvent être 
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dégradées de façon intracellulaire. C’est ce qui est observé pour des particules en polymères 

biodégradables. Jusqu’à présent, les particules de silice étaient considérées comme non 

dégradables par les cellules. Cependant, des études  menées avec des particules hybrides 

polymère-silice ont montré une dégradation intracellulaire. Ainsi l’étude de l’internalisation 

de particules hybrides gélatine-silice a-t-elle montré que le cœur organique des particules est 

dégradé lors de l’internalisation dans des fibroblastes (Allouche 2006). Par ailleurs, après 

internalisation dans des fibroblastes, des particules hybrides alginate-silice présentent un 

aspect beaucoup plus poreux que les particules du milieu extérieur, ce qui suggère une 

dégradation partielle des particules dans la cellule, probablement initiée au niveau des 

composantes organiques (Boissière 2006). 

Les conditions particulières rencontrées pendant l’internalisation peuvent être exploitées pour 

rompre des liaisons. Parmi l’ensemble des fonctions clivables de façon intracellulaire, on peut 

s’intéresser au pont disulfure, liaison exploitée pour greffer des principes actifs sur un vecteur 

et provoquer leur libération par réduction intracellulaire (Sauer 2010, Yan 2010, Bauhuber 

2009, Saito 2003). Bien qu’il existe peu de données sur les protéines réductrices présentes 

dans les endosomes ou les lysosomes,  une enzyme capable de réduire un pont disulfure en 

conditions acides a été mise en évidence : la thiol-réductase lysosomal gamma-interferon 

induite (GILT) (Arunachalam 2000). 

1.2.3 COMPORTEMENT DES NANOPARTICULES DE SILICE IN VIVO 

Les nanoparticules de silice sont étudiées pour des applications en imagerie médicale et pour 

la libération contrôlée de principes actifs, il est donc important de connaître leur 

comportement in vivo. A ce jour, il existe peu d’études sur le devenir in vivo des 

nanoparticules de silice. 

1.2.3.1 Pharmacocinétique des nanoparticules dans l’organisme 

Pour optimiser le développement des nanoparticules utilisées comme vecteurs de principes 

actifs, il est nécessaire de connaître leur biodistribution dans l’organisme (Hagens 2007). 

Après injection intra-veineuse ou application cutanée, les particules vont se retrouver dans la 

circulation systémique et pouvoir atteindre de nombreux organes dont le foie, la rate, le cœur 

ou encore le cerveau. Les particules peuvent ensuite être éliminées de l’organisme soit par 

dégradation métabolique soit par excrétion via les reins, la bile. Il semblerait que la nature 

chimique ainsi que les caractéristiques morphologiques des particules jouent un rôle sur leur 
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temps de résidence dans l’organisme, leur localisation et leur éventuelle élimination. Le suivi 

précis du devenir des nanoparticules dans l’organisme et l’adaptation des modèles 

pharmacocinétiques, utilisés pour les principes actifs, aux nanoparticules permettra de 

déterminer les paramètres qui contrôlent le temps de résidence, la localisation et l’élimination 

des particules (Li 2010). 

 

1.2.3.2 Biodistribution et évacuation des particules de silice in vivo 

- Influence de la taille des particules 

Après injection intraveineuse chez le rat, Kumar et al. ont observé l’accumulation des 

particules de silice de 20 nm négatives dans le foie et la rate (environ 75% de la dose injectée) 

tandis que d’autres organes comme les poumons, les reins ou le cœur présentent une 

accumulation de particules faible 24 heures après l’injection (Kumar 2010). Cependant ces 

mesures sont faites par fluorescence, le signal pour le foie et la rate peut être dû aux particules 

présentes dans l’organe ou dans les nombreux vaisseaux qui le traversent. Ils observent aussi 

l’excrétion d’une partie des particules par la voie hépato-biliaire ainsi que leur dégradation 

dans le foie. 15 jours après l’injection, aucun des tissus analysés ne présente de signal de 

fluorescence dû aux nanoparticules. Les animaux traités ont par ailleurs été suivis pendant un 

mois après l’injection et ne présentaient pas de changements physiologiques ou 

neurologiques. Ces particules semblent donc de bons candidats pour l’imagerie in vivo.  

Une autre étude du comportement de nanoparticules de silice, de 20 nm et 80 nm, in vivo 

après injection intraveineuse chez le rat a donné des résultats légèrement différents. Xie et al. 

ont ainsi montré que ces particules s’accumulent majoritairement dans le foie, la rate et les 

poumons mais sont peu présentes dans le sang, le cœur, les reins, l’estomac ou le cerveau 

(Xie 2010).  Dans ces différents organes, la quantité de particules accumulées décroit avec le 

temps mais après 30 jours, l’iode radioactif intégré dans les particules est toujours présent 

dans le foie et la rate. Cette accumulation de particules pendant un temps long induit une 

réponse inflammatoire dans le foie. Cependant, il est intéressant de noter que les quantités de 

particules accumulées dans ces différents organes sont plus importantes pour les particules 

plus petites.  
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- Influence de la surface des particules 

Un autre facteur pouvant moduler l’accumulation des particules dans les différents organes est 

la nature ainsi que la charge de surface (Souris 2010, van Schooneveld 2008). L’étude de 

Souris et al. montre que les particules de silice mésoporeuses de 70 nm chargées positivement 

(+34 mV) sont rapidement excrétées du foie et se retrouvent dans le tractus gastro-intestimal 

pour être éliminées de l’organisme. A l’inverse, les particules négatives (-17 mV) 

s’accumulent dans le foie et restent plusieurs jours, voire plusieurs mois, dans l’organisme. Il 

semble donc qu’une charge de surface positive soit préférable pour l’utilisation des 

nanoparticules de silice dans le domaine médical puisqu’elle favorise leur élimination de 

l’organisme. De même, la présence de groupements lipidiques en surface des particules 

améliore la biocompatibilité et le profil pharmacocinétique des nanoparticules (van 

Schooneveld 2008). La modification de surface permet d’éviter l’agrégation des particules qui 

semble jouer un rôle crucial sur les voies d’élimination des particules des organes et de 

l’organisme. 

 

- Temps et mode d’exposition 

En fonction du mode d’administration des particules et du temps d’exposition, la toxicité 

observée peut varier. Par exemple, des nanoparticules mésoporeuses injectées par voie sous-

cutanée présentent une bonne biocompatibilité in vivo chez le rat et sont lentement éliminées 

tandis que ces mêmes particules sont létales lorsqu’elles sont injectées par voie intra-veineuse 

(Hudson 2008). Par ailleurs, le temps d’exposition est un facteur important puisque les effets 

d’une exposition courte, prolongée ou chronique peuvent être assez différents. De façon 

générale, plus le temps d’exposition est long plus la toxicité, du moins l’effet sur la viabilité 

cellulaire est important (Lin 2006). 

 

- Un exemple d’utilisation : le traitement des cellules cancéreuses 

Lu et al. ont montré que des nanoparticules de silice mésoporeuses de 100 nm de diamètre 

permettent de libérer un agent de traitement après s’être accumulées préférentiellement dans 

les cellules cancéreuses. De plus, leur étude montre que les nanoparticules sont en grande 

partie excrétées et les animaux ne présentent pas de lésions ou d’anormalités 

histopathologiques liées à l’exposition aux nanoparticules. En outre, chez les animaux traités, 

les tumeurs sont significativement réduites, montrant ainsi l’efficacité in vivo du traitement 

utilisant des nanoparticules de silice comme vecteurs. Le développement de ces particules 

pour des traitements semble donc prometteur. 
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1.3 Bilan et objectifs de l’étude 

La quantité d’études existant sur l’utilisation de nanoparticules de silice dans le domaine 

médical montre l’intérêt suscité par ce matériau, candidat prometteur pour des utilisations 

dans l’imagerie médicale, la libération intracellulaire contrôlée de principes actifs ou l’analyse 

biologique. La silice possède en outre l’avantage d’un mode de synthèse permettant d’obtenir 

des particules de tailles et morphologies contrôlées et il existe un large éventail de 

groupements permettant de fonctionnaliser la surface.  

Par ailleurs, les études sur la silice montrent que l’agrégation et la dissolution de 

nanoparticules de silice ont lieu en milieu biologique mais sont modulées par différents 

facteurs comme les caractéristiques des particules, le pH, la concentration en sels ou encore la 

présence de protéines. 

A l’échelle cellulaire, les nanoparticules de silice sont internalisées dans de nombreuses 

lignées cellulaires. La nature et la cinétique de ce processus varient en fonction des 

caractéristiques des particules, du temps d’exposition et de la lignée cellulaire. La voie 

d’internalisation rencontrée le plus fréquemment est l’internalisation par voie clathrine qui 

mène les particules dans des endosomes. Certaines particules restent piégées dans ces 

endosomes qui se transforment ensuite en lysosomes, tandis que d’autres s’en échappent et se 

retrouvent dans le cytoplasme mais rarement dans le noyau. Malgré le nombre important 

d’études in vitro sur la toxicité de ces nanoparticules de silice, il est difficile de conclure de 

façon générale. Lorsqu’une toxicité est notée, il peut s’agir de cytotoxicité provoquée par un 

stress oxydant ou une perturbation de la membrane plasmique, ou d’une toxicité au niveau 

génétique, parfois liée à la précédente. 

Enfin, bien que l’endocytose de nanoparticules de silice ait été mise en évidence dans de 

nombreuses études, il existe encore peu de données sur leur devenir à long terme une fois 

dans les cellules. Quelques études montrent cependant que des particules de silice peuvent 

être excrétées par les cellules voire être partiellement dégradées de façon intracellulaire. 

 

L’ensemble des applications envisagées pour les nanoparticules de silice implique de 

connaître, et si possible comprendre, les mécanismes d’interactions de ces nanoparticules 

avec les cellules et plus généralement leur comportement en milieu biologique. De l’ensemble 

des études présentées il ressort la nécessité d’une caractérisation précise des particules dans 

des conditions aussi proches que possible de celles rencontrées en milieu biologique. La 

première partie de l’étude consiste donc à caractériser les différentes nanoparticules 
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synthétisées et évaluer l’influence de la taille, la charge de surface et la composition sur leur 

stabilité en milieu biologique (agrégation, dissolution). 

Au vu de l’utilisation actuelle des nanoparticules de silice dans des produits cosmétiques, 

l’exposition par voie cutanée est un problème réel. Lors de leur diffusion à travers la peau, les 

nanoparticules de silice vont rencontrer des cellules. Il est donc intéressant d’étudier le 

comportement des nanoparticules de silice en présence de cellules du derme. Dans ce cas, on 

cherche à répondre aux questions suivantes : les particules sont-elles internalisées ? Sont-elles 

toxiques ? Quelle est l’influence de leurs caractéristiques sur ces deux phénomènes ? Et enfin, 

quel est leur devenir à long terme après exposition aux cellules ? 

Pour se rapprocher des conditions d’exposition cutanée, volontaire ou involontaire, les 

cellules sont immobilisées dans un hydrogel de collagène, modèle de derme. On cherche alors 

à répondre aux questions suivantes : quelle est l’influence des caractéristiques des particules 

sur leur diffusion et leur comportement dans les gels de collagène ?  Les caractéristiques de 

ces derniers modifient-elles ces phénomènes ? Les particules de silice sont-elles internalisées 

dans les cellules immobilisées, sont-elles toxiques ? 

Enfin, quelques études sur le devenir de particules internalisées suggèrent que la modification 

des particules de silice peut favoriser leur dégradation intracellulaire. Dans ce cas, on peut se 

poser la question suivante : peut-on favoriser la dégradation intracellulaire de particules de 

silice en intégrant dans la matrice une fonction que les cellules sont capables de 

dégrader comme un pont disulfure? Avant de pouvoir y répondre, il est nécessaire de vérifier 

plusieurs choses : est-il possible de synthétiser des particules dont le cœur contient des ponts 

disulfures? Les ponts disulfures ainsi incorporés modifient-ils le comportement des 

nanoparticules dans les cellules ? Enfin, si c’est le cas, ces particules peuvent-elles être 

utilisées pour des applications thérapeutiques ? 
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Les effets biologiques variés et parfois contradictoires observés pour les 

nanoparticules montrent l’importance d’une caractérisation précise et multi-technique. Le 

premier niveau de caractérisation consiste à déterminer la taille, la forme et la charge de 

surface des particules. Dans le cadre d’une étude de ces nanoparticules en suspension en 

milieu biologique, il faut ensuite s’intéresser à leur stabilité dans de telles conditions : 

agrégation et/ou dissolution. La connaissance de la stabilité intrinsèque des nanoparticules en 

solution aqueuse ne suffit pas puisque la présence de sels, de protéines, le pH ou la 

température sont autant de facteurs pouvant modifier ces processus. Ainsi la première partie 

de ce travail consiste-t-elle à caractériser les nanoparticules synthétisées ainsi qu’à étudier 

leur stabilité en milieu biologique. 

Les nanoparticules de silice peuvent être obtenues via différentes voies de synthèse : par le 

procédé Stöber bclassiqueb (Stöber 1968, Bogush 1988, Rao 2005) ou modifié (Yokoi 

2009,Fouilloux 2010, Hartlen 2008), par émulsion (Arriagada 1995, Gan 1996) ou par spray 

(Iskandar 2003). Dans notre étude, nous avons choisi d’utiliser la méthode sol-gel en utilisant 

des méthodes dérivées de la synthèse de Stöber. Cette synthèse est basée sur l’hydrolyse-

condensation d’un tétraalcoxyde de silicium catalysée en milieu basique. Le TEOS 

(Si(OC2H5)4, TetraEthoxyOrthoSilicate) est d’abord hydrolysé en acide silicique qui va se 

condenser pour former des oligomères ou de petites particules constituées de quelques 

oligomères. Ces objets se forment jusqu’à atteindre la stabilité colloïdale, favorisée en milieu 

basique. On a alors un certain nombre de particules qui vont ensuite croître, dans une réaction 

limitée par l’hydrolyse du précurseur et former des particules sphériques (van Blaaderen 

1992). Lors de la synthèse, il est possible d’incorporer un organosilane, qui va co-condenser 

avec le TEOS et se retrouver réparti dans les particules finales aussi bien en surface que dans 

le cœur des nanoparticules (van Blaaderen 1992). 

Dans le cadre de cette étude, il est nécessaire de pouvoir suivre les nanoparticules au cours du 

temps. C’est pourquoi les particules synthétisées sont rendues fluorescentes par incorporation 

de fluorescéine. Une simple adsorption basée sur des interactions électrostatiques de la 

fluorescéine avec la silice laisserait une ambiguïté quant à l’espèce suivie par fluorescence : 

nanoparticules ou FITC désorbée. Afin de ne pas être confronté à ce problème, la fluorescéine 

est greffée de façon covalente sur un aminopropylsilane. Ce silane-FITC est ajouté lors de la 

synthèse afin de permettre la co-condensation de l’aminopropylsilane et du TEOS et d’obtenir 

des nanoparticules uniformément fluorescentes. (van Blaaderen 1992, Roy 2010) Le greffage 

covalent a un autre intérêt dans la mesure où il permet d’avoir accès qualitativement au 

processus de dissolution, seul moyen de libérer l’espèce fluorescente. 
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2.1 Morphologie et taille des nanoparticules synthétisées 

 
La synthèse par voie sol-gel utilisée permet d’obtenir des particules sphériques. Une série de 

nanoparticules de silice fluorescentes avec différentes tailles (de 10 à 200 nm) a été préparée 

en modifiant le procédé décrit par Stöber. Pour des particules de diamètre supérieur à 30 nm, 

le tétraéthoxysilane a été hydrolysé dans une solution d’ammoniaque dans l’éthanol, puis la 

solution APTES-FITC – obtenue par condensation de l’aminopropyltriéthoxysilane avec la 

fluorescéine isothiocyanate (Nyffeneger 1993) – a été ajoutée avant la formation des 

colloïdes. Les particules de diamètre plus petit ont été obtenues en utilisant une solution 

aqueuse de lysine comme catalyseur basique au lieu de l’ammoniaque (Thomassen 2010).  

En effet, le procédé décrit par Stöber ne permet pas d’obtenir facilement des particules 

monodisperses de moins de 30 nm de diamètre. Ceci est dû au manque de contrôle de l’étape 

de nucléation dans ce procédé. Pour obtenir des particules dans cette gamme de taille, la 

synthèse se fait par émulsion de TEOS dans une solution aqueuse d’acides aminés : L-lysine 

ou L-arginine (Hartlen 2008, Yokoi 2009, Fouilloux 2010 et 2012). Une suspension de 

colloïdes d’environ 5-6 nm de diamètre est très vite obtenue. La monodispersité de cette 

suspension est due à l’augmentation lente de la saturation de la solution en précurseur de 

silice, puisque le TEOS est initialement situé dans une couche organique, jusqu’à atteindre 

une valeur critique qui induit la nucléation de particules en nombre suffisant pour absorber 

tous les monomères produits. Après 12 heures de chauffage à 60°C, l’émulsion devient une 

dispersion homogène et les particules formées peuvent croître. De plus, les acides aminés 

peuvent s’adsorber à la surface des particules de silice en formation et favoriser ainsi le 

contrôle de leur taille finale. En variant les concentrations en réactifs et la température, la 

taille des particules obtenues peut être ajustée pour obtenir une suspension monodisperse de 

particules de diamètre inférieur à 30 nm. 

Pour l’ensemble de ces particules (synthétisées par voie Stöber ou lysine), la fluorescéine est 

présente à la fois en surface et dans le cœur des particules (Figure 2.1) (Imhof 1999). Dans la 

suite de ce manuscrit, ces particules seront appelées "pleines", par comparaison avec les 

particules modifiées avec un second organosilane, décrites ci-après, et notées Si±x où x 

représente le diamètre moyen observé en DLS et ± le signe du potentiel zêta.  
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Figure 2-1: Structure schématique des nanoparticules fluorescentes 

 

Par ailleurs, pour étudier l’influence de la présence de fonctions disulfures, qui peuvent être 

réduites de façon intracellulaire, sur le comportement des particules avec les cellules, une 

série de particules incorporant une quantité croissante de ponts disulfures (de 0 à 40% en 

masse de la quantité de TEOS) a été synthétisée. Ces particules ont été obtenues par 

incorporation de différentes quantités d’un disilane contenant un pont disulfure (BTSPD : 

Bis(TriethoxySilyl-Propyl)Disulfide) (figure 2.2) avant l’introduction de la solution APTES-

FITC lors de la synthèse. Ces particules seront par la suite dénommées n%SS où n représente 

le taux massique de disulfure par rapport au TEOS ajouté lors de la synthèse.  

 

Figure 2-2: Equation bilan de la synthèse des particules n%SS 

Une première étude par diffusion dynamique de la lumière (DLS) a permis d’obtenir le rayon 

hydrodynamique des nanoparticules ainsi que leur état d’agrégation dans une suspension à 0,6 

mg/mL. Le tableau 2.1 montre que les différentes nanoparticules synthétisées – avec et sans 

pont disulfure- sont monodisperses dans l’eau et initialement dans le milieu de culture. De 

plus, la DLS permet de voir si ces nanoparticules sont stables en suspension. On observe ainsi 

pour les particules pleines une agrégation des nanoparticules de 200 nm de diamètre dans 

l’eau, phénomène qui reste limité, tandis qu’aucune agrégation n’est observée pour les 

particules plus petites. Par contre, lorsque ces particules sont mises en suspension dans du 
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milieu de culture, on observe la formation d’un précipité en quelques heures, ce phénomène 

étant d’autant plus rapide que les particules sont grosses (figure 2.3). 

 

Figure 2-3: Suivi de l'agrégation des nanoparticules fluorescentes dans le milieu de culture à 37°C par 

DLS, a) Si+200 après 2 heures dans le milieu, b) Si+60 après 6 heures, c) Si-10 après 24 heures 

En ce qui concerne les nanoparticules incorporant les ponts disulfures, on observe des 

suspensions peu stables, que ce soit dans l’eau ou dans le milieu de culture, pour des taux de 

ponts disulfures supérieurs ou égaux à 20% dans les particules fluorescentes. A des taux en 

ponts disulfures comparables, les particules non fluorescentes se présentent comme des 

suspensions stables dans l’eau.  Par contre, quel que soit le taux de ponts disulfures ajouté, le 

diamètre des particules ne varie pas (tableau 2.1). 

 

 

 

Figure 2-4: Images MET et analyse statistique de la taille des particules pleines fluorescentes: (a) Si+200, 

(b) Si+60, (c) Si+10, (d) Si-10 (barre 100 nm)
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La microscopie électronique en transmission permet de confirmer la taille des particules et 

leur forme sphérique quelle que soit la synthèse (tableau 2.1, figures 2.4 et 2.5). On peut 

observer en outre que les particules pleines apparaissent homogènes sur les images de MET. 

Par contre, on constate que lorsque le taux de ponts disulfures augmente, une hétérogénéité de 

la densité électronique au sein des nanoparticules apparaît, suggérant la formation de 

"poches" organiques de 7 à 10 nm de diamètre – contenant une grande quantité 

d’organosilanes - au sein de la matrice de silice. 

 

Figure 2-5: Images en MET des nanoparticules incorporant des ponts disulfures et analyse statistique de 

la dispersion en taille 
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Une fois ces premiers paramètres définis, il se pose la question de la structure des particules : 

quelle quantité de fluorophore a-t-on introduit dans les particules ? La structure est-elle 

modifiée par l’ajout d’organosilane(s) ? Comment expliquer la différence de stabilité des 

particules ? 

 

2.2 Structure 

2.2.1 CHARGE DE SURFACE 

On a vu lors de l’étude DLS que certaines nanoparticules étaient peu stables en suspension. 

La diminution des interactions électrostatiques répulsives stabilisantes dues au greffage en 

surface d’organosilanes peut expliquer ce phénomène. La mesure du potentiel " permet de 

mettre en évidence le greffage en surface d’organosilanes. En effet,  cette mesure permet 

d’avoir accès à la charge de surface des particules en mesurant leur mobilité. Lorsqu’une 

particule chargée est placée en suspension, il y a à l’interface une réorganisation locale des 

ions. A proximité de la surface chargée de la particule on trouve une première couche 

composée majoritairement d’ions de charge opposée (couche de Stern), en interaction forte 

avec la surface de la particule. Puis on trouve une couche diffuse, dans laquelle les ions sont 

en interaction plus faible avec la particule. Au sein de cette couche diffuse, il existe une limite 

qui définit une entité stable composée de la particule et des ions qui l’entourent, et qui 

correspond au diamètre hydrodynamique. Lorsque la particule est en mouvement, les ions 

contenus dans cette limite suivent le mouvement de la particule. Le potentiel à ce niveau  

mesuré par l’appareil est le potentiel zêta. Le potentiel zêta reflète donc le nombre de charges 

présentes en surface des particules. 

On s’intéresse dans un premier temps à la charge des particules pleines dans l’eau (tableau 

2.1). Les particules non fluorescentes présentent une charge de surface négative due à la 

présence de groupements silanols déprotonés en surface des particules. Ce potentiel est 

suffisamment bas pour que les interactions électrostatiques répulsives entre particules 

stabilisent la suspension. Les particules fluorescentes de plus grande taille, obtenues par 

modification du procédé Stöber, présentent une charge de surface positive (Si+200 et Si+40), 

au contraire des particules de 10 nm de diamètre obtenues avec la lysine (Si-10).  
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Les seuls groupements pouvant apporter une charge positive sont les groupements ammonium 

de l’APTES. Lors de la synthèse de la solution APTES-FITC, l’APTES est mis en excès pour 

s’assurer que tous les groupements FITC sont greffés de façon covalente. Ainsil’APTES-

FITC ainsi que l’APTES libre peuvent-ils condenser en surface des particules, lors de la 

synthèse de particules, apportant respectivement une charge neutre et une charge positive. Il y 

a donc suffisamment de groupements en surface pour écranter les groupements silanolates et 

aboutir à une charge globale positive. Dans le cas des particules obtenues avec la lysine, on 

observe une charge de surface initialement négative "= -18 mV, mais moins négative que pour 

des particules de silice pure. Ceci indique qu’il y a un effet d’écran des charges négatives des 

groupements silanolate par les fonctions NH3
+ de la lysine. Ces particules ont, en parallèle, 

été post-fonctionnalisées avec de l’APTES, ce qui leur confère une charge positive 

comparable aux nanoparticules de 60 et 200 nm de diamètre. Ainsi avons-nous à notre 

disposition une gamme de particules positives de 10 à 200 nm de diamètre.  

L’étude de la série des nanoparticules n%SS montre une évolution de la charge de surface 

avec le taux de disulfure. En effet, l’ajout de 10% de disulfure diminue le potentiel " dans 

l’eau de + 54 mV à + 16 mV. Ceci peut s’expliquer par l’incorporation de disilane dans 

l’ensemble de la structure, incluant la surface, apportant une charge globale neutre et 

diminuant le nombre de groupements NH3
+ présents en surface. Lorsque le taux de disulfure 

ajouté est supérieur ou égal à 20%, on observe un potentiel " approximativement nul, et ce 

quel que soit le taux de disulfure entre 20 et 40%. L’absence d’évolution significative de la 

charge de surface au-delà d’un taux seuil en ponts disulfures (situé entre 10% et 20% 

massique) peut traduire le greffage en surface du disulfure apportant une charge globale 

neutre à la place de l’APTES apportant une charge positive. 

Il est intéressant de comparer ces résultats avec la charge de surface observée pour les 

particules contenant 20% et 40% de disulfure mais non fluorescentes. Dans ce cas, le potentiel 

zêta ne varie pas et vaut environ -30 mV. Si on augmentait le nombre de disulfures greffés en 

surface en passant de 20% à 40%, on devrait observer une diminution de la valeur absolue de 

la charge de surface. En effet dans ce cas, les disulfures de charge neutre remplaceraient des 

groupements silanolates chargés négativement et de ce fait amèneraient à une charge 

globalement moins importante. Or ce n’est pas ce qui est observé. On peut donc émettre 

l’hypothèse qu’au-delà de 20% en masse, le nombre de disulfures greffés en surface évolue 

peu et a atteint une valeur limite. Cette hypothèse permettrait aussi d’expliquer l’évolution du 

potentiel zêta dans les particules fluorescentes. 
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Lorsque les particules sont en suspension dans le milieu de culture, la présence de sels et de 

protéines peut modifier la charge de surface apparente (Rezwan 2005). Ainsi observe-t-on une 

modification importante de la charge des particules pleines initialement positives qui, par 

adsorption de protéines, deviennent neutres. La formation de cette couronne de protéines, en 

modifiant la charge de surface, va modifier la stabilité des nanoparticules dans le milieu. Par 

contre, les particules initialement négatives vont conserver une charge apparente négative, 

due à une différence d’adsorption des protéines présentes dans le milieu de culture. En effet, 

pour des surfaces hydrophiles comme la silice, les interactions électrostatiques sont le facteur 

principal gouvernant l’adsorption de protéines. En prenant l’exemple de l’albumine de sérum 

bovin, protéine présente en quantité importante dans le milieu complet, on constate que cette 

protéine s’adsorbera plus sur une surface chargée positivement que sur une surface négative 

(Rezwan 2005). Cette protéine étant chargée négativement, il en résulte qu’après adsorption 

en surface, la particule entourée de protéines présente une charge moindre. 

Dans le cas des particules n%SS, entre 0 et 20% en disulfure on obtient des particules presque 

neutres dans le milieu de culture ; par contre, pour des taux de disulfure de 30% ou 40% on 

obtient des particules légèrement positives : " = +13 mV. Cette différence de charge de 

surface dans le milieu de culture est due à une interaction différente des particules avec les 

protéines selon que le taux de disulfure est supérieur ou inférieur à 20%. Ces interactions 

différentes reflètent la différence de surface en terme de groupements chimiques, même si la 

charge globale est neutre dans l’eau pour l’ensemble de ces particules. 

 

2.2.2 GREFFAGE DU FLUOROPHORE 

La quantité de fluorescéine incorporée dans les particules peut être déterminée par 

spectroscopie d’absorption UV-visible puisque la fluorescéine absorbe avec un maximum 

situé à 494 nm. Afin de mesurer l’absorbance de la fluorescéine, il est nécessaire d’hydrolyser 

au préalable les nanoparticules pour éviter les interférences dues à la diffusion. Cette mesure 

permet de quantifier le nombre de groupements fluorescents par particule. On observe un taux 

de fluorescéine d’environ 0,1% en mole par rapport à la silice dans l’ensemble des 

nanoparticules étudiées (tableau 2.1). Dans le cas des particules n%SS, ce rapport diminue 

lorsqu’on augmente la quantité de disilane introduite dans les particules. De même ce rapport 

diminue avec la taille des nanoparticules.  
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Lors de la synthèse, on ne peut incorporer qu’un nombre réduit d’organosilane. De ce fait, 

lorsqu’on augmente la quantité de disulfure, la taille des particules restant constante, on 

diminue le nombre de molécules APTES-FITC qui vont s’incorporer dans les particules. De 

même, lorsqu’on diminue la taille des nanoparticules, on incorpore un peu moins de 

fluorescéine par mole de particules. En effet, bien que la surface augmente lorsqu’on diminue 

la taille des particules, le volume des particules diminue et peut donc contenir moins de FITC. 

Les deux phénomènes vont en sens inverse et se compensent partiellement, d’où l’évolution 

faible du taux de fluorescéine pour les particules entre 10 nm et 200 nm de diamètre. 

2.2.3 COMPOSITION 

Pour la compréhension du comportement des nanoparticules, il est nécessaire de connaître la 

composition de ces dernières afin de savoir quelle quantité d’organosilane a été intégrée. 

Cette démarche est d’autant plus importante dans le cas des particules modifiées par 

introduction d’une quantité croissante de ponts disulfures afin de connaître la gamme réelle 

d’étude. La composition est obtenue par analyse élémentaire (tableau 2.2) pour déterminer le 

taux d’incorporation des ponts disulfures dans les différentes particules.  

 

Nanoparticules S Si C N S/Si S/Si théorique 

0%SS - 38,8 2,39 0,55 - - 

10%SS 2,63 37,4 4,76 0,41 7 % 8,85 % 

20%SS 3,48 36,4 7,97 0,48 9,5 % 16,4 % 

30%SS 4,74 35,4 9,34 0,44 13,4 % 22,9 % 

40%SS 6,50 33,9 11,45 0,48 19,2 % 28,6 % 

20%SS non fluorescentes 4,24 36,2 8,27 - 11,7 % 16,5 % 

40%SS non fluorescentes 6,77 34,0 12,27 - 19,9 % 29,0 % 

Tableau 2-2 : Composition des nanoparticules n%SS obtenue par analyse élémentaire (% massique des 

éléments) 

On observe ainsi comme attendu une augmentation du rapport S/Si quand on augmente la 

quantité de disulfure ajoutée. Il est intéressant de noter que l’ajout de fluorescéine modifie 

peu l’incorporation de disulfure dans les particules, comme l’attestent les compositions des 

particules 20%SS et 40%SS fluorescentes et non fluorescentes. On peut noter aussi que la 

composition des particules 10%SS correspond à 80% de la composition initiale du mélange 
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lors de la synthèse. Par contre, pour les particules avec plus de 20% de disulfure, 

fluorescentes ou non, le rapport soufre/silicium dans les particules finales correspond à 

environ 60-70% de la composition initiale. 

En combinant le taux de FITC obtenu par analyse UV-visible et les compositions données par 

l’analyse élémentaire, on s’aperçoit que les différents silanes ne sont pas entièrement 

hydrolysés. En effet, pour rendre compte du pourcentage massique en carbone obtenu il faut 

considérer qu’il reste des groupements éthoxy dans les particules. La quantité de groupements 

éthoxy présents dans les particules indique que le degré de condensation varie en fonction du 

taux de disulfure. Ce point sera abordé plus en détail dans le chapitre 5 avec l’étude par RMN 

du solide. 

2.2.4 POROSITE ET SURFACE SPECIFIQUE 

Une dernière caractéristique qui peut être nécessaire à la compréhension des phénomènes 

observés est la porosité des nanoparticules. En effet, la porosité peut modifier notablement le 

comportement de ces dernières, notamment vis-à-vis de la dissolution. 

Les nanoparticules pleines n’ont pas été étudiées par sorption d’azote et la surface spécifique 

a été estimée par calcul. Par contre cette approche a été utilisée pour déterminer la surface 

spécifique et la porosité des nanoparticules n%SS (tableau 2.3, figure 2.6). L’introduction de 

disulfure modifie les interactions entre les nanoparticules, provoquant éventuellement la 

formation d’agrégats. La structure de ces agrégats peut être perturbée lors de l’adsorption-

désorption d’azote, ce qui implique que les résultats présentés ci-après doivent être analysés 

avec prudence. L’ensemble des isothermes d’adsorption-désorption et les analyses de 

distribution de taille de pores sont présentés en annexe. 

En observant les premiers points des isothermes d’adsorption, on constate que l’introduction 

d’une quantité suffisante de disulfure modifie la microporosité des particules (figure 2.6). En 

effet, au delà de 10% de disulfure, les particules deviennent microporeuses et voient par 

conséquent leur surface spécifique augmenter (tableau 2.3).  
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Figure 2-7 : Zoom sur les premiers points de l'isotherme d'adsorption d'azote pour les particules n%SS 

 
Cette microporosité est d’autant plus importante que la quantité de disulfure ajoutée est 

grande, entre 10% et 30% ; entre 30 et 40% de disulfure, la microporosité diminue mais reste 

plus importante que pour les particules 0%SS ou 10%SS. En outre, on constate que les 

particules 20%SS et 40%SS non fluorescentes (i.e. sans APTES-FITC) sont plus 

microporeuses que leurs équivalents fluorescents. Cette observation peut être liée à une 

modification de la structure des particules induite par la présence d’APTES. 

 

Nanoparticules Surface spécifique (m2.g-1) Volume poreux !S (cm3.g-1) 

0% SS 71 0,38 

10% SS 71 0,54 

20% SS 187 0,53 

30%SS 144 0,20 

40% SS 92 0,47 

20% SS non fluo 242 0,52 

40% SS non fluo 217 0,63 

Tableau 2-3 : Porosité et surface spécifique des nanoparticules contenant des ponts disulfures 

 



  Chapitre 2 : Caractérisation des nanoparticules 

!

 70 

Par ailleurs, les volumes poreux ont été déterminés par la méthode BJH mais, au vu de 

certaines des isothermes obtenues, nous discuterons uniquement des tendances d’évolution. 

On constate ainsi que la macro- et méso-porosité évolue en fonction du taux de disulfure 

(volume poreux, tableau 2.3). En effet, l’ajout de 10, 20 ou 40% de disulfure augmente le 

volume poreux par rapport aux particules 0%SS. Cette évolution en fonction du taux de 

disulfure initialement introduit peut être le résultat d’interactions inter-particulaires 

différentes, partiellement régies par les disulfures greffés en surface des particules, et 

notamment des interactions entre les groupements "pendant" greffés en surface par un seul de 

leurs atomes de silicium. 

En conclusion, l’introduction du silane disulfure dans les nanoparticules modifie la surface 

spécifique des poudres ainsi que la porosité intraparticulaire. Par ailleurs, l’ajout d’APTES-

FITC diminue la microporosité des nanoparticules, ce qui peut être lié à une modification de 

la surface des particules (diminution du potentiel " en présence d’APTES-FITC, tableau 2.1).  

2.2.5 BILAN SUR LA STRUCTURE DES PARTICULES 

Nous avons donc à notre disposition une série de nanoparticules fluorescentes sphériques de 

silice de différentes tailles (entre 10 et 200 nm), de différentes charges de surface (positives et 

négatives) et de différentes structures (apportées par l’incorporation d’un disilane disulfure). 

Dans l’ensemble des particules rendues fluorescentes par greffage covalent de FITC, on 

obtient un taux de greffage similaire d’environ 0,1%. Par ailleurs, les particules pleines 

possèdent dans l’eau une charge de surface d’environ +40 mV qui rend les suspensions 

stables, tandis que cette charge est très légèrement négative dans le milieu de culture 

(adsorption de protéines). A l’inverse, les particules n%SS ont une charge de surface très 

faible dans l’eau pour un taux de disulfure supérieur à 10% et la présence de protéines dans le 

milieu de culture ne la modifie que légèrement. Enfin, l’incorporation de quantités croissantes 

de disulfure modifie la composition des particules, notamment le nombre de groupements 

éthoxy restant dus à l’hydrolyse incomplète des différents silanes,  et influence la surface 

spécifique obtenue ainsi que la porosité des particules. Une fois les particules caractérisées, il 

faut ensuite s’intéresser à l’influence de ces différentes caractéristiques sur leur comportement 

en milieu biologique. 
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2.3 Stabilité en milieu biologique 

Afin de déterminer le comportement des nanoparticules de silice en milieu biologique, des 

études ont été menées sur des suspensions à 0,6 mg/mL dans le milieu de culture et dans un 

milieu tampon à pH 7,4. Le tampon utilisé doit être sans phosphate pour le suivi par dosage 

de l’acide silicique libéré par dissolution à cause des interférences des ions phosphates avec le 

dosage par le molybdate d’ammonium (Thayer 1930) ; le choix s’est donc porté sur un 

tampon Tris-HCl. Afin de se rapprocher des conditions biologiques, le tampon contient 10 

mM de KCl – ce qui correspond à une concentration proche de celle du plasma sanguin (5 

mM), mais est bien inférieure à la concentration dans le cytosol (140 mM). L’étude en milieu 

de culture se fait avec un milieu complet contenant du sérum et donc des protéines. 

La dissolution des nanoparticules est suivie par différentes techniques : dosage de l’acide 

silicique libéré, évolution de la taille en MET et suivi de la fluorescéine libérée. Cette dernière 

est obtenue en centrifugeant la suspension avec un seuil de rétention de 3 kD, ce qui permet 

de mesurer l’intensité de fluorescence des espèces libérées lors de la dissolution et de taille 

inférieure à 0,13 nm (diamètre des pores du filtre). L’ICP a aussi été testée comme méthode 

de suivi, pour avoir accès à la quantité de silice dissoute. En effet, en comparant les valeurs 

obtenues pour le milieu contenant à la fois la silice dissoute et les particules et celles pour ce 

même milieu où toutes les particules seraient dissoutes, on devrait obtenir la quantité de silice 

dissoute. Malheureusement, les tests que nous avons menés ont montré qu’il n’y a pas de 

corrélation entre l’intensité mesurée par ICP et la proportion silice soluble/nanoparticules 

(tableau 2.4). 

 

 

Solution de 

silicates 

 

Silicium 

mesuré 

(mg/mL) 

 

Ludox 

 

Silicium 

mesuré 

(mg/mL) 

Silicum total = 50 

mg/mL dans un 

mélange 

Ludox:Silicate 

 

Silicium 

mesuré 

(mg/mL) 

20 mg/mL 20 20 mg/mL 10 25:75 14,3 

40 mg/mL 40 50 mg/mL 24,2 50:50 18,1 

60 mg/mL 58,7 100 mg/mL 49,2 75:25 19,5 

80 mg/mL 78,9     

100 mg/mL 97,2     

Tableau 2-4 : Résultats des mesures d'ICP pour des solutions de silicates, de particules (Ludox) et des 

mélanges silicate-particules à concentration totale en silicium constante 
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Pour s’assurer que l’introduction de fluorescéine ne modifie pas le comportement des 

nanoparticules, le même suivi de dissolution est réalisé sur des particules synthétisées dans les 

mêmes conditions mais sans FITC (Si+200 non fluo). 

2.3.1 INFLUENCE DE LA TAILLE DES PARTICULES ET DE LEUR CHARGE DE 

SURFACE 

On veut déterminer l’influence des caractéristiques des nanoparticules pleines sur leur 

comportement en milieu biologique simulé – tampon Tris-HCl pH 7.4 – et en milieu de 

culture complet. 

Pour s’assurer que le comportement observé pour les particules fluorescentes n’est pas dû à 

l’ajout de fluorescéine, la dissolution des particules Si+200 fluorescentes et non fluorescentes 

est étudiée dans le tampon Tris-HCl pH 7,4 par dosage de l’acide silicique et dans le milieu de 

culture par suivi MET. On observe, pour le suivi dans le milieu de culture, une évolution du 

diamètre moyen similaire pour les particules fluorescentes et non fluorescentes (figure 2.7 a), 

ce qui indique que la fluorescéine ne modifie pas significativement la dissolution des 

nanoparticules. Par ailleurs, le dosage de l’acide silicique libéré lors de la dissolution des 

particules Si+200 fluorescentes et non fluorescentes donne des courbes similaires (figure 2.7 

b), indiquant encore le peu d’influence de la fluorescéine sur la dissolution. 

 

Figure 2-7 : Analyse en MET de la taille des nanoparticules Si+200 fluorescentes et non fluorescentes dans 

le milieu de culture à 37°C et dosage de la silice dissoute dans le tampon pH 7,4 à 37°C 



  Chapitre 2 : Caractérisation des nanoparticules 

!

 73 

 

Par ailleurs, il est important de s’assurer que le suivi par fluorescence donne une indication 

qualitative du phénomène de dissolution. Pour cela, la dissolution des nanoparticules Si+200 

et Si+60 dans le tampon pH 7,4 est suivie par dosage de l’acide silicique libéré ainsi que par 

mesure de l’intensité de fluorescence des formes solubles libérées lors de la dissolution. On 

observe des courbes à l’allure similaire dans les deux suivis (figure 2.8). La différence 

majeure à noter est la concentration au palier. Cette dernière est respectivement 1,5 et 3 fois 

plus importante pour le suivi de l’intensité de fluorescence de Si+200 et Si+60 par rapport au 

suivi par dosage de l’acide silicique.  

Le palier atteint sur les courbes de dosage de l’acide silicique correspond à la concentration à 

l’équilibre de solubilité de la silice (0,002 mol/L à 25°C). Cependant, lors du dosage de 

l’acide silicique, les oligomères résultant éventuellement de la dissolution ne sont pas dosés, 

de même les fragments FITC-APTES libérés par dissolution ne sont pas pris en compte dans 

ce dosage. A l’inverse, lors du suivi de l’intensité de fluorescence, toutes ces espèces, à 

condition qu’elles soient fluorescentes, vont être prises en compte. Voilà pourquoi la 

concentration au palier est plus importante dans le suivi par fluorescence. Ces premiers 

résultats montrent que le suivi par fluorescence donne effectivement accès qualitativement au 

processus de dissolution et que l’incorporation de FITC ne modifie pas le comportement des 

nanoparticules. 
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Figure 2-8 : Suivi par dosage de l'acide silicique et par fluorescence de la dissolution de Si+200 et Si+60 

dans le tampon Tris-HCl pH 7,4 @ 37°C 
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S’étant assuré de la validité du suivi par fluorescence, on peut s’intéresser à la dissolution des 

nanoparticules pleines dans le milieu de culture, et à l’influence de la taille et charge de 

surface des particules sur ce processus (figure 2.9). Les courbes de dissolution montrent qu’un 

plateau est atteint à partir de 24 heures. Ce plateau correspond à environ 70% de formes 

solubles dans le cas des particules positives (Si+200, Si+60, Si+10) et seulement 35% de 

formes solubles pour les particules négatives Si-10. Il est important de noter que ces fractions 

de formes solubles sont plus importantes que ce qui était attendu au vu des données de 

dissolution de la silice (20% de silice soluble pour une concentration initiale de 10 mM à 

25°C – 36% à 50°C (Iler, 1979)). Cependant il ne faut pas oublier que dans le suivi de la 

dissolution par fluorescence on observe l’ensemble des formes solubles suffisamment petites 

et pas uniquement la silice soluble. Par ailleurs, ce palier plus important qu’attendu peut 

s’expliquer par la présence de groupements FITC en surface des particules. En effet, ces 

groupements en surface vont subir les premiers la dissolution et artificiellement accélérer la 

dissolution telle que suivie par fluorescence. De plus, la condensation du réseau de silice est 

plus faible autour des atomes de silicium des organosilanes qui ne forment que trois ponts 

siloxane. Ainsi cette différence locale de condensation pourrait-elle aussi favoriser une 

dissolution un peu plus importante des particules fluorescentes par rapport à la dissolution de 

particules de silice pure. 

 

Figure 2-9 : Dissolution des nanoparticules pleines dans le milieu de culture à 37°C, suivi par fluorescence 
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Par ailleurs, nous avons modélisé ces courbes de dissolution pour obtenir un taux de 

dissolution apparent ainsi que le temps nécessaire pour atteindre 50% du plateau de 

dissolution: 

Equation de dissolution : 
dC

dt
=
R

Ceq

S * (Ceq "C)  

D’où l’évolution de la concentration : C = Ceq (1"10
"RSt /Ceq )  

avec C la concentration en silice dissoute, Ceq la concentration à l’équilibre, S la surface 

spécifique et R le taux de dissolution) (Iler 1979). On observe que le taux de dissolution 

diminue avec la taille des particules (tableau 2.5), en parallèle le système est plus lent pour 

atteindre 50% du plateau d’équilibre de dissolution (évolution de t1/2 tableau 2.5). On 

s’attendrait plutôt à la tendance inverse, avec un taux de dissolution plus important pour des 

particules plus petites qui présentent une surface spécifique plus importante. Cependant 

l’agrégation des particules dans le milieu peut perturber les tendances. En outre, les particules 

de 60 et 200 nm de diamètre peuvent comporter une microporosité que l’on ne retrouve pas 

dans les particules de 10 nm présentant une surface plus "plane" et qui expliquerait 

l’évolution des taux de dissolution (van Blaaderen, Kentgens 1992). Enfin, il peut y avoir une 

différence de structure entre Si+200, Si+60 et Si±10, notamment une différence de répartition 

de la fluorescéine entre la surface et le cœur des particules.   

Un autre résultat inattendu est la différence du taux de dissolution entre les particules 

positives et négatives de 10 nm de diamètre. En effet, on s’attend à ce que la modification de 

surface stabilise les nanoparticules, or ce n’est pas ce qui est observé ici. On peut suggérer 

une influence du milieu de culture, et notamment de la couronne de protéines s’adsorbant à la 

surface des particules positives qui modifierait leur dissolution. En effet, la couronne de 

protéines peut piéger les sels présents dans le milieu à proximité des particules, et favoriser 

ainsi la dissolution (Iler 1979). Les particules négatives Si-10 ne semblant pas présenter de 

couronne de protéines significatives, la dissolution n’est pas favorisée et apparaît donc moins 

importante que pour les particules positives. 
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Nanoparticules Taux de dissolution 

(mg.mL-1.h-1) 

Plateau de dissolution 

(% I totale) 

t1/2  

(min) 

Si+200 7,84 68,9 1 

Si+60 0,41 66,6 18 

Si+10 0,12 62,7 57 

Si-10 0,035 36,4 112 

0% SS 0,061 63,1 112 

10% SS 0,088 51,9 64 

20% SS 0,023 61,6 289 

30% SS 0,0092 45,6 534 

40% SS 0,012 21,2 191 

Tableau 2-5 : Paramètres de dissolution des nanoparticules dans le milieu de culture à 37°C 

En conclusion, nous avons montré que la fluorescéine ne modifie pas le comportement des 

nanoparticules en milieu biologique, et que le suivi par fluorescence est une bonne méthode 

pour avoir accès qualitativement au processus de dissolution. Nous avons vu aussi que la 

dissolution des particules pleines en milieu biologique dépend de leur taille mais surtout de 

leur charge. En effet, il a été mis en évidence que les particules chargées positivement se 

dissolvent mieux que les négatives, et ce d’autant plus vite que les particules sont grandes. 

Une hypothèse permettant d’expliquer cette dissolution favorisée dans le cas des particules 

positives est l’influence de la couronne de protéines qui entoure les particules et qui peut 

modifier localement l’environnement à la surface des particules (notamment la concentration 

en sels). Concernant l’évolution de la dissolution avec la taille des particules, on peut 

l’expliquer par des différences de texture de surface et notamment la présence éventuelle de 

microporosité sur les particules les plus grosses. Une autre hypothèse serait une différence de 

distribution des fragments fluorescents entre le cœur et la surface des particules. 

Il reste maintenant à voir si la modification des particules par incorporation de ponts 

disulfures modifie leur comportement en milieu biologique. 

 



  Chapitre 2 : Caractérisation des nanoparticules 

!

 77 

2.3.2 INFLUENCE DES PONTS DISULFURES 

On a vu dans la partie précédente que l’ajout de ponts disulfures ne modifie pas le diamètre 

des particules obtenues. Par contre il modifie notablement d’autres propriétés comme le 

potentiel ". Il s’agit maintenant de voir l’effet des ponts disulfures sur la dissolution des 

particules dans le milieu tampon Tris-HCl pH 7,4 et dans le milieu de culture. 

Le suivi de la dissolution dans le tampon à pH 7,4 montre que l’ajout de ponts disulfures 

ralentit le processus (figure 2.10). En effet, sans pont disulfure, les particules atteignent le 

plateau d’équilibre après 24 heures tandis que les particules contenant des ponts disulfures 

n’atteignent cet équilibre que plus tard (au-delà de 7 jours). Par ailleurs, on remarque que plus 

la quantité de disulfure ajoutée est importante plus le plateau d’équilibre est bas. Cependant, il 

faut faire attention avant de conclure car, comme vu précédemment, le dosage ne tient compte 

que de l’acide silicique libéré. Or plus le taux de disulfure augmente plus on a de chances de 

libérer l’organosilane soufré lors de la dissolution, et ce dernier est invisible au dosage mais 

participe à l’équilibre de solubilité. Il faut donc rester prudent dans l’analyse de ces courbes. 

 

 

 

Figure 2-10: Dissolution des nanoparticules n%SS dans le tampon Tris-HCl pH 7,4 à 37°C, suivie par 

dosage de l'acide silicique 
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Lorsqu’on s’intéresse à la dissolution des nanoparticules n%SS dans le milieu de culture, 

suivie par fluorescence, on remarque tout d’abord deux comportements différents entre les 

particules 30%SS et les autres (figure 2.11). En effet, toutes les particules sauf 30%SS 

atteignent un plateau après 24 h, dont la valeur dépend du taux de disulfure incorporé. Dans le 

cas des particules 30%SS, il semble y avoir un premier plateau entre 24 heures et 72 heures 

puis la dissolution augmente à nouveau.  

Les constantes de dissolution (tableau 2.5) diminuent lorsque le taux de disulfure augmente. 

On peut remarquer que la constante de dissolution des particules 0%SS diffère de celle des 

particules Si+60, alors que ces particules ont une composition et une taille similaire. Cette 

différence vient du fait que pour calculer cette constante à partir de l’ajustement des points 

expérimentaux à la courbe de dissolution, il faut faire intervenir la surface spécifique. Or, 

comme précisé dans le paragraphe 2.2.4, la surface spécifique a été obtenue par calcul pour 

les particules Si+60 (en considérant une sphère parfaitement plane) et ne correspond pas à la 

surface spécifique réelle (la mesure par BET sur ces particules Si+60 donne une surface 

spécifique trois fois plus importante que celle obtenue par calcul), tandis qu’elle a été mesurée 

par sorption d’azote pour les particules 0%SS.  Par contre les valeurs des plateaux de 

dissolution atteints ne varient pas linéairement avec le taux de disulfure. En effet, on observe 

bien une diminution de la valeur du plateau de dissolution quand on passe de 0 à 10% puis 

40% en disulfure. Par contre, la courbe de dissolution des particules 20%SS est similaire à 

celle des particules sans ponts disulfures 0%SS. Enfin, les particules 30%SS ont un 

comportement particulier puisque le premier plateau est le plus bas de tous mais après 7 jours, 

on a une valeur intermédiaire entre 10%SS et 40%SS.  
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Figure 2-11: Dissolution des nanoparticules n%SS dans le milieu de culture à 37°C, suivie par 

fluorescence 

L’évolution des courbes de dissolution entre les nanoparticules 0%SS et 10%SS peut 

s’expliquer par le greffage du disulfure en surface qui va diminuer le nombre d’espèces 

solubles fluorescentes libérées. En effet, le greffage du disulfure en surface a deux effets 

concernant la dissolution : d’une part la présence de disulfure en surface peut diminuer le 

nombre de groupements fluorescents en surface, d’autre part le disulfure étant un disilane, il 

peut ralentir la dissolution puisqu’il faut rompre deux fois plus de liaisons siloxanes s’il est 

doublement lié au réseau de silice. Il en va de même pour l’évolution de 10%SS à 40%SS : la 

surface spécifique évoluant peu l’augmentation du nombre de disilane induit une diminution 

de la dissolution. 

L’augmentation du plateau de dissolution pour les particules 20%SS est probablement due à 

la surface plus importante de ces particules. En effet, les particules 0%SS et 10%SS ont une 

surface spécifique similaire (tableau 2.4) alors que les particules 20%SS ont une surface 

spécifique trois fois plus importante, ce qui peut contre-balancer les effets de greffage du 

disulfure puisque plus la surface spécifique est importante, plus il y a de liaisons de surface 
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qui peuvent être rompues. Enfin, pour les particules 30%SS, l’augmentation des formes 

solubles fluorescentes observée au-delà de 72 heures pourrait traduire une différence de 

structure interne. 

En conclusion, l’introduction d’un disilane portant une fonction disulfure modifie 

notablement le comportement des particules. La dissolution est d’autant plus lente que le taux 

de disulfure est important. Par ailleurs, plus le taux de disulfure augmente moins le taux de 

dissolution est important, que ce soit par libération d’espèces fluorescentes ou d’acide 

silicique. 

2.4 Conclusions 

 
Nous avons donc à notre disposition une série de nanoparticules fluorescentes sphériques, 

possédant des groupements amines en surface leur conférant une charge positive et de taille 

variable entre 10 et 200 nm. Par ailleurs, afin de pouvoir étudier l’influence de la charge de 

surface, nous avons obtenu des particules négatives de 10 nm de diamètre. Enfin, 

l’incorporation de groupements disulfures dans les particules, de 10 à 40% en masse par 

rapport au précurseur de silice (TEOS), donnent des particules de diamètre similaire mais 

avec des structures différentes : la charge de surface est proche de zéro pour des taux de 

disulfure supérieurs à 10%, la teneur en soufre augmente avec l’ajout de disulfure mais 

l’hydrolyse des précurseurs diminue puisque le nombre de groupements éthoxy présents dans 

les particules finales augmente. Enfin la surface spécifique passe par un maximum pour 20% 

de disulfure, traduisant une différence d’organisation du cœur et de la surface des particules. 

Par ailleurs, la présence de fluorescéine ne modifie pas le comportement des particules en 

milieu biologique. On observe une dissolution de l’ensemble des particules étudiées à 37°C 

dont la vitesse et la valeur dépendent de la charge de surface et de la composition des 

particules. En effet, la présence de groupements amines en surface des particules pleines 

positives favorise la dissolution tandis que l’augmentation du taux de disulfure a globalement 

l’effet inverse : ralentissement et diminution de la dissolution. 

L’ensemble de ces informations va nous être particulièrement utile pour la compréhension des 

phénomènes observés lors de la mise en contact avec des fibroblastes de particules pleines en 

culture 2D (chapitre 3) et 3D (chapitre 4) ainsi que de particules microporeuses en culture 2D 

(chapitre 5). 
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Une des premières questions soulevées lorsqu’on évoque le comportement en milieu 

biologique de nanomatériaux est celle de leurs interactions avec des cellules. Dans ce 

chapitre, nous nous intéressons aux effets de nanoparticules de silice de taille et charge de 

surface différentes. Les premières questions soulevées sont : les particules sont-elles 

internalisées dans les cellules ? Où sont-elles localisées ? La taille et la charge de surface ont-

elles une incidence sur ces phénomènes ? Pour y répondre, les cellules exposées aux 

nanoparticules sont suivies par microscopie optique et électronique au cours du temps. 

Par ailleurs, il est important de quantifier la toxicité, i.e. l’influence sur la viabilité cellulaire 

ainsi que sur l’intégrité génétique, en fonction des caractéristiques des particules étudiées. 

Pour cela différents tests permettant de dénombrer les cellules, d’évaluer leur activité 

métabolique ou encore d’évaluer les dommages génétiques éventuellement engendrés, ont été 

menés. 

Enfin, en vue d’application comme vecteurs de principes actifs, il est primordial de suivre le 

devenir des particules internalisées. En effet, il est nécessaire de répondre aux questions 

suivantes : les cellules sont-elles capables d’excréter les particules internalisées ? Peuvent-

elles les dégrader ? Ou bien les particules s’accumulent-elles dans les cellules, soulevant alors 

la question de la dose et de l’exposition chronique ? Afin de tenter de répondre à ces 

interrogations, nous avons étudié l’internalisation/exocytose des différentes nanoparticules de 

silice pleines, décrites dans le chapitre précédent, sur un temps long (2 semaines). Le choix 

des cellules s’est porté sur les fibroblastes dermiques humains (NHDF) puisque ces cellules 

sont susceptibles d’être en contact chronique avec les nanoparticules de silice utilisées dans 

l’industrie cosmétique. Tout au long de l’étude, une attention particulière a été portée sur la 

distinction nanoparticules/formes solubles afin de déterminer la stabilité intracellulaire des 

particules de silices utilisées. 
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3.1 Etude de l’exposition à temps courts (24 h) 

 
Les fibroblastes dermiques humains ont été mis en culture 2D dans du milieu de culture 

complet (DMEM, complémenté par 10% de SVF, une solution de pénicilline/ streptomycine 

et 1% d’une solution d’antifungique) dans des plaques 24 puits et incubés 24 heures pour 

adhérer au support avant d’être exposés à une suspension de nanoparticules de silice dans du 

milieu de culture complet (cf chapitre 6 p. 190). Pour pouvoir comparer l’influence de 

particules de tailles différentes, il est important de fixer un paramètre de concentration : 

massique, molaire ou surfacique. Notre choix s’est porté sur une concentration massique, 

facteur utilisé couramment dans les études biologiques. Par ailleurs, la valeur de 0,6 mg/mL a 

été fixée compte tenu des impératifs techniques dus aux modes de suivi, DLS et fluorescence, 

qui nécessitent une intensité suffisante pour obtenir des résultats valides. Le détail des 

expériences est donné dans le chapitre présentant les protocoles expérimentaux. 

 

3.1.1 INTERNALISATION DES NANOPARTICULES 

A différents temps au cours des premières 24 heures, les cellules ont été fixées pour être 

observées en microscopie à fluorescence et en microscopie électronique en transmission. 

En 24 heures, on observe l’internalisation des nanoparticules dans les NHDF, quelles que 

soient les caractéristiques des particules utilisées (taille, charge de surface). Cependant la 

taille des particules a une influence sur la cinétique d’internalisation ainsi que sur les 

conséquences de cette internalisation. Deux marqueurs fluorescents sont utilisés afin de 

visualiser les membranes cellulaires et les vésicules acides. Les résidus N-acétylglucosamine 

de la membrane plasmique fixent le marqueur WGA (Wheat Germ Agglutinin) contenant un 

fluorophore (AlexaFluor 555) qui émet dans le rouge. Compte-tenu des longueurs d’ondes 

d’émission des particules (FITC) et du marqueur membranaire, le marqueur des vésicules 

acides ou lysosomes a été choisi pour émettre dans une zone différente et coïncidant avec les 

filtres à disposition sur le microscope à fluorescence. Le choix s’est porté sur le marqueur 

Lysosensor Yellow-Blue, qui apparaît en bleu foncé dans des vésicules légèrement acides et 

en jaune dans des vésicules très acides comme les lysosomes. 
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Après 4 heures de contact, on observe différents comportements. Les particules de 200 nm de 

diamètre, positives, sont visibles à proximité des cellules (points verts sur la figure 3.1a) mais 

ne semblent pas présentes à l’intérieur des cellules, ou du moins l’internalisation éventuelle 

n’est pas détectable par fluorescence. Les cellules présentent la morphologie allongée usuelle 

des fibroblastes. Les vésicules légèrement acides, qui devraient apparaître en bleu foncé après 
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marquage avec du Lysosensor Yellow-Blue, ne sont pas visibles. Au même temps 

d’exposition, les cellules en contact avec les particules Si+60 ont la même morphologie. Par 

contre on observe la présence de vésicules intracellulaires en plus grand nombre. Certaines 

semblent colocalisées avec le signal de la fluorescéine des particules et apparaissent en bleu 

clair sur les images (fig 3.1b et e), indiquant l’internalisation des particules dans ces vésicules. 

Ainsi les particules de plus de 40 nm de diamètre ne semblent-elles pas perturber la 

morphologie des cellules NHDF après 4 heures d’exposition, et sont internalisées d’autant 

plus vite qu’elles sont petites.  

Les particules de 10 nm de diamètre, quant à elles, ont un effet notablement différent après 4 

heures d’exposition. En effet, les cellules exposées aux particules positives de 10 nm 

apparaissent beaucoup plus étirées (fig 3.1 c), ce qui indique une perturbation de leur 

physiologie. De plus, un grand nombre de vésicules est observé et les nanoparticules de silice 

sont présentes essentiellement à l’intérieur des cellules et peu à l’extérieur.  

Enfin, lorsqu’on s’intéresse à l’effet de la charge de surface avec les particules Si-10, on 

observe très peu de cellules, et les quelques cellules présentes ont une morphologie 

notablement modifiée. Les particules apparaissent sous forme d’agrégats sans localisation 

spécifique. De ces premières observations, on peut conclure que les particules de 10 nm de 

diamètre, positives ou négatives, ont déjà perturbé fortement les cellules après 4 heures 

d’exposition, et ce d’autant plus dans le cas des particules négatives. 

Les observations à 24 heures sont dans la continuité des phénomènes observés après 4 heures 

d’exposition. Les cellules en contact avec Si+200 et Si+60 ont gardé une morphologie et une 

densité cellulaire normale. Contrairement à ce qu’on a pu observer à 4h d’exposition, après 

24h un nombre important de nanoparticules est internalisé dans des vésicules acides (fig 3.2 a 

et b), visualisées par les points bleu clair – superposition du signal de la FITC et de 

Lysosensor – répartis dans les cellules. On peut aussi noter que bien que les particules soient 

internalisées aucune n’est visible dans le noyau. En ce qui concerne les particules de 10 nm de 

diamètre, la densité cellulaire a diminué suite aux interactions des particules avec les cellules. 

Dans le cas de Si+10, on observe des cellules à la morphologie très allongée, avec des 

particules internalisées réparties sur l’ensemble de la cellule, y compris aux abords de la 

membrane nucléaire – signal jaune dû à la superposition du signal de la FITC et du marqueur 

WGA AlexaFluor555 (fig 3.2 c). Enfin les cellules exposées aux particules Si-10 sont très peu 

nombreuses et des agrégats de particules peuvent être observés au voisinage des cellules 

encore présentes.  
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La diminution de la densité cellulaire observée pour les cellules exposées aux particules de 10 

nm de diamètre, positives ou négatives, est liée à la toxicité des particules. En effet, avant 

d’être observées les cellules sont rincées pour enlever les particules à l’extérieur puis fixées. 

Lors du rinçage, les cellules qui n’adhèrent plus assez à la surface, mortes ou bien avec trop 

peu de points d’adhérence à cause des interactions avec les nanoparticules, sont éliminées. 

Afin d’estimer qualitativement les cinétiques d’internalisation des différentes nanoparticules, 

l’intensité du signal intracellulaire de la FITC  a été estimée d’après les clichés de 

microscopie à fluorescence (fig 3.3). On observe ainsi une internalisation importante et rapide 

des particules de 10 nm de diamètre dans les premières 24 heures tandis que ce phénomène 

est plus lent et beaucoup moins intense pour Si+60 et Si+200. 
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De ces observations en microscopie à fluorescence on peut donc conclure que toutes les 

nanoparticules étudiées peuvent pénétrer dans les cellules NHDF. Cependant les 

caractéristiques des nanoparticules jouent un rôle sur la cinétique d’internalisation, qui est 

d’autant plus rapide que les particules sont petites. Le type de nanoparticules a aussi un effet 

notable sur les conséquences de l’exposition aux nanoparticules sur la morphologie et la 

densité cellulaire, les particules Si-10 ayant l’effet le plus néfaste. 

Pour aller plus loin dans la visualisation des nanoparticules internalisées, les cellules ont été 

observées en MET sur des coupes ultra-fines. On constate qu’en accord avec ce qui est 

observé en microscopie à fluorescence, les cellules exposées aux nanoparticules Si+200 et 

Si+40 possèdent une membrane intègre (fig 3.4 a-d). De plus on peut voir des organites tels 

que les mitochondries ou le réticulum endoplasmique, qui traduisent l’activité des cellules 

observées. Enfin, la différence majeure entre Si+200 et Si+60 est le nombre de nanoparticules 

internalisées par vésicules, respectivement aux alentours de 5 et de 30.  
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Sur la photo 3.4.d on observe une extension de la membrane cellulaire pour englober des 

particules, suggérant une internalisation par un mécanisme de type endocytose active. 

Conformément à l’observation en fluorescence, les cellules exposées aux particules Si+10 et 

Si-10 apparaissent très étirées, et les membranes cellulaires semblent endommagées (fig 3.4 e-
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h). Cependant le comportement des cellules semble différent selon qu’elles sont exposées à 

des particules de 10 nm positives ou négatives. En effet, les particules négatives Si-10 

semblent internalisées sous forme d’agrégats larges et relativement denses, tandis que les 

particules positives Si+10 semblent se disperser dans le cytoplasme.  

Pour déterminer le type de mécanisme d’endocytose, les cellules ont été incubées avec des 

inhibiteurs spécifiques des voies d’internalisation clathrine et caveolae.  
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Après 24 heures d’exposition aux nanoparticules en présence d’un inhibiteur de la voie 

clathrine, on ne détecte pas de particules internalisées par fluorescence, et ce pour les quatre 

types de particules étudiées (fig. 3.5). De plus, on remarque que les cellules exposées aux 

particules Si+10 et Si-10 ne semblent pas avoir subi de dommages comme lors de l’exposition 
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sans inhibiteur, suggérant que les dommages observés sont liés à l’internalisation des 

particules et pas simplement à une interaction des particules avec la membrane. Ces résultats 

indiquent que l’internalisation des différentes nanoparticules se fait en partie par voie 

clathrine.  

Finalement, toutes ces observations suggèrent que les particules Si+200 et Si+60 n’induisent 

pas de toxicité aiguë en 24 heures d’exposition aux cellules, tandis que l’exposition aux 

particules Si+10 et Si-10 semble beaucoup plus néfaste pour les cellules. Par ailleurs, dans 

cette gamme de taille (10 – 200 nm), les nanoparticules sont internalisées par les fibroblastes 

dermiques et ne rentrent pas simplement par diffusion passive à travers la membrane, même 

pour les particules de 10 nm de diamètre. 

 

3.1.2 TOXICITE DES NANOPARTICULES 

Afin de quantifier l’effet observé précédemment, l’impact des différentes nanoparticules de 

silice sur la viabilité cellulaire a été étudié. Pour cela, nous avons suivi en fonction du temps 

d’exposition l’évolution du nombre de cellules vivantes, l’activité métabolique ainsi que la 

génotoxicité. 

3.1.2.1 Effet des nanoparticules sur la viabilité cellulaire 

La viabilité des cellules exposées aux différentes nanoparticules a été évaluée en parallèle par 

le test à la résazurine qui permet de mesurer l’activité mitochondriale et par comptage des 

cellules vivantes par coloration au bleu de Trypan des cellules mortes. 

Les résultats du comptage des cellules vivantes confirment l’effet délétère des particules Si-10 

sur les cellules : après 24 heures d’exposition, il n’y a plus que 1% de cellules vivantes par 

rapport au témoin (figure 3.6). Les particules Si+10 se révèlent toxiques mais dans une 

moindre mesure puisque qu’après 24 heures il y a encore environ 50% de cellules vivantes. 

Enfin les particules Si+60 et Si+200 ne semblent pas induire de mortalité cellulaire, avec 

même une tendance inverse dans le cas de Si+200 qui semble favoriser la prolifération 

cellulaire. Il est intéressant dans ces conditions de savoir si l’effet toxique des particules de 10 

nm n’est pas dû à un problème de dose. En effet, à concentration massique égale, il y a dix 

fois plus de particules de 10 nm que de particules de 200 nm dans les suspensions. Nous 

avons donc testé la toxicité des particules Si+10 et Si-10 à une concentration dix fois moins 

importante (soit 0,06mg/mL au lieu de 0,6mg/mL, concentration utilisée dans l’ensemble des 
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expériences). On peut ainsi noter que, lorsque la concentration est dix fois plus faible, les 

particules Si+10 et Si-10 ne présentent plus de toxicité après 24 heures d’exposition, on aurait 

même plutôt une prolifération cellulaire plus importante à 24 heures d’exposition à Si+10.  
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La mesure de l’activité métabolique par le test à la résazurine permet d’obtenir des 

informations complémentaires sur l’influence des nanoparticules sur la réponse physiologique 

des cellules (figure 3.6). L’activité mitochondriale peut être mesurée avec différents tests. 

Notre choix s’est porté sur la résazurine plutôt que sur le MTT (Voytik-Harbin 1998, Hamid 

2004) car ce test a l’avantage de ne pas être toxique pour les cellules, autorisant ainsi à 

poursuivre l’étude sur les mêmes cellules pour des temps plus longs. Avant d’effectuer le test 

à la résazurine, il est important de s’assurer que les nanoparticules n’interfèrent pas avec ce 

test. Tout d’abord, avant d’incuber les cellules avec une solution de résazurine, ces dernières 

ont été rincées pour enlever toutes les particules qui ne sont pas en interaction avec les 

cellules. Ceci permet d’éviter d’avoir des problèmes de diffusion de la lumière lors de la 

mesure de l’absorbance. Ensuite, pour s’assurer que les nanoparticules ne réagissent pas avec 

la résazurine, une suspension de chacune des particules étudiées a été incubée avec une 

solution de résazurine, dans les conditions exactes du test. Les absorbances mesurées n’étaient 
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pas significativement différentes de l’absorbance d’une solution de résazurine seule dans les 

mêmes conditions. Les particules n’interfèrent donc aucunement avec ce test. 

Après 4 heures d’exposition, on observe une activité métabolique comparable pour le témoin 

(cellules seules en culture) et les cellules exposées aux nanoparticules Si+10 et Si-10 à 0,6 

mg/mL et 0,06 mg/mL. Par contre, l’activité métabolique des cellules exposées aux particules 

Si+40 et Si+200 est significativement accrue par rapport au témoin. A 24 heures d’exposition, 

les activités métaboliques sont comparables pour l’ensemble des cellules en contact avec des 

particules positives (Si+10, Si+60 et Si+200). Par contre elle est légèrement inférieure dans le 

cas des particules négatives Si-10, et ce aux deux concentrations testées. 

Si on combine les résultats de ces deux séries d’expériences, il en résulte que les particules Si-

10 induisent une activité métabolique démultipliée dans le peu de cellules survivantes, à 4 

heures comme à 24 heures d’exposition à une suspension à 0,6 mg/mL. Ce résultat peut 

s’interpréter comme la réponse des cellules à une situation de stress intense résultant de la 

mort de nombreuses cellules voisines. Cet état de stress peut aussi partiellement expliquer 

l’activité importante des cellules exposées à Si+200 et Si+60 pendant 4 heures, à la différence 

que dans ce cas il n’y a pas induction de mort cellulaire. Après 24 heures, les cellules 

semblent s’être adaptées à la situation et on retrouve une situation comparable au témoin. 

3.1.2.2 Génotoxicité induite par les nanoparticules 

Pour compléter cette étude de toxicité, nous avons étudié la génotoxicité potentielle de ces 

nanoparticules après 24 heures d’exposition, à l’aide du test des comètes. Il existe différentes 

façons de présenter les résultats de ce test, nous avons choisi de représenter les fractions de 

noyau de chaque catégorie de dommages : de 0 (pas de comètes, pas de génotoxicité) à IV 

(ADN presque entièrement dans la queue de la comète, génotoxicité importante). Les comètes 

correspondant à ces différentes catégories sont représentées figure 3.7. En parallèle, l’indice 

d’endommagement de l’ADN correspond à une représentation de l’ensemble des catégories 

de dommages, le nombre de comètes de chaque catégorie étant pondéré par le numéro de la 

catégorie. Pour savoir si les résultats correspondent à une réelle génotoxicité, nous avons fait 

deux témoins : l’un négatif où l’on analyse des cellules en culture dans des conditions 

normales, l’autre positif où les cellules sont exposées à un agent génotoxique (staurosporine) 

pendant 1 heure. Les résultats de ce test montrent que seules les particules Si-10 présentent 

une certaine génotoxicité comparée à celle des témoins, et ce uniquement à 0,6 mg/mL. En 

effet, qu’on regarde la répartition des comètes dans les différentes catégories ou l’indice 
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d’endommagement de l’ADN, la seule différence significative est observée pour Si-10. 

Cependant, la génotoxicité observée reste faible comparé à celle du témoin positif. 
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Ces résultats sont compatibles avec les observations d’internalisation, ainsi qu’avec d’autres 

études portant sur la génotoxicité des nanoparticules de silice (Barnes 2008, Park 2011). Pour 

expliquer ces résultats, on peut suggérer que l’internalisation des nanoparticules Si-10 sous 

forme d’agrégats constitués de nombreuses particules peut perturber l’ultrastructure cellulaire 

et permettre l’accès au noyau. Une autre explication de la génotoxicité observée serait un effet 

indirect des nanoparticules sur l’ADN via la génération d’espèces réactives de l’oxygène – 

formées lors du stress oxydant induit par les particules (Akthar 2010, Liu 2010). D’autre part, 

Chen et al. ont montré que des particules de 40 et 70 nm de diamètre peuvent induire la 

formation d’agrégats de protéines nucléaires dans des cellules épithéliales humaines, qui vont 

perturber le fonctionnement des cellules en diminuant l’expression de certains gènes et la 

prolifération cellulaire (Chen 2005). Tout ceci montre que même si aucune particule n’est 

visible dans le noyau, l’internalisation peut entraîner des effets génotoxiques par des 

mécanismes indirects. 

 



Chapitre 3 : Interactions des nanoparticules avec les cellules 

!

 94 

3.1.3 BILAN DES INTERACTIONS DES NANOPARTICULES AVEC LES CELLULES A 

TEMPS COURT 

Après 24 heures d’exposition, il faut distinguer les effets des particules de 10 nm de diamètre 

de ceux des particules plus grandes. Les particules Si+200 et Si+60 sont internalisées dans des 

vésicules en nombre d’autant plus important que la taille diminue et d’autant plus rapidement 

qu’elles sont petites. Ce phénomène a déjà été observé dans d’autres lignées cellulaires (Jin 

2008, Hu 2011, He 2010) pour des particules de taille et charge comparables. Cette 

internalisation induit une période de stress cellulaire, résorbé à 24 heures, et n’a aucun impact 

sur la viabilité cellulaire, l’intégrité de la membrane ou du noyau.   

L’internalisation d’agrégats de particules se fait via un mécanisme d’endocytose active, 

majoritairement par voie clathrine, comme observé dans d’autres études portant sur 

l’internalisation de particules de silice de moins de 200 nm de diamètre (Zhang 2010, 

Drescher 2011). Les auteurs de ces études suggèrent que les agrégats au voisinage des cellules 

se dissocieraient avant que les particules soient internalisées individuellement. Au contraire, 

nos observations semblent montrer que les agrégats de particules sont perçus comme un seul 

objet par la membrane cellulaire et internalisés en l’état. Ce phénomène a été mis en évidence 

par Stayton et al. dans une étude à l’échelle cellulaire (Stayton 2009). En effet, en comparant 

l’internalisation de nanoparticules de 13 nm mise en présence de cellules directement ou après 

12 heures passées dans le milieu pour atteindre l’équilibre d’agrégation, ils n’observent 

aucune différence significative dans les courbes d’internalisation. Ceci suggère bien que les 

cellules sont capables d’internaliser des agrégats de particules, pour peu que ces derniers ne 

soient pas trop gros. 

Cependant l’évolution de ces agrégats dans les cellules dépend des caractéristiques des 

nanoparticules. En effet, lorsqu’on compare les effets des particules Si+10 et Si-10, on a vu 

que l’aspect des agrégats internalisés diffère grandement : des agrégats larges et compacts 

pour Si-10 et des agrégats plus dispersés et répartis dans le cytosol pour Si+10. La différence 

de charge de surface pourrait expliquer ces résultats. Lorsque les particules se retrouvent 

piégées dans les vésicules à pH acide, les particules Si+10 seraient plus stabilisées tandis que 

les particules Si-10 verraient leur charge de surface diminuer, ce qui les déstabiliserait, 

rendant la formation d’agrégats compacts favorable.  

Ce phénomène d’agrégation importante et non contrôlée pourrait être à l’origine des 

dommages observés et expliquer la différence de toxicité entre les particules de même taille 

mais de charge de surface différente, pour une concentration de 0,6 mg/mL. En effet, dans 
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toutes les conditions étudiées, les particules négatives Si-10 apparaissent plus toxiques que les 

particules positives Si+10 : mortalité cellulaire plus élevée et génotoxicité.  

Enfin, il est intéressant de noter que ces dommages sont liés à l’internalisation des particules 

puisqu’en présence d’inhibiteurs d’internalisation, les cellules ne subissent pas ces mêmes 

effets. Par ailleurs, d’autres études ont montré que seules des particules de diamètre 

suffisamment petit (<20 nm) endommagent la membrane (Yu 2009), ce qui semble en accord 

avec nos observations. 

 

3.2 Etude de l’exposition sur une semaine 

 
Aux vues de l’utilisation des nanoparticules de silice en cosmétique, il nous a semblé 

important de ne pas se limiter à une exposition de 24 heures comme c’est le cas dans la 

plupart de études. Les impératifs de la culture cellulaire nous ont fait limiter l’exposition à 7 

jours, délai au-delà duquel il est nécessaire de renouveler le milieu de culture afin que les 

cellules aient tous les nutriments nécessaires à une prolifération normale. 

 

3.2.1 LOCALISATION INTRACELLULAIRE DES PARTICULES ET CINETIQUE 

D’INTERNALISATION 

Les premières informations ont été obtenues par microscopie à fluorescence. Après 48 heures 

d’exposition, les photos montrent que les particules Si+60 et Si+200 sont présentes en grand 

nombre dans des vésicules – comme l’atteste la présence de nombreux points bleu clair 

traduisant la superposition du signal de la FITC et du Lysosensor – sans dommage apparent 

sur la morphologie des cellules (figure 3.8 a-b). De plus, aucun signal de la FITC n’est visible 

au niveau du noyau. Au contraire, les cellules exposées aux nanoparticules de 10 nm, 

positives ou négatives, sont très peu nombreuses et très endommagées (figure 3.8 c-d), 

comme l’atteste la présence de cellules de forme arrondie (figure 3.8 d), caractéristique de 

cellules n’ayant plus que très peu de points d’adhésion et sur le point de mourir. 
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Par ailleurs, le suivi de l’intensité du signal intracellulaire de la FITC (figure 3.3) montre que 

les particules Si+200 et Si+60 s’accumulent dans les cellules pendant 4  jours avant que le 

signal de la FITC ne commence à diminuer. Cette perte de signal indique qu’il y a moins de 

FITC dans les cellules après 4 jours. Deux causes sont possibles : soit les particules ressortent 

des cellules, soit les particules sont partiellement dégradées dans les cellules et la fluorescéine 

libérée sort des cellules. On observe aussi cette diminution du signal de la FITC dans les 

cellules exposées aux particules Si+10 et Si-10, à la différence que cette perte de signal est 

plus rapide et commence respectivement après 3 jours et 24 heures. Dans ce dernier cas, la 

perte de signal pourrait être due non pas à une libération contrôlée des particules ou de la 

fluorescéine mais plutôt à une fuite de ces dernières suite aux dommages causés par les 

particules sur la membrane cellulaire. De plus, les résultats du signal de fluorescence pour les 

cellules exposées aux nanoparticules Si+10 et Si-10 au-delà de 24 heures peuvent être faussés 

par le nombre restreint de cellules observables. 
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Enfin, pour visualiser plus en détail la localisation intracellulaire des particules Si+60 et 

Si+200, les cellules fixées ont été observées en MET. On observe effectivement une 

préservation de l’intégrité de la membrane des cellules exposées une semaine aux particules 

Si+200. On note aussi que des agrégats de particules sont toujours présents dans des vésicules 

(figure 3.9 a-b). Par rapport aux photos à 24 h, on peut voir la présence de nombreux 

lysosomes, ainsi qu’une modification de l’aspect des nanoparticules internalisées qui 

apparaissent avec une structure interne poreuse ou fragmentée (figure 3.9 b). Cette 

modification de la structure des particules pourrait être due à des phénomènes de dégradation 

intracellulaire. On retrouve cet aspect sur les nanoparticules Si+60 internalisées (figure 3.9 d). 

Cependant, la structure interne des cellules est plus affectée que dans le cas des particules 

Si+200. 

3.2.2 VIABILITE CELLULAIRE 

L’étude de la toxicité des différentes nanoparticules sur une semaine montre une évolution 

dans la continuité des résultats à temps court (figure 3.10) et conforme aux observations de 

microscopie quant à la morphologie des cellules exposées aux nanoparticules. En effet, on 
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observe pour les particules Si+60 et Si+200 une activité métabolique comparable au témoin 

après 7 jours d’exposition et une densité cellulaire similaire pour Si+200 et supérieure pour 

Si+60.  
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    En ce qui concerne les particules de 10 nm de diamètre, les tendances observées à 24 

heures se confirment. Les particules Si-10 à 0,6 mg/mL induisent une très forte perte 

cellulaire et une activité métabolique réduite. Lorsque la concentration de ces nanoparticules 

est divisée par 10 (expérience à 0,06 mg/mL), l’évolution est différente. On peut ainsi noter 

que la densité cellulaire après 7 jours d’exposition est comparable au témoin, même si 

l’activité métabolique reste légèrement inférieure à celle des cellules témoins. Enfin, les 

particules Si+10 ont, elles aussi, un effet néfaste sur la densité cellulaire mais dans des 

proportions moindres. On observe effectivement une baisse du nombre de cellules exposées à 

une concentration en particules Si+10 de 0,6 mg/mL. Cependant après 7 jours il y a encore 

environ 30% de la population observée avec les cellules témoins. L’activité métabolique suit 

la même évolution : elle est plus faible que pour les cellules témoins mais reste plus 

importante que dans le cas des cellules exposées aux particules Si-10. De même qu’une 

diminution de la concentration en Si-10 limite les effets toxiques, les cellules exposées à 0,06 

mg/mL de particules Si+10 sont nettement moins perturbées par la présence des particules. 

Ainsi observe-t-on que l’activité métabolique dans ces conditions est comparable à celle des 

cellules témoins, la seule différence notable est la densité cellulaire légèrement inférieure. 
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De cette étude on peut donc conclure que jusqu’à une semaine d’exposition les particules 

positives de 60 nm et 200 nm ne présentent pas de toxicité notable pour les fibroblastes. A 

l’opposé, les particules de 10 nm, positives ou négatives, ont un effet néfaste sur les cellules, 

effet d’autant plus marqué pour les particules négatives. L’analyse simultanée de l’activité 

métabolique et du nombre de cellules vivantes montrent que les cellules survivant à 

l’exposition aux nanoparticules de 10 nm de diamètre ne répondent plus à cette situation de 

stress et retrouvent après une semaine une activité métabolique en accord avec le nombre de 

cellules. Enfin ces effets toxiques sont très nettement atténués lorsque la concentration en 

nanoparticules Si+10 et Si-10 est divisée par dix, pour se ramener à un nombre de particules 

comparables à Si+200. 

 

3.2.3 BILAN SUR L’EXPOSITION DES PARTICULES JUSQU’A 7 JOURS 

Comme il a déjà été souligné, de nombreuses études existent sur l’internalisation de particules 

de silice. Cependant, la majorité de ces études concerne des particules de silice mésoporeuses, 

considérées comme de bons candidats pour une utilisation comme vecteurs de principes 

actifs. Bien que non mésoporeuses, les particules utilisées présentent une microporosité qui 

dépend des conditions de synthèse. Dans ce cadre, il peut être intéressant de confronter nos 

résultats à ceux obtenus pour des particules mésoporeuses. En effet, plusieurs études ont 

montré que la porosité des particules est un facteur déterminant pour la toxicité (Rabolli 2010, 

Yu 2012). Par ailleurs la variabilité des lignées cellulaires utilisées dans ces études ne permet 

pas de comparaison facile puisqu’en fonction de la nature des cellules et de leur taux de 

prolifération l’effet de la silice peut être variable (Absher 1980, Chang 2007).  

Malgré tout, on peut souligner que l’internalisation dans des endosomes de nanoparticules de 

50 à 200 nm de diamètre, sans toxicité significative, a déjà été observée dans différentes 

lignées cellulaires (Napierska 2010). Dans notre cas, on observe que les particules de 60 nm 

positives se comportent globalement comme les particules Si+200 en terme d’internalisation 

et de toxicité. Par ailleurs, quelles que soient les cellules, les nanoparticules les plus petites 

présentent une toxicité accrue, notamment en-dessous de 20 nm de diamètre (Yu 2009). Ceci 

est cohérent avec nos observations sur les particules de 10 nm positives qui ont un effet 

toxique notable et causent des dommages importants aux cellules (à concentration massique 

identique avec Si+200). Il semble donc qu’il y ait un seuil de taille critique dans la nature des 
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interactions nanoparticules-cellules (NHDF) à concentration massique en nanoparticules 

constante.  

De plus, on peut noter que les particules Si-10 causent plus de dommages que les particules 

Si+10. Cependant, il faut se souvenir que dans le milieu de culture, les particules s’entourent 

d’une couronne de protéines qui modifie leur charge de surface globale (cf chapitre 2) ainsi 

que la nature chimique de la surface. Les particules Si+10 sont globalement neutres dans le 

milieu de culture tandis que les particules Si-10 sont réellement négatives, ce qui entraîne des 

interactions différentes avec la membrane cellulaire, elle-même chargée négativement. Ces 

observations sont en accord avec d’autres études qui montrent que le greffage d’amines en 

surface des particules de silice diminue leur toxicité (Chang 2007, Yamashita 2011). 

Enfin, une observation importante de cette étude est la diminution du signal de la FITC 

intracellulaire, résultat d’une libération des particules et/ou de fluorescéine obtenue par 

dissolution intracellulaire des particules. L’exocytose de nanoparticules de silice a déjà été 

rapportée (Stayton 2009, Hu 2011), mais sans forcément tenir compte de leur possible 

dissolution intracellulaire. C’est pour tenter de mieux connaître le devenir à long terme des 

ces particules que l’étude a été poussée plus loin. 

 

3.3 Devenir à long terme des particules internalisées 

 
Après une semaine d’exposition aux nanoparticules, les cellules ont été rincées et du milieu 

de culture neuf ajouté afin de poursuivre la culture cellulaire. Sur cette période, les 

nanoparticules observées seront les nanoparticules internalisées, ou celles libérées par la 

cellule. Cependant on ne peut pas exclure la présence de nanoparticules non internalisées mais 

en interaction forte avec la membrane cellulaire et qui de ce fait ne seraient pas éliminées par 

les rinçages. Les observations en microscopie (fluorescence et électronique) ont été limitées 

aux cellules exposées aux particules Si+200 et Si+60 à cause du nombre très restreint de 

cellules encore présentes après une semaine d’exposition aux particules de 10 nm de diamètre. 
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3.3.1 TOXICITE DES PARTICULES A LONG TERME 

L’activité métabolique des cellules exposées une semaine aux différentes particules a été 

mesurée toutes les semaines pendant 3 semaines, en renouvelant le milieu de culture tous les 7 

jours.  
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On observe qu’au delà de la première semaine, il n’y a pas de différence significative de 

l’activité métabolique des cellules exposées aux particules par rapport aux cellules témoins, à 

l’exception des cellules exposées aux particules Si-10 à 0,6 mg/mL (figure 3.11). En effet, 

pour ces dernières, les effets toxiques sont trop importants pour que les cellules récupèrent 

même lorsqu’on enlève les particules. Il est intéressant de noter que bien que les particules 

Si+10 aient un effet toxique, les cellules regagnent une activité similaire aux cellules témoins 

après une semaine de culture sans particules. Il semblerait que le nombre de cellules ayant 

survécu à l’exposition aux particules soit suffisant pour permettre une prolifération des 

cellules restantes et leur permettre d’atteindre une activité métabolique similaire au témoin 

passée la première semaine de culture sans particules. 
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3.3.2 OBSERVATION DES PARTICULES INTERNALISEES 

Les photos de microscopie à fluorescence des cellules après une semaine d’exposition aux 

nanoparticules suivie d’une semaine de culture montrent qu’il y a encore des particules 

internalisées, que ce soit pour les particules Si+200 ou Si+60 (figure 3.12a-b). Cependant, il y 

a de nombreuses particules qui apparaissent aux abords des cellules et d’autres semblent dans 

les cellules mais ne sont pas dans des endosomes.  
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La microscopie électronique sur les coupes de ces mêmes cellules montre qu’effectivement il 

reste des particules dans les cellules mais aussi que de nombreuses particules sont à 
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l’extérieur des cellules (figure 3.12 c-f). Ces particules externes aux cellules peuvent provenir 

de l’exocytose des particules internalisées. Par ailleurs, si on regarde de plus près ces 

nanoparticules, on s’aperçoit qu’elles présentent une certaine porosité, absente des particules 

initiales. Cette modification des particules peut être due à une dissolution préférentielle de 

certaines zones du cœur des particules. En outre, les particules Si+200 observées après 14 

jours sont plus petites que les particules initiales, aussi bien les particules internalisées que 

celles hors des cellules. Cette diminution de taille des particules n’est pas observée de façon 

significative pour les particules Si+60.  

Ces observations sont quantifiées par analyse statistique de la distribution de taille des 

particules. 
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La figure 3.13 montre que les particules Si+200 internalisées ont une taille moyenne de 70 ± 

15 nm après 14 jours (figure 3.13 b) tandis que les particules initiales ont une taille moyenne 

de 175 ± 20 nm. De même, les particules hors des cellules à 14 jours ont une taille moyenne 
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de 80 ± 30 nm (figure 3.13 c). Cette diminution de taille n’est pas due uniquement à la 

dissolution qui a lieu dans le milieu puisque si on regarde la taille de particules après 14 jours 

dans le milieu à 37°C, on observe bien une partie des particules avec un diamètre plus faible 

mais il y a aussi une partie de la population de particules qui a un diamètre comparable au 

diamètre initial. Ceci implique que les particules subissent une dissolution intracellulaire et 

sont capables de ressortir des cellules. Par ailleurs, la structure interne des cellules ne semble 

pas modifiée par la présence des particules, et on peut observer de nombreux organites 

(mitochondries, réticulum endoplasmique) indiquant leur bon fonctionnement. 

 

3.3.3 EXOCYTOSE DES PARTICULES OU DISSOLUTION INTRACELLULAIRE ? 

Afin de déterminer si les particules internalisées sont capables de ressortir des cellules ou si 

elles sont dégradées de façon intracellulaire, après une semaine d’exposition, les cellules ont 

été rincées et le milieu changé tous les jours pour mesurer l’intensité de fluorescence totale 

ainsi que celle des formes solubles, obtenues par séparation des nanoparticules du reste du 

milieu (centrifugation dans un tube avec un seuil de rétention de 3 kD). On observe une 

libération progressive de particules et de formes solubles pour toutes les particules étudiées 

(figure 3.14).  

Toutefois, il faut distinguer deux types de comportement selon que les particules sont 

initialement positives ou négatives. En effet, on a vu dans le chapitre précédent que lorsque 

les particules sont mises en suspension dans le milieu, leur charge de surface est modifiée par 

l’adsorption de protéines. Ainsi les particules initialement positives voient-elles leur charge 

écrantée et apparaissent légèrement négatives. A l’inverse, les particules initialement 

négatives restent bien négatives. 

On observe que plus les particules sont petites, plus la contribution des formes solubles au 

signal de fluorescence est faible. Ainsi les formes solubles, pour les particules Si+200, 

contribuent-elles pour environ 2/3 du signal de fluorescence et les particules pour seulement 

1/3 du signal. Pour les particules Si+60, la libération des particules et des formes solubles suit 

une tendance similaire avec une contribution majoritaire des formes solubles. Enfin, dans le 

cas des particules Si+10 il y a très peu de libération d’espèces fluorescentes (particules ou 

formes solubles) sans différence notable entre les deux contributions. Dans le cas des 

particules Si-10, on observe un signal de fluorescence composé à environ 90% de particules et 

très peu de formes solubles libérées dans le milieu.  
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Ces résultats sont en accord avec les observations en MET. En effet, pour les particules 

Si+200 il y a dissolution intracellulaire, ce qui a pour conséquence de libérer des formes 

solubles fluorescentes, au contraire des particules Si-10 qui peuvent être libérées entières à 

cause des dommages causées aux membranes cellulaires. Par ailleurs, il a déjà été observé que 

l’exocytose de particules de silice de charge légèrement négative est favorisée lorsqu’elles 

sont plus petites (Hu 2011). 
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On a mis en évidence une dissolution intracellulaire des particules de silice plus ou moins 

importante en fonction du type de particule observé. Une question se pose alors : quel est le 

mécanisme responsable de cette dissolution dans les vésicules d’endocytose ? Le pH acide de 

ces vésicules modifie la cinétique de dissolution mais pas la solubilité de la silice. Vu le 

nombre de particules par vésicules et le diamètre moyen de ces dernières, on a une 

concentration en silice d’environ 20 mol/L pour 10 particules de 200 nm dans une vésicule de 

500 nm de diamètre. Cette valeur est très largement au-dessus de la solubilité de la silice 
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(environ 2 mM à 37°C), donc cette dernière  n’est pas le seul moteur de la dissolution. 

Cependant ces considérations ne sont valables que dans un système fermé. Or les endosomes 

peuvent être considérés comme des systèmes ouverts d’où les espèces solubles pourraient 

s’échapper tandis que les particules seraient piégées. En adoptant ce point de vue, on 

comprend que la thermodynamique prévoit que le système essaye d’atteindre son équilibre, 

i.e. atteindre la limite de solubilité. Comme les espèces solubles sont continuellement retirées, 

le système n’atteint jamais son état d’équilibre et la dissolution continue.  

En conclusion, on a vu que selon la nature des particules, l’exocytose ou la dissolution 

intracellulaire sera favorisée mais, bien que dans des proportions différentes, les deux 

phénomènes sont observés. 

 

3.3.5 BILAN 

Après une semaine de culture sans nanoparticules, les observations en microscopie montrent 

qu’il y a toujours des particules présentes dans les cellules, réparties dans des vésicules mais 

jamais observées au niveau du noyau. Malgré cela, les cellules exposées aux particules 

positives ont toutes une activité métabolique comparable à celle des cellules témoins, et ce 

même pour les cellules exposées aux particules toxiques Si+10. Les cellules exposées aux 

nanoparticules négatives Si-10, quant à elles, ont subi trop de dommages lors de l’exposition à 

une suspension à 0,6 mg/mL pour survivre. Par contre, lorsque la concentration en particules 

de 10 nm de diamètre est divisée par 10 pour se ramener à un nombre de particules 

comparables à Si+200, les cellules présentent une activité métabolique comparable au témoin 

après une semaine de culture sans particules. 

Par ailleurs, au cours de cette semaine de culture, une partie des particules initialement dans 

les cellules est excrétée. Cette exocytose des particules dépend de leur taille et de leur charge. 

En effet, comme observé par Hu et al. (Hu 2011) plus les particules sont petites plus elles 

peuvent ressortir facilement. Cependant, ils ont aussi montré que plus le temps d’incubation 

est long plus la quantité de particules excrétée est restreinte. Dans notre étude, on observe que 

pour une charge de surface légèrement négative, plus les particules sont petites plus le rapport 

particules/formes solubles excrétées augmente. Par ailleurs, les particules négatives Si-10 

ressortent presque intégralement sous forme de particules.  

De plus, on observe un phénomène de dissolution intracellulaire avant la libération des 

particules internalisées dans le milieu environnant pour les particules Si+200 et Si+60. Dans 
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le cas des particules Si+200, ce phénomène se traduit par une diminution visible de la taille 

des particules qui n’est pas observée pour Si+60. Il ne faut pas oublier que les expériences ont 

été faites à concentration massique constante, ce qui implique que le nombre de particules est 

plus important pour Si+60 que Si+200. Ainsi y a-t-il plus de particules qui participent à la 

dissolution pour Si+60 et chacune voit son diamètre affecté dans des proportions moins 

significatives. Outre la modification de diamètre, la dissolution intracellulaire des particules 

semble modifier leur structure en faisant apparaître une bporositéb visualisée en MET. Cette 

dernière peut être le résultat d’une dissolution des zones les moins condensées dans le cœur 

des particules, par exemple autour de  la FITC. Ce phénomène a été observé pour des 

particules hybrides alginate-silice pour lesquelles la dissolution de l’alginate entraîne la 

libération d’espèces siliciques qui peuvent se recondenser sur l’extérieur des particules selon 

un phénomène de type maturation d’Ostwald (Yang 2007). 

 

3.4 Conclusions 

 

Cette étude a permis de mettre en évidence la capacité des particules de silice de 10 à 200 nm 

de diamètre, positives ou négatives, à être internalisées par des fibroblastes dermiques 

humains. Cette internalisation se fait par un mécanisme d’endocytose active, majoritairement 

par voie clathrine, qui englobe les agrégats de particules au voisinage de la membrane.  

A concentration massique constante, les particules de 10 nm de diamètre induisent des 

dommages beaucoup plus importants dans les cellules, notamment au niveau des membranes. 

Ces dommages sont liés à l’internalisation puisqu’ils ne sont pas observés en présence 

d’inhibiteurs. De plus, les particules de 10 nm de diamètre se révèlent plus toxiques pour les 

fibroblastes dermiques que les particules de 40 et 200 nm de diamètre, et ce d’autant plus 

lorsqu’elles sont négatives. En effet, seules ces dernières induisent une mortalité cellulaire 

complète après 7 jours d’exposition, ainsi qu’une certaine génotoxicité après 24 heures 

d’exposition. Pour ce même diamètre de 10 nm, les particules positives, bien que présentant 

une certaine toxicité, n’induisent la mort cellulaire que d’une partie de la population et les 

cellules restantes sont capables de retrouver une activité métabolique normale après une 

semaine de culture sans particules. A l’opposé, l’internalisation de particules positives de plus 

de 40 nm de diamètre ne semble pas provoquer de toxicité dans cette lignée cellulaire pour 

une exposition allant de 4 heures à 7 jours consécutifs.  
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Enfin, une fois internalisées, les particules positives de plus de 40 nm de diamètre subissent 

une dissolution intracellulaire et les cellules libèrent de façon progressive à la fois les 

particules et les espèces solubles issues de la dissolution intracellulaire. Il serait donc 

envisageable d’utiliser ces particules non mésoporeuses pour de la délivrance intracellulaire 

de principes actifs basée sur la dissolution des particules comme moteur de libération 

progressive. Cependant ce type d’application nécessite un contrôle plus efficace de la 

dissolution (chapitre 5).  

 



 

Chapitre 4  

 
 

 

Diffusion des nanoparticules de silice dans un hydrogel de 
collagène 
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L’utilisation des nanoparticules de silice dans de nombreux produits d’application 

cutanée, notamment des produits cosmétiques, pose le problème de l’exposition cutanée 

prolongée et chronique. Des études récentes montrent qu’après exposition cutanée des 

particules de silice sont capables de traverser la peau et se retrouvent distribuées dans 

l’organisme (Nabeshi 2011). Par ailleurs, l’utilisation de nanoparticules pour la délivrance de 

médicaments par voie cutanée est envisagée. Afin d’étudier l’influence de différents 

paramètres sur la diffusion des nanoparticules de silice, nous nous intéressons dans ce 

chapitre à leur comportement après application sur un matériau modèle du derme : un 

hydrogel de collagène. La première question qui se pose est : quelle est l’influence de la taille 

et de la charge de surface des particules sur leur diffusion à travers le matériau ?  

Au-delà de la diffusion, se posent d’autres questions comme : les particules interagissent-elles 

avec le matériau ? La présence de cellules au sein du gel a-t-elle une influence ? Pour 

répondre à ces questions, en plus de la diffusion à travers le gel nous nous sommes intéressés 

à la dissolution des nanoparticules au cours de cette diffusion, à l’internalisation des particules 

par les cellules présentes dans le gel et à la toxicité éventuellement associée. 

Enfin, on peut se demander ce qui se passe lorsque les particules de silice sont intégrées au 

gel de collagène. En effet, les particules ainsi piégées dans le gel de collagène peuvent avoir 

un comportement différent et induire des conséquences sur les propriétés du matériau et sur la 

compatibilité avec les cellules. Il est d’autant plus intéressant d’étudier le matériau composite 

collagène-nanoparticules de silice que les gels de collagène sont de bons candidats dans le 

cadre d’applications comme la réparation cutanée. Quelques résultats de cette étude, menée 

essentiellement par Martín Desimone au cours de ses années de post-doctorat au laboratoire 

seront présentés. 

 

4.1 Présentation du système d’étude 

4.1.1 LE MATERIAU MODELE DU DERME 

Le derme est constitué majoritairement d’une matrice de collagène de type I. Le matériau 

modèle utilisé est donc un gel de collagène de type I. Dans l’étude de diffusion, nous nous 

sommes limités à une concentration en collagène de 5 mg/mL, concentration inférieure à celle 

rencontrée dans le derme, afin de pouvoir immobiliser des cellules dans le gel lors de sa 
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formation. Cependant, afin d’essayer de définir l’influence de la concentration en collagène 

sur la diffusion et le comportement des particules, des gels de différentes concentrations entre 

1,5 et 5 mg/mL ont été formés.  

Les hydrogels de collagène ont été formés par neutralisation d’une solution acide de collagène 

avec une solution de soude et du milieu de culture (Bell 1979). Plus la concentration en 

collagène est importante, plus le temps de gélification est court. Pour une concentration finale 

en collagène de 5 mg/mL le gel se forme presque immédiatement après la neutralisation, c’est 

pourquoi nous ne sommes pas allés au-delà de cette concentration. Cette voie permet 

d’encapsuler des cellules dans le gel lors de sa formation. Les hydrogels ainsi obtenus seront 

dénommés dans la suite de ce manuscrit Hn, où n représente la concentration finale en 

collagène, ou Hnc, le c indiquant la présence de cellules dans le gel. De plus, une autre voie 

de formation des gels a été utilisée afin d’étudier l’influence de la voie de formation du 

matériau. Dans ce cas, la fibrillogénèse d’une solution acide de collagène est induite sous 

vapeurs d’ammoniac. Cette voie étant incompatible avec l’encapsulation de cellules, seuls les 

gels acellulaires à 5 mg/mL ont été étudiés dans ce cas et sont appelés dans la suite C5. 

Pour les discussions dans la suite du chapitre, il est important de donner une description de la 

structure du gel. Les gels de collagène peuvent être considérés comme des fibres dispersées 

dans un milieu aqueux et partiellement enchevêtrées. De plus, la structure en triple hélice du 

collagène induit une rigidité des fibres qui peuvent être modélisées par des tubes inélastiques 

rigides. De ce fait, plus la concentration en collagène augmente plus le nombre de fibres 

augmente et donc plus la surface d’adsorption sur ces fibres augmente. Par ailleurs, on peut 

définir des bporesb comme les espaces entre les fibres. Dans les concentrations utilisées, la 

différence de quantité de collagène est faible par rapport à la masse totale du gel et n’entraîne 

pas de modification significative de la porosité des gels (figure 4.1). Lors de l’étude des 

différents gels, on pourra donc négliger la variation de la taille moyenne des pores, par contre 

la surface d’adsorption augmente avec la concentration en collagène. 
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4.1.2 LE SYSTEME DE DIFFUSION 

Afin d’étudier la diffusion des particules à travers les gels de collagène, ces derniers ont été 

coulés dans des inserts de culture possédant une membrane poreuse (figure 4.2). Le volume 

des gels a été ajusté pour permettre d’avoir une épaisseur de 2 mm, épaisseur rencontrée dans 

le derme. Après une nuit dans l’incubateur à 37°C avec 5% de CO2, les particules 

fluorescentes (Si+200, Si+60, Si+10 et Si-10) en suspension dans le milieu de culture (0,6 

mg/mL) ont été placées au-dessus du gel et leur diffusion a été quantifiée par mesure de la 

fluorescence en sortie du gel.  

Afin d’avoir accès à la dissolution des particules au sein du gel, il est nécessaire de 

différencier en sortie du gel la fluorescence due aux particules de celle des formes solubles. 

Pour ce faire, le milieu prélevé en sortie du gel a été analysé directement (fluorescence totale) 
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et après centrifugation dans un tube possédant une membrane poreuse pour permettre de 

séparer les particules du milieu (fluorescence des formes solubles). La contribution des 

nanoparticules a été déterminée par différence entre le signal total et le signal des formes 

solubles.  

Le suivi de la diffusion des particules est limité à 72 heures en présence de cellules, délai au-

delà duquel la contraction du gel provoquée par les cellules entraîne son décollement des 

parois de l’insert, créant ainsi la possibilité d’un échange direct des particules entre la 

suspension au-dessus du gel et le milieu situé sous l’insert. 
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4.1.3 LE MODELE DE DIFFUSION 

Afin de pouvoir comparer les cinétiques de diffusion, l’équation de diffusion correspondant 

au système d’étude a été résolue de façon numérique. L’ajustement de la solution aux points 

expérimentaux permet de déterminer les coefficients de diffusion apparents en considérant un 

système diffusif couplé à un équilibre d’adsorption. Afin de simplifier le problème, dans un 

premier temps, le modèle fait l’hypothèse que les constantes d’adsorption et de désorption 

peuvent être considérées comme similaires. Ces coefficients apparents permettent de 

comparer de façon plus précise les vitesses de diffusion des différentes particules. 

L’ajustement des courbes simulées aux points expérimentaux étant manuel, il est difficile 

d’estimer de façon précise l’incertitude sur les valeurs obtenues mais en considérant le 

faisceau de courbes tracées, on peut l’estimer entre 0,1.10-7 et 0,5.10-7 cm2.s-1. 

Une collaboration avec José-Maria Fullana et Pierre-Yves Lagrée de l’Institut Jean le Rond 

d’Alembert a permis de mettre en place un modèle de calcul numérique des courbes de 

diffusion du système d’étude. Dans ce modèle, la diffusion est couplée avec l’adsorption des 
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particules dans le gel et tient compte de la dilution introduite lors du prélèvement du milieu 

pour les mesures. Les différents paramètres du modèle (temps caractéristique et constante 

d’adsorption) sont ajustés pour que les courbes obtenues modélisent effectivement les 

résultats expérimentaux. 

Brièvement, le système d’équations différentielles (I) est rendu sans dimension (II). 

 

"C

"t
= D

" 2C

"x 2
# k

"S

"t

"S

"t
= k

a
C # k

d
S

 (I)  

" ˜ C 

"#
=
" 2 ˜ C 

"˜ x 
2
$ ˜ k 

" ˜ S 

"#

" ˜ S 

"#
= ˜ % ( ˜ C $ ˜ S )

    (II) 

C : concentration des nanoparticules diffusant ; ˜ C =
C

C
0

 

S : concentration des nanoparticules adsorbées ; ˜ S =
S

S
0

 

x : hauteur dans le gel (x=0 correspond au dessus du gel, l est l’épaisseur du gel) ; ˜ x =
x

l
 

D : coefficient de diffusion des particules 

ka: adsorption des nanoparticules sur la matrice de collagène 

kd : désorption des nanoparticules sur la matrice de collagène 

˜ "  : interaction des particules avec la matrice en système adimensionel ; ˜ " =
l

2
D

k
d

 

# : variable temporelle sans dimension; " =
t

l
2
D

 

Ce système est résolu de façon numérique avec les conditions initiales: 

C(x, t=0)=0 

C(x=0, t=0)=C0 

S(x, t=0)=0 

 

La programmation détaillée de la résolution est donnée dans l’annexe I et le schéma des 

processus couplés pris en compte dans ce modèle est donné sur la figure 4-3. 
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Figure 4-3 : Schéma des deux processus couplés pris en compte dans la modélisation 

4.1.4 DESCRIPTION D’UNE COURBE TYPE DE DIFFUSION ET DES PARAMETRES 

RESULTANT DE SON ANALYSE 

La figure 4.4 présente une courbe de diffusion obtenue avec le modèle, ainsi qu’une courbe de 

dissolution. La courbe de diffusion peut se découper en trois parties. La première partie 

correspond au temps de latence initial. C’est le temps nécessaire pour permettre aux particules 

de diffuser jusqu’au point d’étude. Ce temps dépend des caractéristiques des particules, de 

leur interaction avec le matériau mais aussi des propriétés du matériau (viscosité, porosité,…). 

La deuxième partie correspond à la courbure de la courbe, c’est cette partie qui permet de 

définir le coefficient de diffusion (en tenant compte du temps de latence initial). Plus cette 

courbure est abrupte, plus les particules diffusent vite. Enfin, la troisième partie correspond au 

plateau de diffusion. Dans les résultats présentés par la suite, le plateau n’est pas toujours 

atteint sur le temps d’étude, nous discuterons donc de la valeur à 72 heures. Lors de cette 

étude, nous avons suivi la diffusion des particules et des formes solubles issues de leur 

dissolution ; les valeurs à 72 heures de ces deux contributions seront donc présentées. Cette 

valeur de plateau dépend de la vitesse de diffusion des particules mais aussi, et surtout, de 

l’adsorption des particules dans le matériau. Plus ce plateau est abaissé par rapport à une 

courbe de diffusion pure (sans adsorption), plus l’adsorption des particules dans le matériau 

est importante et concurrente de la diffusion.  
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Enfin, la figure 4.3 b représente une courbe de dissolution. Afin de s’affranchir du temps de 

latence initial t0, dû à la diffusion de ces espèces dans le gel, les courbes modélisées sont les 

courbes expérimentales de diffusion des formes solubles tracées avec un temps relatif 

correspondant au temps réel moins le temps de latence (t-t0). La constante de dissolution 

apparente est obtenue en modélisant la courbure de la courbe et la concentration à l’équilibre 

(plateau). Cette constante n’est pas une constante de dissolution au sens strict puisqu’elle tient 

compte de la diffusion des formes solubles. Malgré tout c’est une caractéristique qui permet 

de comparer le comportement des différentes particules au sein des gels.  

 

4.2 Influence de différents paramètres 

4.2.1 QUELLE EST L’INFLUENCE DE LA TAILLE ET DE LA CHARGE DE SURFACE 

DES NANOPARTICULES? 

Les premiers paramètres pouvant influencer la diffusion et le comportement des 

nanoparticules dans le gel sont la taille et la charge de surface des particules. Afin d’analyser 

l’impact de ces paramètres, la diffusion des particules Si+200, Si+60, Si+10 et Si-10 à travers 

un gel de collagène à 3 mg/mL sans cellule a été étudiée. 
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4.2.1.1 Effet des caractéristiques des particules sur leur diffusion 

On s’intéresse dans un premier temps à l’impact des caractéristiques des particules (taille, 

charge) sur la quantité d’espèces fluorescentes qui diffusent à travers un gel de collagène à 3 

mg/mL pendant 72 heures. On constate ainsi qu’il n’y a pas de grandes différences sur 

l’évolution de l’intensité totale (nanoparticules + formes solubles) pour les particules Si+200 

et Si+60 (figure 4.5-a), les courbes de diffusion des espèces fluorescentes sont similaires. Par 

contre, lorsque le diamètre des particules diminue (Si±10) on observe un comportement 

différent. En effet, pour cette taille de particules on peut noter la présence d’un temps de 

latence initial de quelques heures qui traduit un temps de résidence dans le gel plus important 

avant que les premières espèces fluorescentes (nanoparticules ou formes solubles) ne soient 

détectées en sortie du gel. Par ailleurs, on constate que la charge de surface initiale des 

particules a une incidence sur la quantité d’espèces fluorescentes diffusées après 72 heures. 

Dans le cas des particules positives, la diminution du diamètre de 60 à 10 nm entraîne une 

augmentation du nombre d’espèces fluorescentes qui diffusent. Par contre, les particules 

négatives Si-10 donnent une intensité de fluorescence en sortie du gel plus faible que toutes 

les particules positives, ce qui traduit une capacité moindre des particules Si-10 et de leurs 

formes solubles à traverser le gel, due à des interactions plus fortes développées avec le 

matériau.  

Afin d’étudier l’influence des caractéristiques des particules de silice sur leur comportement 

lors de leur diffusion à travers un gel de collagène, nous avons décomposé le signal de 

fluorescence total en ses deux contributions : nanoparticules et formes solubles. Les courbes 

correspondantes sont tracées pour Si-10 sur la figure 4.5-b. Pour les autres nanoparticules, les 

différents paramètres caractéristiques (intensité du signal des nanoparticules et des formes 

solubles à 72 h, temps de latence initial pour les formes solubles, coefficients de diffusion 

apparents) sont résumés dans le tableau 4.1.  

On constate que la taille des particules influe sur leur comportement lors de leur diffusion 

dans le gel de collagène, et notamment sur la proportion de nanoparticules dans le signal de 

fluorescence en sortie du gel. En effet, il faut distinguer deux comportements selon que les 

particules ont un diamètre de 10 nm ou supérieur à 60 nm. On peut ainsi noter que, dans le cas 

de Si+200 et Si+60, environ 20-25% des espèces ayant diffusé sont des particules, les 75-80% 

restant constituent les produits de dissolution de ces particules au sein du gel. Par contre, 

lorsqu’on s’intéresse aux particules de 10 nm de diamètre, on s’aperçoit que la proportion de 

particules ayant traversé le gel H3 après 72 heures est plus importante, respectivement 47% et 
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60% pour Si+10 et Si-10. Les particules de 10 nm de diamètre vont donc diffuser à travers le 

gel essentiellement sous forme de particules tandis que pour les particules de plus de 60 nm 

de diamètre les formes solubles contribuent majoritairement à la diffusion. 
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Valeur à 72 h Coefficient de diffusion  

Particules formes 

solubles 

DNP          

107
 cm2.s-1 

Dsoluble     

107
 cm2.s-1 

kd app, gel 

104 

mg.mL-1.h-1 

kd, milieu 

104 

mg.mL-1.h-1 

t0 (h) 

Si+200 13 ± 2 % 40 ± 2 % 5,0 11 4,4 ± 0,3 470 ± 50 0,8 ± 0,2 

Si+60 9 ± 2 % 36 ± 2 % 3,7 11 1,3 ± 0,2 25 ± 4 1,2 ± 0,2 

Si+10 31 ± 3 % 35 ± 2 % 7,4 3,7 0,12 ±0,03 7,2 ± 1,3 3,2 ± 0,8 

Si-10 25 ± 2 % 17 ± 2 % 6,2 2,0 0,07 ±0,01 2,1 ± 0,3 8 ± 0,5 

#Q[YOQM)AH*)/)-QNQP_\NOU)ZO)ZKXXMUKTR)ZQRU)MR)LOY)ZO)STYYQL_RO)W)<)PLbP1a)\=)NOVNdUOR\O)YO)\OPVU)

ZO)YQ\ORSO)KRK\KQYO)VTMN)YOU)XTNPOU)UTYM[YOU)

Il semblerait donc que la taille, dans une certaine gamme, et la charge de surface soient des 

facteurs influençant la quantité de formes fluorescentes capables de traverser un gel de 

collagène à 3 mg/mL en 72 h, ainsi que la dissolution de ces particules au sein du gel. Les 
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particules négatives sont celles qui diffusent le moins. Pour les particules positives, les 

particules les plus grosses diffusent en nombre moins important que les particules plus petites. 

Ces résultats traduisent une différence d’interactions des particules avec le matériau, la charge 

de surface négative semblant favoriser ces interactions. Ceci peut s’expliquer par la charge du 

collagène dans les conditions étudiées. Bien qu’on soit proche du pH correspondant au point 

isolélectrique du collagène (Li 2009), il existe des sites chargés positivement et orientés vers 

l’extérieur de la triple hélice (Venugopal 1994) qui permettent aux nanoparticules négatives 

de s’adsorber. 

 

4.2.1.2 Etude des cinétiques de diffusion des particules 

Pour aller plus loin dans l’analyse de ces courbes, nous avons modélisé la diffusion et obtenu 

des coefficients de diffusion (tableau 4.1) qui permettent de comparer les cinétiques de 

diffusion des différentes particules. Ces coefficients résultent de l’ajustement manuel des 

courbes obtenues par simulation aux points expérimentaux. Le programme de résolution 

numérique des équations régissant le système ne tient pas compte de l’ensemble des 

phénomènes concomitants et ne permet pas de modéliser correctement la fin des courbes. La 

détermination des coefficients de diffusion a donc été faite par ajustement avec les points 

expérimentaux de début de courbes. On constate que les particules Si+200 diffusent un peu 

plus vite que les particules Si+60 mais la différence reste faible. De même, les particules de 

10 nm de diamètre diffusent légèrement plus vite que les particules plus grandes. Enfin, il ne 

semble pas y avoir de différence significative entre les coefficients de diffusion des particules 

Si+10 et Si-10. Il semble donc que la taille (dans une gamme de diamètre entre 10 et 200 nm) 

et la charge de surface des particules modifient peu la vitesse de diffusion des particules au 

sein d’un gel de collagène à 3 mg/mL.  

Par ailleurs, les gels étant constitués essentiellement d’eau, on peut calculer, pour 

comparaison, les coefficients de diffusion des nanoparticules dans l’eau à 37°C en utilisant la 

relation de Stokes-Einstein (figure 4.6). On constate que pour les particules de 10 nm et 60 

nm de diamètre, le coefficient de diffusion mesuré dans le gel est similaire à celui des 

particules dans l’eau. Par contre pour les particules de 200 nm de diamètre, le coefficient dans 

le gel est environ 20 fois plus élevé que dans l’eau. 
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La présence des fibres de collagène dans le gel ne modifie donc pas la vitesse de diffusion des 

particules de diamètre inférieur à 60 nm par rapport à leur vitesse de diffusion calculée dans 

l’eau. Par contre, la vitesse de diffusion des particules Si+200 est sensiblement modifiée en 

présence de collagène par rapport à la vitesse de diffusion dans l’eau. Pour proposer une 

explication à cette différence, il faut comparer la diffusion des particules dans le gel à la chute 

d’une boule entre deux parois rigides inélastiques, en faisant abstraction des interactions 

développées entre les particules et le collagène. Dans cette configuration, si la boule a un 

diamètre petit par rapport à l’espace entre les parois, sa chute est peu modifiée par rapport à 

une chute libre. Par contre, lorsque la boule a un diamètre du même ordre de grandeur que 

l’espace inter-parois, il peut y avoir des frottements avec les parois qui modifient sa vitesse ; 

en outre les contraintes qui s’exercent autour de la boule sont modifiées par la proximité de la 

paroi ce qui modifie la diffusion. On peut alors supposer que les particules Si±10 et Si+60 

correspondent au premier cas de figure tandis que les particules Si+200 peuvent être 

perturbées par la présence des fibres de collagène puisque leur diamètre est du même ordre de 

grandeur que la distance entre fibres. Cependant, il ne faut pas oublier que lors de leur 

diffusion à travers le gel, les particules subissent une dissolution qui réduit leur diamètre en 

libérant des formes solubles. Ce phénomène de dissolution a lieu en même temps que la 

diffusion, avec un temps caractéristique du même ordre de grandeur, il peut donc perturber de 

façon significative la diffusion. 

En conclusion, on peut dire que, dans un gel de collagène à 3 mg/mL, la vitesse de diffusion 

des particules dans le gel dépend peu de leur taille et de leur charge de surface. Cette diffusion 

dans un gel de collagène est peu modifiée par rapport à la diffusion dans l’eau, sauf pour les 

particules Si+200 qui diffusent plus vite dans le gel que dans l’eau. 

D=
k
B
T

6"#R
h

 

kB = constante de Boltzman 
T = température en Kelvin 
$ = viscosité de l’eau  
Rh = rayon hydrodynamique des particules 
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4.2.1.3 Suivi de la dissolution des particules au sein du gel 

Enfin, on s’intéresse aux courbes d’évolution de l’intensité de fluorescence des formes 

solubles, qui donnent accès à la dissolution des particules. Il est alors important de savoir ce 

que l’on observe : une dissolution au sein du gel de collagène ou bien la dissolution dans le 

milieu de récupération des particules ayant diffusé. Afin de s’en assurer, l’évolution des 

intensités de fluorescence des nanoparticules et des formes solubles en sortie du gel a été 

mesurée en prélevant l’intégralité du milieu à chaque temps (ce qui permet d’enlever les 

nanoparticules présentes dans le milieu après diffusion pour ne pas leur laisser le temps de se 

dissoudre hors du gel) au lieu de n’en prélever qu’une partie. Les premiers points de ces 

courbes se superposent. Ces résultats suggèrent que l’évolution des formes solubles observée 

est due à la diffusion des produits de dissolution des particules au sein du gel. En effet, si on 

observait la dissolution des particules dans le milieu situé en sortie du gel, lorsque l’intégralité 

du milieu est prélevée on s’attendrait à une modification de la courbe d’évolution de 

l’intensité de formes solubles. Or ce n’est pas ce qui est observé. 

 

 - Diffusion des formes solubles 

On s’intéresse dans un premier temps à la quantité de formes solubles ayant diffusé par 

rapport au total des espèces ayant diffusé. Pour l’ensemble des particules positives étudiées, 

on observe une proportion similaire de formes solubles à 72 h, soit environ 35-40%. Par 

contre, pour les particules négatives Si-10, le signal observé en sortie du gel est composé 

majoritairement de nanoparticules tandis que celui de Si+10 est composé pour moitié de 

particules et pour moitié de formes solubles. La charge de surface a donc un impact sur la 

proportion de formes solubles diffusant à travers le gel. Par ailleurs, il est intéressant de noter 

que le temps de latence initial est principalement observé sur la diffusion des formes solubles 

et très peu sur la diffusion des particules (figure 4.5-b). Ce temps augmente lorsque la taille 

des particules diminue et quand on passe des particules positives Si+10 aux négatives Si-10.  

Enfin, la modélisation des courbes de diffusion des formes solubles montre que leur cinétique 

dépend de la taille initiale des particules dont elles sont issues (tableau 4.1). En effet, on 

observe une différence notable entre les coefficients de diffusion des formes solubles issues 

des particules de 10 nm de diamètre et ceux des formes solubles issues des particules de plus 

de 60 nm de diamètre, ces dernières diffusant plus rapidement. Ces résultats, comme 

l’évolution du temps de latence initial, peuvent s’expliquer en considérant la dissolution des 
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particules au sein du gel. En effet, contrairement aux nanoparticules qui sont présentes dans la 

solution source de diffusion, les formes solubles doivent être produites avant de pouvoir 

diffuser. Or, on observe, déjà dans le milieu de culture, une différence de vitesse de 

dissolution entre les particules de plus de 60 nm de diamètre et celles de 10 nm de diamètre. 

Pour confirmer ceci dans la configuration de l’étude (dissolution au sein du gel de collagène), 

nous nous sommes intéressés à la constante de dissolution apparente dans le gel de collagène. 

 

- Cinétiques de dissolution 

Pour pouvoir comparer la dissolution des particules dans les gels de collagène et dans le 

milieu de culture à 37°C, la constante de dissolution apparente des particules de silice est 

calculée à partir des courbes d’évolution de l’intensité de fluorescence des formes solubles.  

Lorsqu’on compare les différentes particules, on s’aperçoit que la dissolution est trois fois 

plus rapide pour Si+200 que pour Si+60 (tableau 4.1). On peut aussi noter que la dissolution 

des particules Si+10 et Si-10 est nettement plus lente que celle de Si+200 et Si+60 : la 

constante de dissolution apparente est un ordre de grandeur plus faible. Ces valeurs sont en 

accord avec les différences de diffusion observées. On remarque enfin que la dissolution des 

particules est ralentie dans le gel de collagène par rapport à la dissolution dans le milieu seul, 

la constante de dissolution est globalement deux ordres de grandeur plus faible (tableau 4.1). 

Cependant, l’ordre d’évolution des constantes de dissolution apparente, en fonction de la taille 

et de la charge, est conservée. Enfin, il est intéressant de noter que le taux de dissolution 

(rapport formes solubles/total) est similaire à celui obtenu dans le milieu de culture seul (cf 

figure 2.7). 

4.2.1.4 Bilan sur l’influence des caractéristiques des particules sur leur diffusion et leur 

comportement dans un gel de collagène 

En conclusion, toutes les particules étudiées, de 10 nm à 200 nm de diamètre, positives et 

négatives, sont capables de traverser un gel de collagène à 3 mg/mL en quelques heures. 

Cependant, les caractéristiques des particules, taille et charge de surface, ont une influence sur 

la cinétique de diffusion et la quantité de formes qui diffusent. L’effet de la taille semble en 

accord avec les résultats des études de Sonavane et al. et Nabeshi et al. (Sonavane 2008, 

Nabeshi 2011). Par contre les résultats concernant l’influence de la charge de surface des 

particules semblent à l’opposé de ceux obtenus par Kohli et al. (Kohli 2004) où les particules 

négatives diffusaient plus que les positives. Cependant il ne faut pas oublier que la nature 

chimique du matériau peut avoir une influence, notamment sur les protéines qui vont 
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s’adsorber en surface des particules et modifier leur charge. Dans notre étude, les particules 

dites positives ont une charge très légèrement négatives en milieu de culture (due à 

l’adsorption de protéines) et les particules négatives sont chargées très négativement, avec 

peu d’influence des protéines.  

Enfin, les particules subissent toutes une dissolution au sein du gel, phénomène qui est ralenti 

par rapport à la dissolution dans le milieu de culture. Ce ralentissement de la dissolution 

s’explique par les interactions entre les nanoparticules et les fibres de collagène. Ces dernières 

sont sensibles aux caractéristiques des particules et modifient le nombre de nanoparticules 

et/ou de formes solubles adsorbées ainsi que la force de ces interactions. Ce phénomène 

d’adsorption empêche la diffusion libre des formes fluorescentes et ralentit donc 

artificiellement la dissolution. 

4.2.2 INFLUENCE DE LA CONCENTRATION EN COLLAGENE ET DE LA STRUCTURE 

DU GEL SUR LA DIFFUSION 

La diffusion de nanoparticules dans un gel de collagène dépend de ses caractéristiques: 

viscosité, taille et orientation des fibrilles, tortuosité. Afin d’étudier l’influence de ces 

paramètres, des hydrogels à différentes concentrations en collagène (entre 1,5 et 5 mg/mL) 

ont été formés. De plus, la température et la force ionique ayant un impact sur la 

fibrillogénèse, des gels de collagène ont été obtenus par neutralisation sous vapeurs 

d’ammoniac à température ambiante et comparés aux hydrogels formés à 37°C par 

neutralisation avec de la soude en présence de milieu de culture. La diffusion de 

nanoparticules Si+60 dans ces différents gels a été étudiée. 

4.2.2.1 Influence de la concentration en collagène 

On s’intéresse en premier lieu à l’influence de la concentration en collagène sur la quantité 

d’espèces fluorescentes capables de diffuser à travers un gel de collagène en 72 heures. On 

observe que plus la concentration en collagène augmente (entre 1,5 et 5 mg/mL) plus la 

quantité d’espèces fluorescentes qui diffusent diminue : le plateau passe de 80% pour un gel à 

1,5 mg/mL à 25% pour un gel à 5 mg/mL (figure 4.7). De plus, l’augmentation de la 

concentration en collagène induit la présence d’un temps de latence initial plus marqué. En 

effet, pour les gels à 1,5 et 3 mg/mL, des formes fluorescentes sont observées très rapidement 

en sortie du gel tandis que pour les gels à 5 mg/mL (H5 et C5) on observe un léger retard 

avant d’observer un signal de fluorescence en sortie du gel. 
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 Comme pour l’étude de l’influence des caractéristiques des particules, nous avons 

décomposé le signal de fluorescence en ses deux composantes : nanoparticules et formes 

solubles (figure 4.7 et tableau 4.2). On constate ainsi que la concentration en collagène est un 

facteur influençant la quantité de particules qui diffusent et traversent le gel. En effet, pour 

une concentration en collagène de 1,5 mg/mL, on observe en sortie environ 50% de particules 

tandis que pour des concentrations de 3 et 5 mg/mL, le nombre de particules observé en sortie 

du gel chute à environ 10%. Par ailleurs, l’augmentation de la concentration en collagène a 

aussi un effet sur la quantité de formes solubles qui traversent le gel : entre 30 et 40% pour 

des concentrations inférieures à 3 mg/mL et seulement 20% pour des gels à 5 mg/mL. Enfin, 

plus la concentration en collagène est élevée plus le temps de latence initial avant d’observer 

des formes solubles en sortie du gel augmente. 

Lorsque la concentration en collagène augmente, la surface d’adsorption sur les fibres de 

collagène augmente. De ce fait, on peut faire l’hypothèse que dans le cas des gels à 1,5 

mg/mL, il faut peu de particules pour bsaturerb les sites d’adsorption disponibles, le reste des 

particules et les formes solubles issues de la dissolution de ces dernières sont libres de 

diffuser. Pour les gels à 3 mg/mL, le nombre de sites d’adsorption augmente et il y a donc 

plus de particules qui peuvent s’adsorber et ainsi ne plus participer à la diffusion ; par contre 
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il ne reste pas suffisamment de sites d’adsorption pour retenir les formes solubles. Enfin, 

quand les gels sont à 5 mg/mL, non seulement les particules peuvent s’adsorber mais il reste 

des sites d’adsorption accessibles aux formes solubles, ce qui expliquerait pourquoi la 

quantité de formes solubles observée en sortie du gel diminue lorsque la concentration en 

collagène passe de 3 à 5 mg/mL tandis que la quantité de particules reste inchangée. 

Enfin, grâce à la modélisation, nous avons pu obtenir les coefficients de diffusion des 

particules et des formes solubles dans les gels de concentrations différentes, ainsi que la 

constante de dissolution apparente des particules Si+60 dans ces gels (tableau 4.2). Ces 

paramètres montrent que les cinétiques de diffusion, aussi bien des particules que des formes 

solubles, ralentissent de façon importante lorsqu’on augmente la concentration en collagène. 

De plus, on peut établir une relation entre le coefficient de diffusion et la concentration en 

collagène : D = D0 exp("#C
$
)  (Phillis 1989). Comme les concentrations en collagène 

utilisées sont faibles, on peut développer la relation précédente en série de Taylor et obtenir : 

D = D
0
*(1"#Ccollagène

$
) , relation qui peut s’ajuster aux points expérimentaux obtenus (figure 

4.8). 
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Figure 4-8: Modélisation de l'évolution du coefficient de diffusion en fonction de la concentration en 

collagène 

 

L’étude du matériau montre qu’entre 1,5 et 5 mg/mL, il n’y a pas de différence significative 

du réseau fibrillaire et la taille des pores se situe aux alentours de 0,5 µm (Ramanujan 2002). 

Par contre, Ramanujan et al. suggèrent que la diffusion peut être entravée par la présence 

entre les fibres de molécules de collagène non assemblées. On peut donc émettre l’hypothèse 

que la différence de diffusion observée pour les particules Si+60 dans les gels de différentes 
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concentrations serait due à leur interaction avec le collagène non assemblé, d’autant plus 

présent que la concentration augmente. En outre, lorsque la concentration en collagène 

augmente de 1,5 à 5 mg/mL, il apparaît des inhomogénéités dans l’organisation des fibres au 

sein du réseau. Ces dernières peuvent créer des chemins de diffusion privilégiés qui 

expliqueraient le peu d’évolution de la vitesse de diffusion des particules dans les gels H3 et 

H5 malgré l’augmentation de la concentration en collagène. 

 

 Valeur à 72 h Coefficient de diffusion 

Gel NP formes 

solubles 

DNP          

(107
 m2.s-1) 

Dsoluble     

(107
 m2.s-1) 

kdissolution (104 

mg.mL-1.h-1) 

t0 (h) 

H1,5 47 ± 3 % 32 ± 3 % 111 37 3,4 ± 0,3 0,3 ± 0,2 

H3 9 ± 2 % 39 ± 2 % 3,0 11 1,3 ± 0,2 1,2 ± 0,2 

H5 6 ± 2 % 18 ± 2 % 2,0 3,7 0,46 ± 0,08 2,4 ± 0,8 

C5 8 ± 2 % 21 ± 2 % 2,0 5,0 0,62 ± 0,07 1,8 ± 0,3 

Tableau 4-2 : Paramètres de diffusion des nanoparticules Si+60 dans différents gels de collagène 

Par ailleurs, la constante de dissolution apparente diminue quand la concentration en 

collagène varie de 1,5 à 5 mg/mL, mais la proportion de formes solubles dans le signal total 

augmente. On observe ainsi que la dissolution des particules est plus importante dans des gels 

plus concentrés mais apparaît moins rapide. Ceci résulte de la compétition entre une diffusion 

gênée par la présence des fibres ou des molécules de collagène (qui ralentit artificiellement la 

dissolution) et un taux de dissolution favorisé par ces interactions. 

 

4.2.2.2 Influence de la voie de fibrillogénèse 

On veut déterminer si la voie de fibrillogénèse a une incidence sur la diffusion et la 

dissolution de nanoparticules de silice. Pour cela, on compare les résultats de diffusion et de 

dissolution obtenus pour les gels de collagène à 5 mg/mL, H5 et C5. On n’observe alors pas 

de différences significatives (figure 4.7 et tableau 4.2). Le plateau final est d’environ 25% de 

formes fluorescentes ayant diffusé à 72 heures pour les deux types de gel, avec une répartition 

similaire entre nanoparticules et formes solubles. De plus, les coefficients de diffusion sont 

similaires dans ces deux types de gel, que ce soit pour les particules ou pour les formes 

solubles issues de leur dissolution. Enfin, la constante de dissolution apparente n’est pas 

modifiée significativement par la modification de la voie de fibrillogénèse.  Ceci implique que 
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la différence de structure induite par les conditions de fibrillogenèse n’a pas d’influence, à 

cette concentration en collagène, sur la diffusion de particules Si+60 ni sur leur dissolution au 

sein du gel. 

4.2.2.3 Conclusions 

Les résultats obtenus sur des gels de concentration en collagène allant de 1,5 à 5 mg/mL 

montrent que ce paramètre est un facteur influant sur la diffusion et la dissolution des 

nanoparticules de silice. Plus la concentration en collagène est élevée, plus la diffusion 

diminue et ralentit pour atteindre une vitesse stable entre 3 et 5 mg/mL. Par ailleurs, la 

concentration en collagène augmente le taux de dissolution des nanoparticules au sein du gel 

mais ralentit le phénomène. Enfin, la voie de fibrillogénèse pour des gels à 5 mg/mL, formés 

sous vapeurs d’ammoniac à température ambiante ou par neutralisation avec de la soude, ne 

semble pas avoir d’influence.  

L’impact de la concentration en collagène sur la diffusion des nanoparticules de silice peut 

s’expliquer par une différence d’interactions du collagène avec les particules. En effet, plus la 

concentration en collagène est élevée plus les particules ont de chances de rencontrer du 

collagène sur leur chemin de diffusion et de développer des interactions électrostatiques avec 

ce dernier, avec pour conséquence une diminution de la diffusion due à l’immobilisation des 

particules. Ceci se retrouve dans le modèle où lorsque la concentration en collagène augmente  

l’adsorption n’est plus négligeable par rapport à la diffusion. 

Enfin, comme la taille et la charge de surface des particules, la concentration en collagène 

influence la dissolution des particules, favorisée par une concentration plus élevée, mais 

ralentie par rapport au milieu de culture seul. Cependant, la constante calculée correspond à la 

constante de dissolution des particules dont les formes solubles ont diffusé pour ressortir du 

gel. Or lors de la dissolution dans le gel, une partie des formes solubles produites peut 

s’adsorber à la surface des fibres de collagène et ne peuvent donc pas diffuser librement. La 

différence observée entre la constante de dissolution dans le milieu et celle après diffusion 

dans le gel peut donc être le reflet de l’adsorption des formes solubles libérées. Cette 

hypothèse est en partie validée par la modélisation puisqu’il est nécessaire d’introduire une 

constante d’adsorption du même ordre de grandeur que la diffusion pour obtenir des courbes 

modélisant les points expérimentaux de diffusion des formes solubles. En l’absence de 

phénomène d’adsorption, la simulation d’un système purement diffusif des formes solubles 

mène à des courbes dont les plateaux sont bien supérieurs à ceux observés 

expérimentalement. 
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4.2.3 QUEL(S) ROLE(S) JOUENT LES CELLULES? 

Une fois déterminée l’influence des caractéristiques des particules et du gel sur la diffusion et 

la dissolution des particules, on peut se poser la question de l’influence de la présence de 

cellules au sein du gel. Sachant que, lorsqu’elles sont exposées directement aux particules, les 

cellules internalisent les différentes particules et induisent une dissolution intracellulaire, on 

peut s’attendre à une modification de la diffusion et de la dissolution dans les gels. 

4.2.3.1 Modification de la diffusion par la présence de cellules 

Pour déterminer l’influence des cellules sur la diffusion des différentes nanoparticules de 

silice, nous avons suivi l’évolution du nombre d’espèces fluorescentes ayant traversé un gel 

de collagène à 3 mg/mL dans lequel des cellules sont immobilisées. On s’aperçoit alors que 

l’influence des cellules sur la diffusion dépend des caractéristiques des particules utilisées 

(taille, charge de surface).  

 

 

@KLMNO)AHC/)!RXYMORSO)ZOU)SOYYMYOU)UMN)YQ)ZKXXMUKTR)\T\QYO)ZO)0Kc8=)FQG)O\)0KH*=)F[G)F=a8)PLbP1)ZQRU)
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La première constatation que l’on peut faire est que, globalement, l’évolution des différents 

paramètres (répartition nanoparticules/formes solubles à 72 heures et temps de latence inital) 

en fonction de la taille et charge de particules, est similaire dans les gels avec et sans cellules. 

Par contre, si on compare en détail ces différents paramètres, on peut noter certaines 

différences.  



Chapitre 4 : Diffusion des nanoparticules de silice dans un hydrogel de collagène 

!

 129 

La première différence concerne le signal total de fluorescence en sortie du gel après 72 

heures et sa répartition en formes solubles et nanoparticules. En effet, on constate que pour 

l’ensemble des particules positives, quelle que soit leur taille, la quantité de formes 

fluorescentes ayant traversé le gel après 72 heures diminue d’environ 10 à 15% en présence 

de cellules par rapport à la diffusion dans un gel sans cellule (figure 4.9 et tableau 4.3). Par 

contre, dans le cas des particules négatives, on observe l’inverse, avec une augmentation de la 

quantité de formes fluorescentes ayant traversé le gel après 72 heures (figure 4.9b). Par 

ailleurs, la quantité de nanoparticules Si+60 et Si-10 ayant diffusé à 72 heures est affectée par 

la présence de cellules mais pas celle des particules Si+200 et Si+10. En effet, pour Si+60 

comme pour les particules Si-10, la quantité de nanoparticules à 72 heures double en présence 

de cellules. 

 

 Valeur à 72 h Coefficient de diffusion 

Nanoparticules NP formes 

solubles 

DNP          

(107
 m2.s-1) 

Dsoluble     

(107
 m2.s-1) 

kdissolution (104 

mg.mL-1.h-1) 

t0 (h) 

Si+200 12 ± 2 % 34 ± 2 % 11,1 22 9,6 ± 0,8 0,1 

Si+60 16 ± 2 % 25 ± 2 % 3,0 5,5 0,58 ± 0,3 0,5 

Si+10 34 ± 3 % 23 ± 2 % 5,0 3,1 0,17 ± 0,03 6 

Si-10 46 ± 2 % 20 ± 2 % n.d. 3,7 0,11 ± 0,02 2,8 

#Q[YOQM)AH<)/)-QNQP_\NOU)ZO)ZKXXMUKTR)ZQRU)MR)LOY)ZO)STYYQL_RO)W)<)PLbP1)QeOS)SOYYMYOU)

Par ailleurs, la détermination des coefficients de diffusion à l’aide de la simulation numérique 

montre que l’introduction de cellules dans les gels modifie la diffusion des particules, 

notamment pour les particules Si+200 et Si-10. Le coefficient de diffusion n’a pas pu être 

déterminé pour les particules Si-10 car le modèle utilisé ne permet pas d’ajuster la courbe 

calculée aux points expérimentaux. Cette difficulté d’ajustement montre que la diffusion des 

particules Si-10 est fortement perturbée dans les gels contenant des cellules. 

L’augmentation de la diffusion des nanoparticules en présence de cellules pourrait être liée à 

la modification du réseau de fibres de collagène par les fibroblastes. En effet, lorsque les 

fibroblastes sont immobilisés dans des matrices lâches de collagène, ils vont remodeler la 

matrice en exerçant des tractions sur les fibres de collagène pour obtenir un environnement 

localement plus dense. Ce faisant, il peut se créer des chemins de diffusion, favorisée par un 

diamètre de pores localement plus important. Dans ce cas, les particules rencontreront 

statistiquement moins de fibres de collagène, avec lesquelles elles peuvent développer des 
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interactions, et diffuseront donc plus. L’importance de ce phénomène dépend de la taille et de 

la charge des particules. En effet, la modification du diamètre des pores du gel a un effet 

faible sur la diffusion des particules petites par rapport à ce diamètre (Si+10 et Si+60). Par 

contre, pour des particules de diamètre du même ordre de grandeur (Si+200), l’influence sera 

potentiellement plus importante. Par ailleurs, pour les particules négatives, qui semblent 

interagir fortement avec le matériau, la modification de la porosité aura une influence non 

négligeable sur la diffusion, même si le diamètre des particules est petit par rapport aux pores 

du matériau, puisque cette modification entraîne des interactions différentes entre les 

particules et le matériau. 

Enfin, les cellules peuvent aussi modifier directement la diffusion par adsorption ou 

internalisation des particules, alors incapables de diffuser librement. Pour étudier l’influence 

active des cellules sur la diffusion des nanoparticules, nous avons suivi la diffusion de 

particules Si+60 dans un gel de collagène à 3 mg/mL avec des cellules préalablement fixées 

avec du glutaraldehyde pour figer leur structure, donc mortes (figure 4.10 a). On n’observe 

pas de différence significative sur la diffusion des nanoparticules. Ce résultat suggère que 

l’influence des cellules sur la diffusion des particules est plutôt un phénomène passif, indirect, 

dû à l’encombrement spatial des cellules qui modifie localement l’organisation du réseau de 

fibres, effet d’autant plus visible sur la diffusion à temps long (supérieur à 24 h). 
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4.2.3.2 Modification de la dissolution 

La présence de cellules peut avoir une influence non négligeable sur la dissolution des 

nanoparticules. La quantité de formes solubles issues de la diffusion des particules Si-10 

semble peu affectée par la présence de cellules. Par contre, pour l’ensemble des particules 

positives, la quantité de formes solubles sorties du gel à 72 heures est plus faible d’environ 

10% en présence de cellules (tableaux 4.1 et 4.3). Le temps de latence initial observé pour la 

diffusion des formes solubles a tendance, quant à lui,  à diminuer en présence de cellules.  

Malgré ces modifications des quantités d’espèces qui diffusent, lorsqu’on compare les 

constantes de dissolution apparente des particules dans les gels avec et sans cellules on note 

une différence pour les particules Si+200. Pour ces dernières, la constante de dissolution 

apparente, tout comme le coefficient de diffusion des formes solubles, est multipliée par deux 

en présence de cellules. Par contre, pour toutes les autres particules étudiées, la constante de 

dissolution apparente ainsi que le coefficient de diffusion des formes solubles sont peu 

modifiés par la présence de cellules. Cependant, il est intéressant de noter que dans la 

modélisation de la diffusion des formes solubles, la contribution du phénomène d’adsorption 

dépend de la présence ou non de cellules. Ainsi est-il nécessaire d’intégrer une adsorption du 

même ordre de grandeur que la diffusion, voire supérieure, pour modéliser de façon 

satisfaisante la diffusion des formes solubles en présence de cellules, alors qu’une 

composante d’adsorption inférieure à 20% de la diffusion permet de rendre compte de la 

diffusion des formes solubles dans un gel sans cellules. Il semble donc que les cellules 

constituent une zone d’adsorption supplémentaire des formes solubles. 

Il est intéressant de noter que lorsque les cellules présentes dans le gel ont été fixées avant 

d’être immobilisées, la quantité de formes solubles qui traversent le gel est significativement 

réduite (figure 4.10 b). On peut émettre l’hypothèse que les formes solubles produites au sein 

du gel sont capables de rentrer par diffusion passive dans les cellules lorsque les cellules sont 

fixées. Ce n’est pas le cas lorsque les cellules sont vivantes puisque la membrane remplit son 

rôle de barrière et empêche l’accumulation des formes solubles dans les cellules. Les cellules 

fixées n’ont plus la capacité d’excréter les formes solubles, ces dernières peuvent ainsi 

s’accumuler dans les cellules et ne participent donc plus à la diffusion.  

Lors de l’étude de l’interaction directe des nanoparticules avec les NHDF, nous avons montré 

que les cellules internalisaient les particules et que ces dernières subissaient une dissolution 

intracellulaire, notamment dans le cas des particules Si+200 et Si+60. Lors de l’étude dans le 

gel, on ne retrouve pas cette influence aussi marquée. Cependant les temps d’étude sont 
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différents. En effet, lors de l’exposition directe, les cellules étaient en contact 7 jours avec les 

particules avant le suivi de la dissolution intracellulaire. Dans l’étude avec les gels de 

collagène, le suivi s’arrête à 72 heures d’exposition et on ne mesure pas la libération de 

formes solubles après rinçage. On peut donc faire l’hypothèse que ce phénomène de 

dissolution intracellulaire est trop faible pour être mis en évidence pour les particules Si+60, 

Si±10, ou bien que les formes solubles libérées n’ont pas le temps de traverser le gel. Par 

contre, la différence observée sur la constante de dissolution apparente des particules Si+200 

pourrait être due à un phénomène de dissolution intracellulaire des particules. 

 

4.2.3.3 Internalisation des particules et toxicité 

La présence de cellules dans le gel implique de répondre aux deux questions suivantes : les 

cellules internalisent-elles les particules lors de leur diffusion ? les particules sont-elles 

toxiques pour les cellules immobilisées dans les gels de collagène ? 
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 - Localisation intracellulaire 

Afin de déterminer si les nanoparticules rentrent dans les cellules, après 24 heures de 

diffusion des nanoparticules, nous avons observé des coupes des différents gels. On constate 

qu’après 24 h, les particules Si+60 se retrouvent à l’intérieur des cellules immobilisées dans 

les gels de collagène aux différentes concentrations. L’analyse des images de fluorescence 

montre que les signaux de la fluorescéine et du marqueur Lysosensor sont co-localisés dans 

les cellules immobilisées dans un gel H3c, après 24 heures d’exposition aux nanoparticules 

Si+60 (figures 4.11 et 4.12). L’image 4.11-b est un zoom d’une coupe d’une cellule 

immobilisée et permet de définir la zone de l’image sur laquelle calculer la co-localisation. Le 
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graphique 4.11-a représente la co-localisation du signal de la FTIC et du Lysosensor, la zone 

3 correspond à la colocalisation, les zones 1 et 2 correspondent aux deux signaux. On constate 

ainsi que dans cette cellule, la fluorescéine et le Lysosensor sont à 94% situés dans la même 

zone. 
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La même analyse effectuée sur des cellules immobilisées dans les gels à 1,5 ou 5 mg/mL 

exposées aux Si+60 donne une colocalisation similaire du signal de la fluorescéine avec le 

Lysosensor (plus de 90%). Ces résultats indiquent que les particules sont présentes dans les 

vésicules acides mises en évidence par le marqueur Lysosensor.  

Il aurait été intéressant, pour aller plus loin dans la visualisation des particules internalisées de 

pouvoir observer ces cellules en MET. Malheureusement, étant donnée la densité de cellules 

dans le gel, il est difficile d’obtenir une coupe ultrafine contenant des cellules et malgré le 

nombre de coupes observées, nous n’avons pas pu obtenir d’image de cellules en MET. 

Cependant, l’analyse par microscopie confocale nous renseigne déjà sur l’internalisation des 

particules. Par ailleurs, en comparant avec les cellules en exposition directe aux 

nanoparticules, nous avons obtenu des résultats similaires en microscopie confocal. Il est donc 

probable que l’internalisation dans les cellules immobilisées au sein des gels soit comparable 

à celle observée dans les cellules en exposition directe. 
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Par ailleurs, pour des cellules immobilisées dans un gel à 3 mg/mL, on observe la présence de 

particules dans les cellules après 24 heures de diffusion pour l’ensemble des particules testées 

Si+200, Si+60, Si+10 et Si-10. Après 24 heures les particules semblent donc internalisées 

dans les cellules, quelles que soient la taille ou la charge initiale des particules (figure 4.13 a-

d) 

Enfin, lors des observations en microscopie à fluorescence, on peut constater que les fibres de 

collagène apparaissent comme marquées avec la fluorescéine. Ceci confirme l’adsorption de 

nanoparticules et/ou d’espèces fluorescentes libérées par dissolution sur ces fibres, mise en 

évidence lors de la modélisation de la diffusion. 

 

- Mécanisme d’internalisation 

Afin de déterminer si les particules sont internalisées par les cellules, les gels contenant les 

cellules sont incubés avec des inhibiteurs d’endocytose. Lorsque les cellules sont exposées 

aux nanoparticules en présence d’inhibiteurs d’endocytose (voie clathrine et caveolae), on 

constate, en fonction des caractéristiques des particules, une modification de leur présence 

intracellulaire.  

Pour les particules Si+200 et Si+60, l’inhibiteur de la voie clathrine (cadaverine) empêche 

effectivement la présence de particules observables au niveau des cellules (figure 4.13 e-f) ; 

par contre en présence de l’inhibiteur de la voie caveolae (filipine), on constate la présence de 

particules au niveau de la membrane cellulaire (coloration jaune due à la colocalisation de la 

fluorescéine et du marqueur membranaire) (figure 4.13 i-j). Pour les particules Si-10, on 

observe l’effet opposé : en présence d’inhibiteur de la voie clathrine des particules sont 

observées au moins au niveau de la membrane cellulaire (figure 4.13 h) tandis qu’en présence 

de l’inhibiteur de la voie caveolae, les cellules n’apparaissent qu’avec le marqueur 

membranaire (figure 4.13 l). Enfin, pour les particules Si+10 (figure 4.13 g et k), il est plus 

difficile de conclure quant à l’internalisation des particules en présence d’inhibiteurs 

d’endocytose ; en présence d’inhibiteur de la voie clathrine il semble y avoir internalisation de 

particules tandis qu’en présence d’inhibiteur de la voie caveolae on observe une colocalisation 

de la fluorescéine et du marqueur membranaire. 
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On peut donc conclure que les différentes particules, entre 10 et 200 nm de diamètre, 

positives ou négatives, sont internalisées par endocytose dans les cellules immobilisées dans 

des gels de collagène. Il semblerait que selon la taille des particules, la voie d’internalisation 

principale (clathrine ou caveolae) ne soit pas la même. Cependant, il faudrait analyser plus en 

détails les coupes des gels en présence d’inhibiteurs d’endocytose afin de vérifier cette 

hypothèse.  
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En conclusion, quelle que soit la concentration en collagène, entre 1,5 et 5 mg/mL, les 

particules Si+60 sont internalisées, après 24 h, dans les cellules immobilisées. De même, 

l’ensemble des particules Si+200, Si+60, Si+10 et Si-10 sont internalisées par un mécanisme 

d’endocytose active dans les cellules immobilisées dans un gel de collagène à 3 mg/mL. 

L’immobilisation des cellules dans un gel de collagène ne semble pas modifier le mécanisme 

d’internalisation des particules de plus de 60 nm de diamètre, internalisées par voie clathrine 

dans les cellules immobilisées dans un gel comme dans les cellules en exposition directe aux 

nanoparticules (chapitre 3 § 3.1.1). Par contre, dans le cas des particules de 10 nm de 

diamètre, l’immobilisation des cellules semble modifier le processus d’internalisation, mais 

ces résultats nécessitent une étude plus approfondie pour être confirmés. Dans tous les cas, on 

obtient une colocalisation importante de la fluorescéine et du Lysosensor, indiquant la 

présence des particules dans des vésicules acides.  

 

 - Toxicité des particules lors de leur diffusion dans les gels cellularisés 

L’analyse par microscopie à fluorescence des gels a montré que les particules sont 

internalisées dans les cellules, il est donc important de savoir si cette internalisation perturbe 

les cellules en induisant une certaine toxicité. Le suivi de l’activité métabolique des cellules 

immobilisées dans les gels de collagène montre que lors de la diffusion des différentes 

nanoparticules, aucune toxicité notable n’est observée (figure 4.14 b). L’exposition aux 

nanoparticules diffusant dans le gel entraîne plutôt une augmentation de l’activité 

métabolique, notamment après 14 jours d’exposition. Cette augmentation est la plus 

importante dans le cas des particules Si-10. De plus, le suivi du nombre de cellules vivantes 

(obtenu après hydrolyse du gel) montre que les particules positives ont un effet bénéfique 

(Si+60, Si+10) ou neutre (Si+200) sur le nombre de cellules après 7 jours tandis que les 

particules négatives Si-10 ont un effet néfaste sur les premières 72 h, effet qui s’estompe 

légèrement au bout de 7 jours (figure 4.14 a). En corrélant ces deux études, on peut expliquer 

l’augmentation de l’activité métabolique des cellules exposées à la diffusion des particules Si-

10 comme une réponse à une situation de stress. 
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Il est intéressant de comparer ces résultats à l’étude de l’interaction directe des nanoparticules 

avec les cellules. On remarque alors que la toxicité élevée observée lors de l’exposition 

directe des cellules aux nanoparticules Si-10 et Si+10 n’est pas observée lorsque les cellules 

sont immobilisées dans le gel de collagène. On peut expliquer cette différence par un effet de 

dilution des particules au sein de la matrice de collagène et d’un apport progressif des 

particules par diffusion vers les cellules. En effet, il s’établit un gradient de concentration en 

particules au sein du gel et les cellules ne sont en contact qu’avec la fraction des particules 

diffusant à l’instant t. Par ailleurs, pour les particules de 10 nm de diamètre, les plus toxiques 

en exposition directe, la quantité de particules récupérées en sortie du gel est la plus 

importante, ce qui implique que la concentration à laquelle sont exposées les cellules 

immobilisées dans le gel est nettement inférieure à celle de la suspension initiale. Ceci est en 

accord avec la diminution de la toxicité observée sur l’exposition directe des cellules à une 

suspension moins concentrée en nanoparticules. De plus, les nanoparticules pouvant diffuser à 

travers le gel, le temps de contact avec les cellules sera réduit, ce qui limite les effets 

potentiellement toxiques de l’exposition aux nanoparticules et d’une accumulation de doses 

importantes de particules à proximité des cellules.  
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Le suivi de l’activité métabolique des cellules dans les gels aux différentes concentrations en 

collagène (figure 4.15) montre que quelle que soit la concentration en collagène entre 1,5 et 5 

mg/mL, la diffusion de nanoparticules Si+60 n’induit pas d’effet néfaste sur les cellules. En 

effet, pour les 3 concentrations étudiées, l’activité métabolique des cellules dans les gels 

exposés aux nanoparticules est comparable à celle des cellules dans les gels témoins, de 24 

heures à 14 jours. 

En conclusion, lors de la diffusion des différentes particules, entre 10 et 200 nm de diamètre, 

positives et négatives, les cellules immobilisées dans les gels de collagène à 3 mg/mL 

montrent, à long terme, une légère augmentation de leur activité métabolique. Par ailleurs, 

dans les gels aux différentes concentrations testés, la diffusion de particules Si+60 ne semble 

pas modifier l’activité métabolique des cellules. Il semble donc que la diffusion de 

nanoparticules de silice n’induise pas d’effet néfaste dans les cellules immobilisées dans des 

gels de collagène. 

 

4.2.4 BILAN SUR L’INFLUENCE DE DIFFERENTS PARAMETRES SUR LA DIFFUSION 

Finalement, on constate que sur l’ensemble de l’étude, toutes les particules sont capables de 

traverser les différents gels de collagène et subissent une dissolution au sein du gel. Ces 

phénomènes sont sensibles aux caractéristiques des particules et du matériau, ainsi qu’à la 

présence de cellules. 
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Les caractéristiques des nanoparticules ont une influence notable sur leur capacité de 

diffusion ainsi que sur leur comportement au sein du gel. Plus la taille diminue plus les 

particules diffusent, avec une cinétique proportionnelle à leur taille. En parallèle, plus la taille 

diminue, moins la quantité de formes solubles diffusant est importante et plus la constante 

apparente de dissolution diminue.  

Par ailleurs, les caractéristiques du gel de collagène vont, elles aussi, influencer la diffusion 

des particules. Plus la concentration en collagène augmente, entre 1,5 et 5 mg/mL, moins il y 

a de diffusion de nanoparticules et de formes solubles. Par contre, lorsque la concentration en 

collagène augmente, les formes solubles deviennent la contribution majoritaire du signal de 

diffusion.  

Enfin, la présence de cellules a une influence. Bien que ne changeant pas les évolutions en 

fonction de la taille et de la charge des particules, la présence des cellules modifie le 

comportement des particules au sein du gel. Cette influence se fait en partie de façon passive, 

les cellules étant considérées comme des objets présents sur le trajet de diffusion, et en partie 

de façon active par l’internalisation des particules dans les cellules ou par la restructuration du 

réseau de fibres de collagène. Malgré cela, les cellules ont un comportement prolifératif peu 

modifié par rapport à un gel témoin sans particules. 

L’étude de la toxicité des particules sur les cellules montre qu’il est important de s’intéresser 

à la question de la dose lors de l’exposition. Des études en 2 dimensions sur des cellules 

peuvent amener à des conclusions non transposables directement à une exposition réelle. En 

effet, lorsque les cellules sont dans un environnement tridimensionnel, ce dernier a un rôle 

important vis-à-vis des nanoparticules : adsorption, apport progressif par limitation de la 

diffusion vers les cellules. Des matériaux de culture en trois dimensions des cellules peuvent 

donc permettre l’évaluation et l’optimisation de nanoparticules, utilisées comme vecteurs de 

principes actifs, dans des conditions proches de la réalité (Goodman, 2008). 

De plus, cette étude montre que les nanoparticules de silice sont capables de traverser un gel 

de collagène avec des concentrations allant de 1,5 à 5 mg/mL. Ces gels de collagène 

constituent un modèle très simplifié du derme. En effet, dans ce modèle il est réduit à une 

seule protéine : le collagène de type I, sans tenir compte des autres biomolécules qui peuvent 

avoir un rôle non négligeable. De plus, dans les gels modèles, la concentration est inférieure à 

la concentration réelle rencontrée dans le derme. Malgré cela, cette étude permet d’apporter 

quelques éléments de compréhension des interactions des nanoparticules dans une matrice de 

collagène, et montre que les particules de silice sont capables de traverser cette matrice pour 

des diamètres allant de 10 à 200 nm et avec des charges de surface positives ou négatives. 
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Enfin, lors de leur diffusion dans le gel, les particules vont partiellement se dissoudre. Ces 

résultats pourraient être exploités pour développer un implant à base de collagène intégrant 

des particules de silice qui pourrait libérer de façon progressive un principe actif par 

dissolution lors de la diffusion vers la zone d’intérêt. Ce type de matériaux fait l’objet 

d’études (Ding 2011) puisqu’ils offrent un support biocompatible pour encapsuler des 

particules (réservoir de principes actifs) qui pourront progressivement diffuser vers la zone à 

traiter pour libérer leurs molécules, offrant ainsi un traitement optimisé par rapport à une 

injection par voie intraveineuse par exemple.  

 

4.3 Etude des matériaux composites collagène-silice 

Les matériaux à base de collagène sont de très bons candidats pour la formation 

d’implants intégrant un traitement à libération prolongée. D’un autre côté, les nanoparticules 

de silice font l’objet de nombreuses études pour leur utilisation dans la libération contrôlée de 

principes actifs. Nous nous sommes donc intéressés à un matériau composite collagène-silice 

et à ses éventuelles applications biomédicales. L’étude précédente de diffusion a montré que 

les nanoparticules de silice sont capables de diffuser dans un gel de collagène, il semble donc 

intéressant d’aborder la question de la mobilité de ces particules lorsqu’elles sont intégrées au 

matériau avant la gélification.  

Dans les matériaux ainsi formés, les particules de silice peuvent avoir deux rôles : elles 

peuvent être des réservoirs de principes actifs mais elles peuvent aussi développer des 

interactions avec le collagène et modifier les propriétés du gel. Ainsi l’introduction d’une 

composante minérale, comme la silice, au sein du réseau de collagène permet-elle d’obtenir 

des matériaux aux propriétés mécaniques améliorées (Desimone 2010). Cet effet peut être 

valorisé dans une utilisation comme biomatériaux, et ce d’autant plus que les gels de 

collagène sont de bons candidats pour l’ingénierie tissulaire, avec un inconvénient : pour des 

concentrations en collagène inférieures à 3 mg/mL, leur manipulation n’est pas aisée. L’une 

des solutions pour palier ce problème consiste à intégrer une composante minérale, une autre 

solution est d’augmenter la concentration en collagène (Hélary 2010).  

Dans notre étude, nous avons choisi de combiner ces deux approches en évaluant la 

biocompatibilité de gels composites concentrés collagène-silice. Afin d’étudier à la fois 

l’influence des caractéristiques des nanoparticules et l’influence de la forme sous laquelle la 

silice est introduite nous avons utilisé deux approches  pour intégrer une composante silice 
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dans le gel de collagène : ajouter des colloïdes de silice ou ajouter une solution de silicate qui 

peut polymériser au sein du gel. Avant de développer de tels matériaux pour des applications 

biomédicales, il faut s’assurer de leur compatibilité avec les cellules et de leur intégration 

dans un organisme vivant. Dans la suite, seules les études concernant l’aptitude des différents 

matériaux à favoriser l’adhésion – prolifération de cellules seront présentées. 

4.3.1 FORMATION DES MATERIAUX 

Les matériaux composites collagène-silice ont été obtenus par neutralisation d’une solution 

acide de collagène et ajout de la silice sous différentes formes avant la gélification. Les 

différentes formes de silice intégrées dans ce matériau composite sont : des nanoparticules de 

différentes tailles (12 nm, 80 nm et 390 nm), négatives ou positives (pour les particules de 80 

nm, la charge positive a été obtenue par greffage d’amines en surface) ou une solution de 

silicate de sodium. La concentration en silice dans ces différents gels (10 mM) est identique à 

la concentration en nanoparticules de silice utilisée pour les études de diffusion. Les gels 

composites à 3 mg/mL sont obtenus de la même manière que les gels H3 utilisés pour la 

diffusion en ajoutant la source de silice sans modifier le pH (Desimone 2010). Les sources de 

silice sont donc des suspensions dans l’acide acétique 17 mM pour les particules et une 

solution neutralisée de silicate.  

Afin d’élargir la gamme de composition des gels collagène-silice à des concentrations en 

collagène et en silice plus élevées, tout en maintenant des conditions compatibles avec 

l’encapsulation de cellules, des gels à plus forte concentration en collagène (jusqu’à 15 

mg/mL) ont été obtenus en neutralisant la solution acide de collagène avec un tampon Tris-

HCl. Cette voie permet d’augmenter le temps de gélification, donc de travailler avec des 

concentrations finales en collagène plus élevées sans rencontrer de problème d’inhomogénéité 

des gels. 

4.3.2 ETUDE DE L’ADHESION / PROLIFERATION DE FIBROBLASTES SUR CES 

MATERIAUX 

Pour valider l’utilisation de ces matériaux comme substrats biocompatibles, des tests 

d’adhésion/prolifération ont été menés pour étudier l’influence de la présence des différentes 

formes de silice sur le comportement des cellules. 
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4.3.2.1 Influence des caractéristiques des particules 

En fonction des caractéristiques des particules et de la concentration en collagène, on observe 

des différences concernant l’adhésion des cellules sur les gels. On constate que l’introduction 

de nanoparticules de silice Ludox (particules négatives de 12 nm de diamètre) dans les gels à 

3 mg/mL ou à 5 mg/mL modifie peu l’adhésion des fibroblastes (figure 4.16 a). Par contre, si 

l’on s’intéresse à l’influence des caractéristiques des particules (taille et charge de surface) sur 

l’adhésion des cellules sur les gels à 5 mg/mL, on constate que globalement l’effet le plus 

marqué est obtenu avec les particules Si-80, qui favorisent l’adhésion sur les six premières 

heures. Les particules Si+80 et Si-390, quant à elles, ont un effet plutôt légèrement néfaste sur 

l’adhésion des cellules. 
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Lorsqu’on suit l’évolution de la prolifération des cellules ensemencées en surface de ces gels 

pendant trois semaines, on note différents comportements selon la nature des particules de 

silice et la concentration en collagène. Dans les gels à 3 mg/mL, les cellules prolifèrent de 

façon continue sur les 3 semaines de l’étude. Par contre dans les gels à 5 mg/mL, on observe 

un comportement de prolifération différent. En effet, le nombre de cellules augmente pendant 

la première semaine comme pour les gels à 3 mg/mL. Par contre, entre 7 et 14 jours, la 

prolifération semble s’arrêter et le nombre de cellules diminue (figure 4.16-b). Enfin, après 14 

jours de culture sur les gels à 5 mg/mL, la prolifération des cellules reprend et le nombre de 

cellules augmente à nouveau faiblement. 
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La présence de particules de silice dans les gels de collagène influence la prolifération des 

cellules. L’introduction de Ludox (particules de 12 nm de diamètre, négatives) a des effets 

différents sur la prolifération des cellules dans les gels à 3 mg/mL ou à 5 mg/mL, mais 

l’évolution de la prolifération dans les gels collagène-Ludox est similaire à celle des gels de 

collagène purs dans les deux cas (figure 4.16 b). Dans les composites collagène-Ludox, la 

prolifération des cellules augmente de façon continue pendant les 3 semaines de l’étude dans 

les gels à 3 mg/mL mais est légèrement plus faible que dans un gel de collagène pur, cette 

différence est significative à partir de 14 jours ; par contre, dans les gels à 5 mg/mL, on a une 

évolution de la prolifération similaire à celle observée dans le gel de collagène pur mais avec 

un nombre de cellules plus important que dans ce dernier, la différence est notamment 

significative à 7 et 21 jours. 

Les caractéristiques des particules ont une influence sur l’évolution de la prolifération. Durant 

la première semaine de culture le nombre de cellules augmente nettement pour les gels avec 

Si+80, alors que ce nombre diminue légèrement pour les gels avec Si-80 et Si-390 pour 

atteindre après une semaine un nombre de cellules comparable au gel témoin. Ensuite, la 

deuxième semaine de culture correspond, pour l’ensemble des gels, à une diminution du 

nombre de cellules, comme pour le témoin. Enfin, au-delà de 14 jours de culture, le nombre 

de cellules augmente à nouveau pour les gels avec toutes les particules testées. Finalement, on 

constate que l’introduction de particules Si-80 dans le gel de collagène a un effet globalement 

nul sur la prolifération des cellules. Par contre les particules Si+80 et Si-390 ont un effet 

légèrement positif. Enfin, ce sont les particules Ludox qui ont l’effet le plus important, 

bénéfique, sur la prolifération des cellules. 

La diminution observée du nombre de cellules entre 7 et 14 jours, dans les gels à 5 mg/mL, 

pourrait être le résultat d’un état de confluence des cellules à la surface du gel, qui ne peuvent 

alors plus proliférer. Par ailleurs, la reprise de la prolifération au-delà de 14 jours peut être le 

résultat de la migration des cellules au sein du gel leur permettant de poursuivre leur 

prolifération. De plus, les gels Ludox-collagène à 3 mg/mL présentent une structure avec des 

pores plus petits que les gels de collagène pur, ce qui peut freiner la migration des cellules au 

sein du matériau et donc limiter leur prolifération. Enfin, si on compare ces résultats avec 

ceux obtenus lors des expériences de diffusion des nanoparticules à travers les gels, on peut 

supposer que les particules Ludox ne participent pas toutes au réseau du matériau et certaines 

sont libres de diffuser. Dans ce cas, les cellules peuvent être exposées à une certaine dose de 

nanoparticules de Ludox (Si-12) et on comprend, à la lumière de l’étude de diffusion, qu’au 



Chapitre 4 : Diffusion des nanoparticules de silice dans un hydrogel de collagène 

!

 144 

cours de la première semaine de culture le nombre de cellules peut diminuer tout en 

conservant une activité métabolique accrue (réponse des cellules à une situation de stress).  

La modification des conditions de gélification (neutralisation des gels à 5 mg/mL avec du 

Tris-HCl 1M) et l’introduction de nanoparticules de silice ont donc un impact sur le 

comportement des cellules mises en contact avec le matériau, notamment sur leur 

prolifération.  

4.3.2.2 Comparaison entre silice colloïdale et silicate 

La forme sous laquelle la silice est introduite dans le gel peut, elle aussi, modifier 

notablement les caractéristiques du gel. On constate ainsi que les propriétés mécaniques des 

gels à 3 mg/mL et 5 mg/mL sont renforcées par la présence de silicate (différence 

significative des valeurs mesurées par rhéologie) et peu modifiées par la présence de colloïdes 

de silice (tableau 4.4). 

Gel composite Module de conservation G (Pa) Module de perte G b!VF)W 

H3 100 20 

H3_Ludox 150 30 

H3_silicate 450 * 40 * 

H5 90 15 

H5_Ludox 40 * 25 * 

H5_silicate 1000 * 40 * 

#Q[YOQM) AHA)/) :TZMYO) ZO) STRUONeQ\KTR) O\) ZO) VON\O) ZOU) LOYU) STPVTUK\OU) ZdXKRKU) VQN) N^dTYTLKO) Fj)
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Chapitre 4 : Diffusion des nanoparticules de silice dans un hydrogel de collagène 

!

 145 

 

@KLMNO)AH*B/)!RXYMORSO)ZO)YQ)UTMNSO)ZO)UKYKSO)UMN)Y6QZ^dUKTR)FQG)O\)YQ)VNTYKXdNQ\KTR)F[G)ZOU)"+&@)ZQRU)

YOU)LOYU)STPVTUK\OU)STYYQL_ROHUKYKSO)W)<)PLbP1)O\)3)PLbP1)F*=)P:)ZO)UKYKSOG)

Les cellules déposées sur les gels formés avec des silicates ont un comportement différent de 

celles ensemencées sur les gels formés avec des colloïdes. La formation d’un réseau 

collagène-silice par introduction de silicates lors de la préparation des gels à 3 mg/mL semble 

favoriser l’adhésion des cellules ainsi que leur prolifération (figure 4.17). En présence de 

silicates, le nombre de cellules est en constante augmentation pendant les trois semaines du 

suivi. Par contre dans les gels à 5 mg/mL formés par neutralisation avec du Tris-HCl, les 

silicates ont peu d’effet sur l’adhésion sur 12 heures et le nombre de cellules présentes à 24 

heures est plus faible que sur le gel témoin. Par contre la prolifération cellulaire est, comme 

dans les gels à 3 mg/mL, en augmentation pendant les trois semaines de culture, et le nombre 

de cellules après 21 jours est significativement plus important dans le gel composite 

collagène-silicate que dans le gel témoin de collagène seul. 

L’adhésion des cellules dépend de la surface du matériau sur lequel elles sont déposées, et 

notamment de la capacité des protéines d’adhésion comme les intégrines à interagir avec la 

surface. Les gels collagène-silicate sont ceux qui présentent les meilleures propriétés 

mécaniques, ce qui peut expliquer l’impact favorable sur l’adhésion. 

Par ailleurs, l’environnement plus favorable créé par l’introduction de silicates lors de la 

formation du gel peut se retrouver partiellement dans les gels avec des nanoparticules lorsque 

les produits de dissolution de ces dernières vont interagir avec les fibres de collagène. La 

nature des interactions sera différente puisque la silice soluble interagira avec des fibres de 

collagène déjà formées tandis que les silicates peuvent participer pleinement à la 

fibrillogénèse. Malgré tout, cette interaction des formes solubles avec les fibres de collagène 
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peut contribuer à renforcer les propriétés mécaniques du gel et donc apporter un 

environnement plus favorable pour les cellules. Ce processus prenant du temps, cela 

expliquerait pourquoi l’activité métabolique des cellules dans les gels en contact avec les 

nanoparticules en diffusion n’augmente, par rapport au témoin, qu’après deux semaines. Cette 

modification des propriétés du gel se reflète d’ailleurs dans l’hydrolyse par la collagènase 

faite pour suivre le nombre de cellules vivantes par coloration au Bleu de Trypan. En effet, les 

gels exposés aux particules nécessitent un temps d’incubation avec la collagènase deux fois 

plus long pour être totalement hydrolysés, ce qui traduit la difficulté de l’enzyme à dégrader 

le collagène en présence de particules de silice. Ceci pourrait être dû à une interaction de la 

silice avec les fibrilles de collagène, la silice jouant le rôle de bpontb entre les fibrilles ou 

empêchant l’enzyme d’accéder à son site d’action. 

L’ajout de silice, sous forme de nanoparticules ou de silicate, bien que modifiant les 

propriétés des gels, n’empêche pas la prolifération des cellules ensemencées initialement en 

surface des gels. Ces résultats sont encourageants pour l’utilisation de ces matériaux comme 

implants.  

 

4.3.3 BILAN SUR LES MATERIAUX COMPOSITES COLLAGENE-SILICE 

L’introduction de silice, sous forme de nanoparticules ou de silicate, dans les gels de 

collagène permet d’améliorer leurs propriétés mécaniques sans effet néfaste pour les cellules. 

Les gels formés avec une solution neutralisée de silicate semblent fournir le meilleur matériau 

pour la prolifération des fibroblastes déposés en surface, que ce soit dans les gels formés par 

neutralisation avec de la soude ou avec du tampon Tris-HCl. Par contre, lorsque les 

fibroblastes sont immobilisés dans le gel formé avec des silicates, l’ajout de cette source de 

silice a un effet néfaste sur l’activité métabolique (Desimone 2011). Il est donc important de 

bien définir l’utilisation de tels matériaux. Pour être utilisés comme matériaux acellulaires, les 

gels hybrides collagène-silicate semblent être les meilleurs candidats. Par contre, pour servir 

de modèle de culture 3D, la silice colloïdale est préférable pour l’encapsulation de cellules. 

Cependant, l’étude des matériaux hybrides collagène-silicate peut permettre de comprendre 

des comportements observés dans les gels où les particules subissent une dissolution, 

entraînant le dépôt éventuel de silice soluble au sein du réseau de fibres de collagène et 

modifiant le comportement du gel. 
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4.4 Conclusions sur la diffusion de nanoparticules de silice dans 

des hydrogels de collagène 

Cette étude a permis de mettre en évidence l’influence de différents paramètres sur la 

diffusion de nanoparticules à travers un gel de collagène, ainsi que sur leur comportement au 

sein du gel et leur incidence sur les cellules éventuellement présentes. 

De façon générale, on a vu que l’ensemble des particules, entre 10 et 200 nm de diamètre, 

positives ou négatives, sont capables de traverser un gel de collagène à 3 mg/mL, avec ou 

sans cellules. Cependant, les caractéristiques des particules sont à prendre en considération 

pour expliquer la différence de capacité à diffuser et de cinétique de diffusion. La capacité des 

particules à diffuser est inversement proportionnelle à leur taille, contrairement à la vitesse de 

diffusion, et est favorisée par une concentration en collagène plus faible. Par ailleurs, la 

présence de cellules ne modifie pas les profils de diffusion, elle influence essentiellement la 

répartition entre nanoparticules et formes solubles. 

De plus, toutes les particules étudiées subissent une dissolution au sein du gel, processus 

influencé par les interactions entre les nanoparticules et le matériau. Etant donné que la taille 

et la charge de surface modifient les interactions des particules avec le collagène, ces 

paramètres ont une influence sur la dissolution des particules : lorsque la taille diminue, la 

quantité de formes solubles diffusantes est moins importante et la constante apparente de 

dissolution diminue. Par ailleurs, les caractéristiques du gel de collagène vont, elles aussi, 

influencer la dissolution des particules. La proportion de formes solubles dans la quantité 

totale de formes fluorescentes ayant diffusé à 72 heures augmente lorsque la concentration en 

collagène augmente, les formes solubles devenant la contribution majoritaire du signal. Enfin, 

la présence des cellules modifie le comportement des particules au sein du gel. Cette 

influence se fait en partie via l’internalisation des particules dans les cellules et en partie par 

la fonction passive des cellules qui sont des obstacles pour la diffusion. Malgré cela, les 

cellules ont un comportement prolifératif peu modifié par rapport à un gel témoin sans 

particules. 

Ces résultats pourraient être exploités pour développer un implant à base de collagène 

intégrant des particules de silice qui pourrait libérer de façon progressive un principe actif par 

dissolution lors de la diffusion vers la zone d’intérêt. L’étude de la compatibilité de ces 

matériaux composites collagène-silice montre que l’ajout de silice sous différentes formes 

améliore les propriétés mécaniques du matériau sans effet néfaste pour les cellules. Par 
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ailleurs, en modifiant légèrement le protocole de formation des matériaux, il est possible 

d’obtenir des gels de concentration plus importante en collagène et en silice, sans problème 

d’inhomogénéité et sans incidence négative pour les cellules. En combinant les résultats 

obtenus sur la diffusion de particules de silice à travers les gels de collagène et l’optimisation 

des propriétés des matériaux composites collagène-silice, il serait possible de concevoir un 

matériau biocompatible libérant progressivement des particules de silice et leur contenu. 
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 Les nanomatériaux, grâce à leurs propriétés particulières et à leur taille, ont un fort 

potentiel comme vecteurs de principes actifs. Ils peuvent notamment permettre d’améliorer la 

stabilité et le profil pharmacocinétique de certaines molécules d’intérêt thérapeutique fragiles 

ou nécessitant un ciblage précis. Parmi les matériaux envisagés pour de telles applications, la 

silice possède plusieurs avantages. Le premier est la facilité de synthèse et l’adaptabilité des 

fonctionnalisations possibles (Wang 2008, Taylor-Pashow 2010), permettant même d’intégrer 

une fonctionnalité d’imagerie dans les particules encapsulant un principe actif (Cheng 2010). 

D’autre part, les particules de silice possèdent une stabilité thermique et chimique supérieure 

à celle systèmes organiques utilisés dans les applications biomédicales (Barbé 2004). Enfin, la 

silice est considérée comme un matériau bio-compatible. 

Dans ce contexte, il n’est pas étonnant que de nombreuses études soient menées sur 

l’utilisation de particules de silice dans le domaine biomédical : imagerie, libération de 

principes actifs, thérapie génique…(Slowing 2008, Rosenholm 2010). Les auteurs de ces 

études ont dû répondre aux impératifs des vecteurs thérapeutiques : stabilité, biocompatibilité, 

méthodes d’encapsulation, modulation du temps de résidence dans l’organisme, contrôle de la 

libération du principe actif et ciblage des particules… En réponse à ces contraintes, des 

particules de structure et de composition de plus en plus complexes ont été obtenues, 

permettant de moduler la réponse biologique mais aussi de contrôler la libération (ciblage et 

profil pharmacocinétique).  

Nous avons vu, dans le chapitre 1 que les capacités réductrices des endosomes peuvent être 

mises à contribution pour contrôler la libération de principes actifs encapsulés dans une 

particule, elles pourraient donc aussi permettre de contrôler la dégradation de particules 

hybrides contenant des ponts disulfures dans leur structure. En effet, lors de leur 

internalisation, ces particules hybrides se trouveront confrontées à un environnement 

réducteur entraînant la rupture de ponts disulfures. Si les ponts disulfures sont intégrés à la 

structure de la particule, tout en étant accessibles aux protéines réductrices, leur rupture peut 

fragiliser la particule et donc favoriser sa dégradation. C’est pour répondre à cette question 

que le comportement en environnement cellulaire, mimé ou réel, des particules n%SS a été 

étudié. Avant de s’intéresser à leur comportement en environnement cellulaire, il est 

important de déterminer la structure des particules, et notamment répondre aux questions 

suivantes : le disulfure est-il intégré sans être dégradé ? Où se situent les disulfures: en surface 

et /ou dans le cœur des particules ? 
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5.1 Etude de la structure des particules n%SS par RMN du solide 

Les différentes caractérisations présentées dans le chapitre 2 montrent que le taux de ponts 

disulfures a une incidence sur certaines propriétés physiques des nanoparticules : charge de 

surface, surface spécifique, aspect plus ou moins homogène en MET et nombre de 

groupements éthoxy présents dans les particules finales. Pour mieux comprendre la structure 

des particules et la répartition des disulfures, une série de mesures en RMN du solide a été 

menée et analysée à l’aide de Guillaume Laurent et Sylvie Masse. Ces mesures permettent 

d’évaluer la condensation de la silice, la répartition des silanes dans les particules et la 

mobilité des espèces. 

5.1.1 CONDENSATION, INTEGRITE DU DISULFURE ET MOBILITE DES ESPECES : 

RESULTATS DES EXPERIENCES DE POLARISATION CROISEE 

Des acquisitions RMN 1D CP-MAS 1H-13C et 1H-29Si ont été réalisées sur un spectromètre 

RMN du solide Bruker AVANCE III 300 (fréquence de Larmor du proton : %L = 300 MHz).  

5.1.1.1 Spectres de polarisation croisée {
1
H}-

13
C 

Les spectres CP {1H}-13C apportent plusieurs informations sur la structure des particules. En 

plus des signaux attribuables à la chaîne carbonée de l’APTES (9,6 ppm, 21,4 ppm et 42,8 

ppm) et des éthoxy résiduels des alcoxydes non hydrolysés ( 17,7 ppm, 18,9 ppm, 58,8 ppm et 

60,7 ppm), le pic à 42 ppm prouve que le disulfure est bien incorporé, et ce sans réduction de 

la fonction disulfure en thiol. En effet, entre un groupement disulfure et un thiol, le signal du 

carbone en & de l’atome de soufre a un déplacement chimique différent : 42 ppm dans le 

premier cas et 29 ppm dans le second cas. Or aucun signal à 29 ppm n’est observé (figure 5.1-

a). Par ailleurs, bien que les expériences CP ne soient pas quantitatives, comme l’ensemble 

des spectres a été enregistré dans les mêmes conditions, on peut les comparer entre eux.  

Lorsqu’on compare la somme des intensités des pics correspondant aux différents 

groupements (figure 5.1 b), obtenus en fittant chacun des pics expérimentaux présents sur les 

spectres {1H}-13C CP MAS sous DmFit (Massiot 2002) par ajustement avec des pics 

modélisés en intensité, largeur, position et rapport Gaussien/Lorentzien, on constate que la 

composante correspondant au disulfure augmente dans la série n%SS quand n passe de 0 à 

40%, en accord avec les résultats de l’analyse élémentaire présentés dans le chapitre 2. De 
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plus, la présence de FITC ne modifie pas le signal RMN de la composante disulfure dans les 

particules contenant 20% et 40% de disulfure. 

 

@KLMNO)3H*/)QG)Spectre RMN {1H}-13C CP MAS, b) évolution de la somme des intensités du disulfure, de 

l’APTES et des ethoxy, c) spectre RMN {1H}-29Si CP MAS et d) comparaison des spectres {1H}-29Si CP 

MAS)O\)!".-#)VTMN)YOU)VQN\KSMYOU)<=I00)RTR)XYMTNOUSOR\OU)

En parallèle, on trace l’évolution de la composante éthoxy. Les groupements ethoxy visibles 

en RMN résultent de l’hydrolyse incomplète des différents précurseurs de silice (TEOS, 

APTES et disulfure). La composante éthoxy est quasi-constante pour 0 et 10%, augmente 

entre 10% et 20% de disulfure avant d’atteindre un second palier au-delà de 20%. La quantité 

d’eau (nécessaire à l’hydrolyse des précurseurs) introduite étant constante dans les synthèses 

avec les différents taux de disulfure,  cela pourrait expliquer que lorsqu’on introduit plus de 

silanes, l’hydrolyse devient moins bonne. D’un point de vue stœchiométrique, la quantité 

d’eau introduite est en léger excès (entre 2,2 et 2,7 fois plus d’eau que de groupements ethoxy 

à hydrolyser), mais cet excès n’est peut-être pas suffisant pour permettre cinétiquement une 

hydrolyse complète des différents précurseurs. L’absence d’évolution de la composante 

ethoxy pour les particules 20%SS, 30%SS et 40%SS, malgré l’ajout d’une quantité croissante 

de disulfure, pourrait être due à la faible différence de quantité totale de groupements ethoxy à 
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hydrolyser par rapport à la quantité d’eau introduite. Par ailleurs, cette composante est 

similaire dans les particules non fluorescentes contenant 20% et 40% de disulfure. 

Enfin, la composante APTES diminue lorsque le taux de disulfure augmente jusqu’à atteindre 

20%, puis reste stable entre 20 et 40% de disulfure. Cette évolution ne correspond pas 

exactement à l’évolution de la quantité de FITC incorporée (cf chapitre 2) mais la différence 

est probablement due à l’APTES en excès (sans FITC) incorporé dans les particules. 

5.1.1.2 Spectres de polarisation croisée {
1
H}-

29
Si 

Les spectres {1H}-29Si CP MAS permettent d’obtenir des informations complémentaires sur 

le degré de condensation des différents atomes de silicium présents dans les particules. En 

spectroscopie RMN 29Si, il existe une nomenclature usuelle pour désigner les différents 

atomes de silicium selon leurs fonctionnalités. On utilise la terminologie Qn et Tn pour les 

silanes non ou monofonctionnels, où n représente le nombre d’atomes d’oxygène pontants liés 

à l’atome central de silicium (figure 5.2). 

 

 

@KLMNO)3H9/)#ONPKRTYTLKO)ZOU)ZKXXdNOR\U)\fVOU)Z6Q\TPOU)ZO)UKYKSKMP)

 

De façon générale, on observe que plus la quantité de disulfure introduite augmente, plus 

l’intensité des pics des composantes T augmente, avec en parallèle une diminution de 

l’intensité du signal Q3 en CP (figure 5.1 c, pic à -101 ppm). L’augmentation de l’intensité des 

composantes T est liée à la présence d’un plus grand nombre de silanes dans le système. De 
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plus, la présence d’APTES-FITC modifie peu les spectres RMN 29Si des particules avec 20% 

et 40% de disulfure. On note tout de même une augmentation de l’intensité des composantes 

T et une diminution de l’intensité de la composante Q3 pour les particules 40%SS 

fluorescentes comparées aux particules non fluorescentes. Cette tendance semble être due à 

un environnement différent en présence d’APTES, avec notamment un éloignement des 

protons des atomes de silicium sondés qui impliquerait un transfert d’aimantation des protons 

vers les atomes de silicium moins important. Pour expliquer ce phénomène, on peut suggérer 

que la présence de l’APTES à proximité des atomes de silicium Q3 induirait une liaison 

hydrogène entre le proton du silanol restant et le groupement amine de l’APTES. 

Par ailleurs, on constate, au-delà de 20% de disulfure, l’apparition sur le massif T de deux 

pics fins à -46 ppm et -53 ppm. Le fait que ces pics soient fins et soient peu apparents en CP 

(leur intensité augmente lorsque l’on augmente le temps de contact en CP, et augmente en 

HPDec comparativement à la CP) suggère qu’ils sont dus à des espèces particulièrement 

mobiles. On peut donc faire l’hypothèse que ces pics résultent d’espèces de surface, mal 

hydrolysées et appartenant peut-être à un silane bpendantb, i.e. greffé par un de ses atomes de 

silicium tandis que l’autre n’a pas réagi et présente donc un groupement T0. Pour confirmer 

l’attribution de ces pics à des espèces mobiles, une expérience INEPT {1H}-29Si a été réalisée. 

5.1.1.3 INEPT {
1
H}-

29
Si 

L’utilisation d’une séquence INEPT permet d’obtenir la réponse des espèces mobiles, 

difficiles à observer en CP du fait d’un transfert d’aimantation faible. Les particules étudiées 

possèdent à la fois des groupements rigides et d’autres plus mobiles. Ce sont ces derniers que 

l’on essaye d’observer grâce à cette séquence. Cependant, nous avons rencontré quelques 

problèmes de mise en œuvre à cause de la rigidité partielle des groupements (comportement 

mixte, dénotant certes une certaine mobilité des espèces, mais encore insuffisante pour obtenir 

une expérience INEPT dans des conditions standard, à cause d’un temps de relaxation T2 trop 

court). Seules les particules 30%SS ont été étudiées par cette méthode et seules les particules 

non flurorescentes ont permis d’obtenir une acquisition avec la séquence INEPT, à condition 

toutefois de monter la température à 80°C durant l’acquisition, pour augmenter la mobilité de 

ces groupements. Les particules 30%SS fluorescentes ont présenté une rigidité trop 

importante pour donner lieu à un signal INEPT dans les mêmes conditions. 

Ces expériences permettent d’obtenir la signature spectrale des espèces mobiles, qui 

correspondent effectivement aux pics observés en CP à -46 et -53 ppm (figure 5.1 d). On peut 

supposer que le pic à -46 ppm correspond aux T0 d’un disulfure pendant. Pour déterminer plus 
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en détail la structure des particules et notamment la répartition du disulfure, des expériences 

de corrélations à 2 dimensions (2D) ont été réalisées. 

5.1.2 REPARTITION DES SILANES DANS LES PARTICULES : EXPERIENCES DE 

CORRELATION HETERONUCLEAIRE 

Des expériences 2D de corrélation hétéronucléaire (1H-29Si et 1H-13C) ont été acquises pour 

les échantillons 30%SS (avec et sans fluorescéine) (figure 5.3 a-b).  
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Chaque spectre 2D montre la corrélation des protons soit avec les atomes de carbone soit avec 

les atomes de silicium. En croisant les données obtenues par ces deux expériences, il est alors 

possible d’établir quels types d’atomes de carbone sont proches de quels types d’atomes de 

silicium (figure 5.3 c). L’analyse des deux spectres 2D donne les informations de proximité 

spatiale résumées sur le graphique de la figure 5.3 c. On constate que les atomes de silicium 

des silanes (T1 et T2) sont proches de groupements éthoxy, ce qui traduit leur hydrolyse 

incomplète.  

Une des informations importantes que l’on peut noter est qu’il existe des groupements éthoxy 

à proximité d’atomes de silicium Q4. Pour obtenir cela, il faut tout d’abord qu’il y ait, dans le 

cœur des particules, des silanes non entièrement hydrolysés dans le cœur des particules. De 

plus, ces mêmes atomes Q4 sont proches des atomes de carbone du groupement propyl du 

disulfure ou de l’APTES. Les mêmes expériences menées sur les particules non fluorescentes, 

où le seul silane est le disulfure, donne des résultats similaires sur la proximité spatiale des 

différents groupements par rapport aux atomes de silicium Q4. On peut donc supposer que ces 

atomes de silicium de cœur sont à proximité de disulfures non entièrement hydrolysés ni 

condensés. Compte tenu de l’aspect des particules en MET, on peut faire l’hypothèse qu’il 

existe au sein des particules des b0*,B.(b formées de disulfure ayant une extrémité de la 

chaîne pendante (figure 5.4), le diamètre de ces poches électroniquement moins denses étant 

compatible avec la longueur de la molécule de disulfure. 

 

@KLMNO)3HA/)0S^dPQ)ZO)U\NMS\MNO)ZOU)VQN\KSMYOU)<=I00)
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5.1.3 BILAN SUR LA STRUCTURE DES PARTICULES 

Les études de RMN ont permis de montrer que le disulfure est incorporé dans les particules 

sans être dégradé (intégrité du pont S-S). Par ailleurs, la présence de fluorescéine et d’APTES 

ne semble pas modifier de façon majeure la structure des particules, les différences de 

comportement des particules fluorescentes seront donc dues principalement à la présence de 

pont disulfure et non à la présence de fluorescéine. De plus, il semble que le disulfure soit 

présent en surface mais aussi au sein de bpochesb au cœur des particules, poches formées par 

des disulfures condensés par un seul de leurs atomes de silicium, restant pendant et étant non 

complètement hydrolysé. Les disulfures de surface seront accessibles aux protéines 

réductrices. Ceux du cœur ne le seront pas nécessairement, cependant ils contribueront à la 

différence de comportement des particules puisqu’ils en modifient la structure interne. 

 

5.2 Comportement des nanoparticules en environnement 

cellulaire mimé 

5.2.1 INFLUENCE D’UN PH ACIDE SUR LA DISSOLUTION 

Lorsqu’on suit l’évolution de la quantité d’acide silicique libéré par dissolution des particules 

n%SS dans un tampon acétate à pH 4,5 à 37°C (figure 5.5), on constate que globalement, plus 

le taux de disulfure augmente plus la quantité d’acide silicique libérée diminue, sauf à partir 

de 30%. En effet, pour les particules avec 30% ou 40% de disulfure, la courbe de dissolution 

obtenue par dosage de l’acide silicique libéré est similaire. Ceci indique qu’au delà de 30% de 

taux initial de disulfure, l’augmentation du nombre de disulfures dans les particules ne 

modifie pas la libération d’acide silicique par dissolution. 

On peut corréler ce résultat avec la structure des particules où il semble y avoir des silanes à 

la fois en surface et dans le cœur des particules. Comme précisé dans le chapitre 2, le dosage 

ne tient compte que de l’acide silicique libéré. Or plus le taux de disulfure augmente plus on a 

de chances de libérer l’organosilane soufré lors de la dissolution, et ce dernier est invisible au 

dosage mais participe à l’équilibre de solubilité. Il semble donc que l’introduction de disulfure 

modifie peu la dissolution des particules à pH 4,5.  
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On peut cependant constater que, comme attendu, la dissolution est ralentie à pH 4,5 par 

rapport à pH 7. En effet, après 72 heures à pH 4,5, la dissolution des particules 0%SS n’a pas 

encore atteint son équilibre tandis qu’elle l’atteint après 24 heures à pH 7(chapitre 2). De 

même, pour les particules incorporant des ponts disulfures, après 7 jours, le système n’a 

toujours pas atteint l’équilibre de dissolution à pH 4,5 alors que c’est le cas à pH 7. 
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L’acidité des compartiments d’endocytose aura donc comme seul effet un ralentissement de la 

dissolution, et ce malgré l’introduction de disulfure au sein des particules. 

 

5.2.2 INFLUENCE DE L’ENVIRONNEMENT REDUCTEUR 

Avant de valider notre hypothèse de travail, à savoir que l’introduction de ponts disulfures au 

sein des particules permettrait de favoriser leur dégradation intracellulaire, il faut s’assurer 

que ces ponts disulfures, une fois intégrés à la matrice de silice, peuvent toujours être réduits 

en thiol. Afin de s’en assurer, nous avons suivi la réduction des ponts disulfures in vitro par 
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du DTT (réaction décrite sur la figure 5.6), à 37°C et pH 7, sous atmosphère N2 (pour éviter 

l’oxydation du DTT par le dioxygène de l’air).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La figure 5.7 présente l’évolution de l’absorbance du DTT oxydé, reflet de la réduction des 

ponts disulfures présents dans les particules. Les particules 0%SS donnent un signal nul, ce 

qui confirme que le DTT ne peut réagir qu’avec les disulfures et que le dioxygène a été 

effectivement enlevé du système. 

Un des premiers résultats obtenus en analysant ces courbes est que la réduction des disulfures 

contenus dans les particules est un phénomène lent. En effet, contrairement à la dissolution 

qui atteint un palier après une semaine, pour les particules 10%SS et 20%SS il faut trois 

semaines pour atteindre l’équilibre et après deux mois d’étude, il reste encore des disulfures à 

réduire dans les particules 30%SS et 40%SS.  

Lorsqu’on analyse les courbes d’oxydation du DTT, on constate que le taux de disulfure 

(entre 10 et 40%) n’a pas d’influence sur la quantité de DTT qui réagit au cours des 7 

premiers jours. Durant les deux semaines suivantes, on observe une différence de 

comportements pour les particules avec 10% et 20% de disulfure et celles avec plus de 20%. 

Les particules avec plus de 20% de disulfure ont toutes un comportement similaire vis-à-vis 

de l’oxydation du DTT tandis que ce phénomène est un peu plus faible pour les particules 

10%SS et 20%SS. A partir de trois semaines de suivi, on observe un plateau pour la réduction 

des disulfures des particules 10%SS et 20%SS tandis que pour les particules avec plus de 

30% de disulfure, la réduction continue mais semble ralentir un peu. 
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Il est intéressant de noter que lorsque l’expérience est menée à température ambiante (20°C) 

on n’observe pas de d’oxydation du DTT pendant plus d’un mois. Il semble donc que la 

réduction des disulfures présents dans les particules par le DTT dépende de l’agitation 

thermique, résultat probable de la nécessité de fournir une certaine énergie au système pour le 

faire réagir. Cette énergie thermique peut être nécessaire pour franchir la barrière énergétique 

de la réaction ou pour accélérer la vitesse de dissolution. Cependant, 37°C est la température 

de travail en présence de cellules, donc l’extrême lenteur de la réaction à 20°C n’est pas un 

problème. 

La cinétique lente de l’oxydation du DTT dans les particules contenant les ponts disulfures 

peut être due à la difficulté d’accès du DTT au disulfure. Ceci expliquerait aussi pourquoi il 

faut une certaine énergie thermique pour observer la réaction. L’absence de différence dans 

l’oxydation du DTT par les différentes particules n%SS lors de la première semaine peut 

résulter de la réaction du DTT avec des disulfures d’accessibilité similaire, probablement 

situés en surface des particules. 
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5.2.3 BILAN 

Cette étude a permis de montrer que l’introduction de ponts disulfures n’a pas d’incidence sur 

la dissolution à pH acide. Cette dernière est cependant, comme attendu, ralentie par rapport à 

pH 7. Le pH rencontré dans les endosomes puis les lysosomes aura donc comme seul effet de 

ralentir la dissolution des particules. 

Par contre, la présence de ponts disulfures rend les particules sensibles à un environnement 

réducteur. En effet, bien que ce soit un phénomène très étalé dans le temps, on observe 

l’oxydation de DTT en présence des particules n%SS, ce qui traduit la réduction des ponts 

disulfures, seules espèces dans le milieu capables d’oxyder le DTT. La différence de taux de 

disulfure ne modifie pas la réaction sur la première semaine d’étude, par contre au-delà, on 

observe une différence de comportement entre les particules possédant plus ou moins de 20% 

de disulfures. 

 

5.3 Internalisation des nanoparticules et toxicité 

5.3.1 INTERNALISATION ET LOCALISATION INTRACELLULAIRE 

Lorsqu’on suit l’internalisation des particules n%SS dans les cellules exposées à une 

suspension à 0,6 mg/mL dans du milieu de culture, on constate que l’introduction de ponts 

disulfures modifie le processus. En effet, lorsqu’on regarde les cellules 24 heures après l’ajout 

des particules, on observe des particules 0%SS internalisées (figure 5.8 a). Lorsqu’on 

introduit des ponts disulfures, pour un taux de 10% il semble y avoir quelques poches 

d’internalisation des particules (figure 5.8 b). Lorsque le taux de disulfure augmente, on 

n’observe plus de particules internalisées. Pour des taux de 20% et 30% on observe des 

particules en interactions avec la membrane (figure 5.8 c-d), ce qui n’est plus le cas pour les 

particules 40%SS (figure 5.8 e). Après une semaine d’exposition, les particules sans ponts 

disulfures sont présentes dans de nombreuses vésicules acides (signal bleu cyan dû à la 

colocalisation de la FITC et du Lysosensor, figure 5.8 f). Les particules incorporant des ponts 

disulfures, quant à elles, sont visualisées dans des vésicules acides mais en nombre plus 

restreint que les particules 0%SS (figure 5.8 g-j). 
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Pour visualiser plus précisément les particules internalisées, les cellules ont été fixées après 7 

jours d’exposition aux particules n%SS. La première constatation que l’on peut faire est que 
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les particules sont internalisées dans des vésicules, quel que soit le taux de disulfure (figure 

5.9). En outre, le nombre de particules par vésicule est variable et ne semble pas dépendre du 

taux de disulfure. Enfin, si on compare ces photos avec l’internalisation des particules Si+60, 

de diamètre comparable, on constate que les particules n%SS sont moins agglomérées et 

moins nombreuses dans les vésicules (figure 5.9 a-b). Lorsqu’on observe les particules 

internalisées, il est intéressant de noter qu’elles présentent un aspect cœur-coquille, comme si 

le cœur des particules s’était dissous, laissant place à une capsule de silice (figure 5.9 b-d-f-h). 

Pour suivre l’évolution de ces particules internalisées, la culture des cellules a été poursuivie 

sans particules pendant une semaine après les 7 jours d’exposition. Les clichés de MET 

montrent qu’il y a relativement peu de particules dans les cellules, contrairement au cas des 

particules Si+60, et celles-ci sont regroupées dans des vésicules (figure 5.10). Les particules 

10%SS et 20%SS internalisées apparaissent comme poreuses (figure 5.10 b et d) tandis que 

les particules 30%SS et 40% apparaissent comme granuleuses (figure 5.10 f et h), mais leur 

diamètre est peu modifié par rapport à leur diamètre initial. 

L’introduction de ponts disulfures dans les particules modifie donc leur interaction avec les 

cellules. En effet, en présence de ponts disulfures, la cinétique d’internalisation est ralentie. 

Les particules n%SS s’agrègent rapidement dans le milieu de culture (cf chapitre 2), ce qui 

peut expliquer l’internalisation plus lente. Par ailleurs, le nombre de particules internalisées 

semble réduit lorsque ces dernières possèdent des ponts disulfures. Enfin, le devenir des 

particules au sein des cellules est modifié. Tandis que les particules sans disulfure subissent 

une dissolution intracellulaire qui diminue leur diamètre, les particules n%SS semblent subir 

une dissolution intracellulaire différente, induisant la formation de capsules de silice par 

dissolution du cœur des particules. Ce point sera abordé plus en détail dans le paragraphe 

5.3.3. 

Ces résultats montrent que l’introduction de ponts disulfures, en modifiant la structure des 

particules et leur surface, permet de modifier leur internalisation par les cellules. En présence 

de disulfure, le phénomène est plus lent et semble plus limité. Par ailleurs, l’introduction de 

ponts disulfures a un autre effet puisqu’elle modifie le comportement intracellulaire des 

particules. 
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5.3.2 TOXICITE DES PARTICULES N%SS 

Le suivi par microscopie montre que les particules de silice n%SS sont présentes dans les 

fibroblastes. Il est donc nécessaire de s’assurer que cette internalisation ne perturbe pas leur 

viabilité. L’évolution de l’activité métabolique, suivie par le test à la résazurine, montre 

l’absence d’effet néfaste sur les cellules des particules jusqu’à 7 jours d’exposition (figure 

5.11). On observe cependant une augmentation de l’activité métabolique des cellules 

exposées aux particules 10%SS et 20%SS après 24 heures et 72 h, effet qui se résorbe après 7 

jours. On peut suggérer, à la lumière de l’étude sur les particules sans disulfure, que durant les 

3 premiers jours les cellules répondent à une situation de stress induite par la présence des 

particules, avant de s’adapter à la situation. 
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Il semble donc que, comme en l’absence de ponts disulfures, les particules n%SS, d’environ 

40 nm de diamètre, ne sont pas toxiques pour les fibroblastes dermiques humains, et ce 

jusqu’à 7 jours d’exposition continue à une suspension à 0,6 mg/mL de particules. Ce résultat 

est encourageant pour l’utilisation de ces particules dans des applications médicales.  
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5.3.3 EXOCYTOSE ET DISSOLUTION INTRACELLULAIRE 

L’étude précédente a montré que les particules peuvent rentrer dans les cellules. Leur 

présence dans des vésicules intracellulaires suggère que l’internalisation se fait par un 

mécanisme d’endocytose. Ce phénomène a été mis en évidence pour les particules sans pont 

disulfure dans le chapitre 3 en utilisant des inhibiteurs des voies principales d’internalisation 

(clathrine et caveolae). La même étude a été menée avec les particules n%SS mais ne conduit 

pas à des résultats probants du fait du nombre limité de particules internalisées observables en 

microscopie à fluorescence après 24 heures d’exposition.  

Une fois l’internalisation mise en évidence, la question qui se pose ensuite est : que 

deviennent les particules internalisées ? Pour répondre à cette question, nous avons exposé les 

cellules pendant une semaine aux différentes particules n%SS. Puis, après rinçage, nous avons 

mesuré, par fluorescence, l’évolution de la quantité de particules et de formes solubles 

excrétées par les cellules. La figure 5.12 représente ces courbes d’évolution, exprimée en 

pourcentage de l’intensité initiale, pour l’ensemble des particules n%SS étudiées. La première 

constatation est que l’on observe une libération progressive des particules et des formes 

solubles. Cependant, plus le taux de disulfure augmente plus la quantité de nanoparticules et 

de formes solubles excrétées diminue, pour atteindre respectivement 2 et 4% dans le cas des 

particules 40%SS.  

En fonction du taux de disulfure, on observe deux types de comportement. Soit les cellules 

excrètent majoritairement des particules, c’est les cas pour les particules 0%SS et dans une 

moindre mesure pour les particules 10%SS pour lesquelles au-delà de 72 heures les deux 

contributions sont similaires, soit les cellules excrètent plus de formes solubles que de 

particules, c’est le cas pour les particules 30%SS et 40%SS. Ceci est en accord avec l’étude 

de la réduction des ponts disulfures par le DTT. En effet, si les ponts disulfures sont réduits de 

façon intracellulaire, les particules peuvent être fragilisées impliquant la production de plus de 

formes solubles qui seront potentiellement excrétées. 
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Il est intéressant de noter que l’ajout de ponts disulfures dans les particules de silice semble 

permettre de moduler l’exocytose et/ou la dissolution intracellulaire des particules. A ce stade 

de l’étude il est difficile d’en dire plus, l’augmentation du taux de disulfure peut simplement 

ralentir les phénomènes de dissolution ou d’exocytose, comme elle peut modifier plus 

fortement le comportement des particules dans les cellules. Quelques éléments 

supplémentaires sont apportés par la microscopie électronique en transmission. 

 



Chapitre 5 : Nanoparticules de silice pour la libération intracellulaire de principes actifs 

!

 169 

 

@KLMNO) 3H*</) :KUO) OR) deKZORSO) OR) :.#) ZO) YQ) ZdLNQZQ\KTR) KR\NQSOYYMYQKNO) QVN_U) *A) lTMNU) ZOU)

VQN\KSMYOU)*=I00)FQHSGa)9=I00)FZGa)<=I00)FOG)O\)O`TSf\TUO)ZOU)VQN\KSMYOU)<=I00)QVN_U)*A)lTMNU)FXG)

F[QNNO)*==)RPG)

Lors de l’étude en MET, nous avons constaté la présence de structures organisées liées à la 

présence des particules contenant des ponts disulfures. Ce sont des structures lamellaires, 

observées pour les particules 10%SS, 20%SS et 30%SS mais pas pour les particules 0%SS ni 

pour les particules 40%SS. Ces structures  présentent toutes une périodicité d’environ 4-5 nm 

lorsqu’elles sont bien définies (figure 5.13 b-e) et une structure légèrement plus espacée (7 

nm de périodicité) lorsqu’elles sont en formation (figure 5.13 a), et ce quelles que soient les 

particules entre 10 et 30% de taux de disulfure. Ces structures font penser à des lysosomes et 

résultent probablement de la dégradation intracellulaire des particules, comme le suggèrent les 

clichés de la figure 5.13. Le cliché 5.13-a semble correspondre au début de la dissolution 

intracellulaire des particules, les clichés 5.13-b-c montrent une organisation multi-lamellaire 

mieux définie et enfin le cliché 5.13-d montre une structure multi-lamellaire où aucune 
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particule n’est plus visible. Ces structures résultent probablement de la silicification des 

lysosomes suite à la dissolution des particules. Ceci n’a pas encore été prouvé, l’analyse par 

EDX de la présence de silicium des structures en MET étant perturbée par le signal de 

l’osmium. L’analyse des mêmes échantillons préparés pour le MET en absence d’osmium est 

prévue. 

Par ailleurs, il est intéressant de noter qu’en fonction du taux de disulfure présent dans les 

particules, ces structures sont observées plus ou moins tôt et en quantité plus ou moins 

importante. En effet, pour les particules 10%SS, on observe la formation de ces structures sur 

les clichés à 7 jours d’exposition. Pour les particules 20%SS, cette formation a lieu entre 7 et 

14 jours puisqu’à 7 jours on n’observe que des particules dans des vésicules tandis qu’à 14 

jours on observe ces structures bien définies et sans particules au centre. Dans le cas des 

particules 30%SS, des structures en formation sont visibles à 14 jours. Enfin, lorsque le taux 

de disulfure est de 40%, on n’observe pas de telles structures, ni formées ni en formation, 

même à 14 jours de culture. Il semble donc que la présence de disulfure au sein des particules 

modifie leur dissolution intracellulaire, notamment la cinétique du phénomène. Etrangement, 

plus le taux de disulfure augmente moins les particules semblent subir de dissolution 

intracellulaire, en tout cas plus le phénomène semble retardé. Ce résultat est en accord avec 

les courbes d’exocytose/dissolution présentées figure 5.12. 

Enfin, la figure 5.13 f montre, à 14 jours de culture, des particules SS30% qui se sont 

détachées de la cellule avec un fragment de membrane, ce qui résulte peut-être de l’exocytose 

de particules non dissoutes de façon intracellulaire. 

5.3.4 BILAN SUR L’INTERACTION DES PARTICULES AVEC LES CELLULES 

Cette étude a permis de montrer que l’introduction de ponts disulfures modifie le 

comportement des particules en présence de cellules. En effet, même si toutes les particules 

n%SS étudiées sont internalisées dans les cellules, la cinétique du processus semble d’autant 

plus lente que le taux de disulfure augmente. Par ailleurs, l’incorporation de ponts disulfures 

modifie apparemment la quantité de particules internalisées. Cet effet est, a priori, dû aux  

ponts disulfures eux-mêmes puisque la taille et la charge de surface des particules n%SS 

varient peu. 

D’autre part, la présence des ponts disulfures modifie le comportement intracellulaire des 

particules. En effet, plus le taux de disulfures augmente plus la quantité de nanoparticules et 

de formes solubles libérées par exocytose diminue. Par ailleurs, les particules semblent subir 
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une dissolution intracellulaire dans des structures de type lysosomes, entraînant probablement 

la silicification de ces vésicules multi-lamellaires. Enfin, la dissolution intracellulaire des 

particules n%SS semble démarrer par le cœur des particules, entraînant la formation de 

capsules poreuses de silice. Ce dernier point peut  être intéressant pour la libération d’une 

molécule encapsulée dans le cœur des particules. 

 

5.4 Libération d’un marqueur fluorescent 

Afin de tester la validité de l’utilisation de nanoparticules de silice pour libérer de façon 

intracellulaire par dissolution une molécule encapsulée, nous avons intégré un marqueur 

nucléaire fluorescent (Hoechst 33258) dans les particules de silice. Le choix de cette molécule 

n’a pas d’application directe, il s’agit simplement de montrer que des particules de silice, 

incapables de pénétrer le noyau, peuvent libérer de façon intracellulaire une molécule dont la 

cible est le noyau cellulaire. 

5.4.1 CARACTERISATION DES PARTICULES INCORPORANT LE MARQUEUR 

HOECHST 33258 

Avant d’étudier le comportement des particules incorporant le marqueur fluorescent Hoechst 

33258, il est nécessaire de caractériser les particules.  

L’étude en DLS montre que les particules incorporant le marqueur Hoechst, avec ou sans 

ponts disulfures, ont un diamètre de l’ordre de 200 nm. En ce qui concerne la charge de 

surface, le potentiel zêta mesuré dans l’eau est négatif pour le particules 0%SS, 20%SS et 

40%% avec Hoechst et vaut respectivement -13 mV, -29 mV et -35 mV. Enfin, lorsque ces 

particules sont mises en suspension dans le milieu de culture, leur potentiel zêta vaut -10 mV, 

et ce quel que soit le taux de disulfure. Il semble donc que, malgré une charge de surface plus 

négative quand le taux de disulfure augmente, la couronne de protéines qui se met en place 

dans le milieu de culture annule ces effets de charge. 

L’observation des particules par fluorescence montre que l’intensité de fluorescence de 

Hoechst 33258 dans les particules incorporant des ponts disulfures est environ cinq fois plus 

élevée que dans les particules 0%SS. En effet, pour avoir une intensité de signal comparable 

en microscopie à fluorescence, il est nécessaire d’imposer un temps d’acquisition cinq fois 

plus élevé pour les particules 0%SS. Il est important de préciser ici que les particules ont été 
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dialysées pour retirer les molécules n’ayant pas réagi, la fluorescence mesurée est donc due au 

marqueur Hoechst incorporé dans les particules de silice. Cette différence d’intensité peut être 

due à un nombre plus important de molécules Hoechst incorporées dans les particules 20%SS 

et 40%SS que dans les 0%SS. Ceci pourrait être le résultat de l’incorporation de Hoechst dans 

les bpochesb organiques formées par les molécules du silane BTSPD condensé par un seul de 

ses atomes de silicium. 

Les trois types de particules, 0%SS, 20%SS et 40%SS avec Hoechst, présentent donc un 

diamètre et une charge de surface similaires dans le milieu de culture. Les différences de 

comportement que l’on pourra observer par la suite seront donc liées à la présence des ponts 

disulfures et à l’éventuelle modification des interactions de Hoechst 33258 avec la matrice de 

silice en fonction de la composition des particules. 

5.4.2 LIBERATION DU MARQUEUR HOECHST 33258 DES PARTICULES DE SILICE 

La figure 5.14 présente le suivi par fluorescence de la libération du marqueur Hoechst 33258 

des particules de silice 0%SS. Dans cette étude, le signal bleu représente le marqueur 

Hoechst, le vert correspond toujours à la FITC (et donc initialement aux nanoparticules) et le 

signal rouge correspond à la membrane pour les clichés a et b et à un autre marqueur 

nucléaire (iodure de propidium) pour les autres clichés. Le double marquage du noyau (signal 

rose dû à la colocalisation de Hoechst et iodure de propidium) permet de s’assurer que le 

marqueur Hoechst libéré parvient bien à destination. On observe qu’après 6h d’incubation, il 

semble y avoir quelques particules dans la cellule mais le noyau n’apparaît pas comme 

marqué avec Hoechst (figure 5.14 a). C’est le cas à partir de 8 heures d’exposition (figure 

5.14 b). Pour des temps supérieurs, on constate que le noyau reste marqué avec Hoechst mais 

le nombre de particules présentes dans les cellules diminue progressivement (figure 5.14 c-e). 
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On observe donc une libération assez rapide du marqueur Hoechst, capable d’atteindre le 

noyau, après internalisation des particules. Par ailleurs, rapidement, le nombre de particules 

observables dans les cellules diminue. 
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5.4.3 INFLUENCE DES PONTS DISULFURES SUR LA LIBERATION 

Nous nous sommes ensuite intéressés à l’influence de l’ajout de disulfure dans les particules 

sur la libération du marqueur Hoechst. Puisque le comportement intracellulaire des particules 

n%SS dépend du taux de disulfure, on peut s’attendre à une influence sur la libération du 

marqueur fluorescent Hoechst. On constate tout d’abord que, contrairement aux particules 

sans disulfure, dès 6 heures d’exposition le noyau des cellules est marqué par Hoechst 33258 

et les particules internalisées, pour des taux de disulfure de 20 et 40% (figure 5.15). Ensuite, 

on constate qu’entre 24 heures et 7 jours d’exposition, le nombre de particules présentes dans 

la cellule, mais toujours hors du noyau, augmente de façon continue, contrairement à ce qui 

est observé avec les particules 0%SS. En parallèle, le noyau reste marqué par Hoechst 33258. 

Il semble donc qu’en présence de disulfure, la libération initiale (intra ou extracellulaire) du 

marqueur fluorescent est plus rapide. En effet, après 6 heures d’exposition aux particules 

20%SS+Hoechst et 40%SS+Hoechst le noyau apparaît déjà marqué par Hoechst 33258 tandis 

qu’au même temps d’exposition aux particules 0%SS contenant le marqueur Hoechst 33258, 

le noyau n’apparaît pas marqué. Par contre, contrairement aux particules 0%SS, lorsqu’elles 

possèdent des ponts disulfures les particules s’accumulent dans les cellules pendant les 7 

premiers jours. Par ailleurs, il ne semble pas y avoir de grande différence entre les particules 

20%SS et 40%SS incorporant le marqueur Hoechst 33258. 

Pour interpréter correctement l’influence de la présence de ponts disulfures sur la libération 

d’une molécule encapsulée, il faudra pousser l’étude précédente plus loin. L’un des points 

intéressants à observer serait le devenir des particules sur des temps plus longs. Un autre 

serait le suivi plus précis de l’évolution de l’intensité de Hoechst dans le noyau au cours du 

temps, afin de déterminer précisément si la présence de ponts disulfures influence la libération 

du marqueur. 
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5.4.4 BILAN SUR L’UTILISATION DES PARTICULES DE SILICE POUR LA 

LIBERATION DE MOLECULES ENCAPSULEES 

Lorsqu’il est internalisé dans les particules de silice, le marqueur nucléaire Hoechst 33258 

peut être libéré dans les cellules. Cette libération se fait plus rapidement en présence de 

disulfure dans la matrice de silice. Par ailleurs, il semble que l’ajout de disulfures dans les 

particules permette de moduler la libération du marqueur encapsulé. Cependant ce ne sont que 

des résultats préliminaires et l’étude devra être poussée plus loin pour déterminer l’influence 

exacte des ponts disulfures. Malgré tout, ces résultats sont encourageants pour l’utilisation de 

nanoparticules de silice modifiées pour la libération de principes actifs. Il semble en effet que 

l’introduction d’une fonction disulfure au sein de la matrice de silice soit un paramètre 

permettant potentiellement de moduler la libération d’une molécule encapsulée. Cette 

fonction disulfure a un autre intérêt puisqu’elle semble favoriser la dissolution intracellulaire 

des particules sans apporter de toxicité pour les cellules. Si ce résultat se confirme sur des 

temps d’étude plus longs, cela permettrait de développer des particules biodégradables et 

d’éviter l’accumulation de particules dans les cellules, ainsi qu’un temps de résidence accru. 

 

5.5 Conclusions sur les particules n%SS et leur application pour 

la libération de principes actifs 

En conclusion, cette étude a permis de montrer que l’incorporation de ponts disulfures dans 

des matrices de silice pour obtenir des particules bbiofragmentablesb semble une piste 

intéressante à approfondir. En effet, les particules ainsi obtenues sont sensibles à un 

environnement réducteur, condition rencontrée notamment dans les endosomes ou les 

lysosomes. Cette sensibilité à l’environnement d’internalisation modifie le comportement 

intracellulaire de ces particules par rapport aux particules de silice pleines étudiées dans le 

chapitre 3.  

On observe ainsi que ces particules sont internalisées en nombre plus restreint dans les 

vésicules et ne semblent pas s’agréger. Par contre, très rapidement on observe que les 

particules internalisées présentent une structure de coquille, indiquant la dissolution du cœur 

des particules. Ces phénomènes sont observés pour l’ensemble de la gamme des particules 

étudiées mais avec des cinétiques apparemment d’autant plus lentes que le taux de disulfure 
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est important. Enfin, cette dissolution intracellulaire donne naissance à des structures 

lamellaires, résultats probables de la silicification de lysosomes multi-membranaires. Malgré 

leur internalisation et leur dissolution intracellulaire, les particules n%SS étudiées ne 

présentent pas de toxicité pour les fibroblastes jusqu’à une semaine d’exposition. 

Enfin, pour valider l’applicabilité de ces particules, nous y avons encapsulé un marqueur 

fluorescent. L’étude montre que ce marqueur est libéré dans les cellules et capable d’atteindre 

le noyau. Par ailleurs, les résultats préliminaires suggèrent que l’incorporation de ponts 

disulfures pourrait être un facteur de modulation de la libération.  

Les résultats de cette étude sont donc très encourageants quant à la possibilité de favoriser la 

dégradation intracellulaire des particules de silice et de moduler la libération de molécules 

encapsulées en incorporant une fonction sensible à l’environnement rencontré lors de 

l’internalisation : un pont disulfure. 
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6.1 Synthèse et caractérisation des nanoparticules de silice 

6.1.1 SYNTHESE 

Toutes les synthèses incorporant de la fluorescéine sont conduites à l’abri de la lumière 

(dans des bouteilles enveloppées d’un film d’aluminium). 

Toutes les suspensions de nanoparticules sont purifiées par dialyse (membranes à dialyse 

en cellulose régénérée et seuil de rétention 3500 kDa) dans l’eau – chaque bain de dialyse 

correspond à environ 10 fois le volume de solution de particules à dialyser – avec un total de 

cinq bains d’au minimum 4 heures. La durée des bains de dialyse permet d’atteindre 

l’équilibre des concentrations de part et d’autre de la membrane. Dans le cas des particules 

ayant des groupements amines en surface, le dernier bain est fait dans de l’acide acétique à 17 

mM. Ce dernier permet d’avoir une suspension stabilisée de nanoparticules en condition 

acide. En effet, les groupements amines sont alors protonés, renforçant ainsi les interactions 

électrostatiques répulsives entre particules pour limiter l’agrégation. 

Toutes les particules sont conservées en suspension, à 4°C, à l’abri de la lumière. 

6.1.1.1.1 Greffage covalent de la fluorescéine  

La fluorescéine isothiocyanate (FITC) est greffée de façon covalente au 3-

aminopropyl(triethoxy)silane (APTES) par réaction entre le groupement amine du silane et le 

groupement thiocyanate de la FITC (figure 6.1).  

 

Figure 6-1: Equation bilan du greffage de la fluorescéine sur l’APTES 

 

Un excès d’APTES est mis à réagir avec la FITC dans l’éthanol anhydre, sous agitation 

magnétique à température ambiante pendant 16 heures. La réaction s’effectue en milieu 

anhydre pour éviter l’hydrolyse-condensation de l’APTES. Pour toutes les synthèses de 
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particules fluorescentes, les mêmes concentrations en FITC et APTES sont utilisées. (2,57 

mmol/L de FITC et 171 mmol/L d’APTES dans l’éthanol absolu dans 10 mL d’éthanol) 

6.1.1.2 Synthèse de particules fluorescentes, positives, de diamètre supérieur à 30 nm 

Les particules de diamètre supérieur à 30 nm sont synthétisées par voie sol-gel de type Stöber 

(STöber 1968, Nyffenegger 1993). Dans de l’éthanol, sont ajoutés sous agitation magnétique 

l’ammoniaque (30%), qui sert de catalyseur, puis la source de silice (TEOS, Aldrich) et enfin 

la solution FITC-APTES. Selon le diamètre voulu, les concentrations des différents 

composants sont ajustées (tableau 6.1). Cette solution est agitée à température ambiante 

pendant 48 heures. Les particules ainsi obtenues sont dialysées afin d’éliminer les réactifs 

n’ayant pas réagi (TEOS, APTES, FITC-APTES), le catalyseur (NH4OH), et changer de 

solvant pour avoir une suspension de nanoparticules dans l’eau. Les suspensions sont 

conservées dans l’acide acétique 17 mM. 

Nanoparticules TEOS L-lysine NH4OH APTES-FITC H2O Ethanol 

Si 40 3,8 mL - 4,0 mL 3,8 mL - 100 mL 

Si 200 4,0 mL - 5,5 mL 4,0 mL 3,0 mL 100 mL 

Si 10 4,0 mL 0,255 g - 4,0 mL 51,25 mL - 

Tableau 6-1: Composition des synthèses 

 

6.1.1.3 Synthèse de nanoparticules fluorescentes de diamètre inférieur à 20 nm 

Pour obtenir des nanoparticules de diamètre inférieur à 20 nm, nous avons utilisé le protocole 

dérivé de la synthèse Stöber décrit par L. Thomassen (Thomassen 2010). Le solvant utilisé est 

l’eau et le catalyseur la L-Lysine. Le TEOS est ajouté goutte à goutte à une solution de L-

lysine à 60°C avant la solution FITC-APTES. La solution est laissée sous agitation 

magnétique à 60°C pendant 72 heures. Après dialyse, les suspensions sont conservées dans 

l’eau. 

 

6.1.1.4 Modification de surface : greffage de groupements amines 

Les particules synthétisées par voie Stöber classique ont déjà des groupements amines greffés 

en surface. Par contre les particules obtenues avec la lysine présentent une charge de surface 

négative. Pour obtenir des particules de diamètre inférieur à 20 nm positives, nous avons 
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greffé des groupements amines en surface de ces particules (Badley 1990). Pour cela, avant 

dialyse une partie de la suspension de particules est prélevée et diluée dans de l’éthanol 

absolu. Puis l’APTES et l’ammoniaque sont ajoutés (10 mL de suspension dans 10 mL 

d’éthanol avec 170 µL d’APTES et 800 µL de NH4OH). Cette suspension est laissée sous 

agitation 16 h, à température ambiante. Ensuite, les particules dialysées sont conservées en 

suspension dans de l’acide acétique à 17 mM. 

 

6.1.1.5 Synthèse de nanoparticules incorporant des ponts disulfures 

Les particules n%SS ont été synthétisées par voie sol-gel de type Stöber. Le précurseur de 

silice (TEOS) est ajouté à une solution d’éthanol – ammoniaque, suivi immédiatement de 

l’ajout du silane contenant le pont disulfure (figure 6.2). Selon le taux de disulfure voulu, la 

concentration en composé disulfure est ajustée (tableau 6.2). Les concentrations des autres 

réactifs sont maintenues constantes. Cette solution est laissée sous agitation magnétique à 

température ambiante pendant 48 heures.   

Les particules fluorescentes sont  obtenues en ajoutant la solution FITC-APTES après l’ajout 

du TEOS et du silane contenant le pont disulfure. Ces particules sont conservées en 

suspension dans de l’acide acétique 17 mM. 

 

Figure 6-2: Equation bilan de la synthèse des nanoparticules n%SS fluorescentes 

 

Nanoparticules TEOS NH4OH 30% Disulfure Ethanol * FITC-APTES 

0% 6,0 mL 7,5 mL - 150 mL 6,0 mL 

10% 6,0 mL 7,5 mL 0,54 mL 150 mL 6,0 mL 

20%  6,0 mL 7,5 mL 1,08 mL 150 mL 6,0 mL 

30% 6,0 mL 7,5 mL 1,62 mL 150 mL 6,0 mL 

40%  6,0 mL 7,5 mL 2,16 mL 150 mL 6,0 mL 

Tableau 6-2: Composition des synthèses des nanoparticules hybrides % massique Disulfure/TEOS. 

*uniquement pour les nanoparticules fluorescentes 



Chapitre 6 : Protocoles expérimentaux 

!

 183 

6.1.2 CARACTERISATION DES NANOPARTICULES SYNTHETISEES 

6.1.2.1 Taille et morphologie 

La taille des nanoparticules synthétisées est déterminée à la fois par DLS et par MET. 

 

(i) Diffusion dynamique de la lumière : 

La diffusion dynamique de la lumière (DLS) permet de mesurer le diamètre hydrodynamique 

des particules en suspension, ainsi que la distribution de tailles de ces particules. 

Appareil et protocole opératoire : 

Les analyses sont faites sur un Brookhaven Zeta Plus Analyzer. Pour chaque suspension de 

particules  l’analyse est faite plusieurs fois, sur une durée de 15 min. 

 

(ii) Microscopie électronique en transmission : 

La microscopie électronique en transmission permet de mesurer la taille des particules sans 

leur couche de solvatation. Elle permet aussi de déterminer la morphologie des particules et 

leur homogénéité. 

La microscopie électronique utilise un faisceau d’électrons comme rayonnement, qui permet 

d’atteindre une résolution atomique. Le contraste d’absorption des électrons au sein de 

l’échantillon permet de l’imager. L’image est formée en collectant les électrons transmis à 

travers l’échantillon qui doit être mince. 

Pour étudier les nanoparticules de silice, une suspension de ces nanoparticules est déposée sur 

une grille de cuivre recouverte d’un film de carbone. 

Les microscopes utilisés sont un Jeol 1011 opérant à 100 kV et un FEI Tecnai  opérant à 120 

kV. 

 

6.1.2.2 Structure et composition 

 

(i) Détermination de la charge de surface par potentiel zêta 

La mesure du potentiel zêta de particules en suspension permet d’étudier leur charge de 

surface et leur stabilité. Cette mesure est effectuée en déterminant la mobilité 

électrophorétique (vitesse des particules dans un champ électrique) des particules par 

vélocimétrie laser Doppler et en y appliquant l’équation de Henry. 
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Appareil et protocole opératoire 

Toutes les mesures ont été effectuées avec un Zeta Plus de Brookhaven. Deux à trois 

millilitres d’une suspension de particules dans une solution de KCl 10 mM ou dans du milieu 

de culture sont placés dans la cellule. L’électrode est introduite en prenant soin de ne pas 

former de bulles dans la cellule. 

 

(ii) Détermination de la composition par analyses élémentaires 

Les échantillons des nanoparticules n%SS sèches ont été envoyés au service central d’analyse 

du CNRS de Solaize. Le silicium est dosé par ICP-AES, le carbone et l’azote par 

catharométrie et le soufre par infrarouge. Cette analyse permet d’obtenir le rapport massique 

des différents éléments. 

 

(iii) Greffage du fluorophore 

- Fluorescence  

Les spectres de fluorescence des nanoparticules greffées avec la FITC sont enregistrés sur un 

spectromètre Horiba Jobin Yvon FluoroMax 3, avec une excitation à 485 nm. 

 

- Détermination du taux de greffage de la FITC par spectroscopie UV-visible 

 

Le taux de greffage de fluorescéine correspond à la fraction de FITC réellement incorporée 

dans les particules au cours de la synthèse. Pour le déterminer, les particules sont dissoutes en 

milieu basique (NaOH 0,2 M). Cette étape permet de libérer la fluorescéine dont la 

concentration est ensuite déterminée par absorbance UV-visible. Le spectre d’absorption de la 

fluorescéine est très sensible au pH et à la polarité du solvant, il faut donc s’assurer d’avoir la 

bonne concentration finale en NaOH. Pour s’assurer que la dissolution est complète, la 

réaction est poursuivie pendant 24 heures, puis l’absorbance à 490 nm est mesurée. Afin de 

déterminer la concentration en fluorescéine, une gamme étalon de FITC dissoute dans NaOH 

0,2 M est préparée. On en déduit le coefficient d’absorption molaire de la FITC dans ces 

conditions qui vaut 5,19.104 mol-1.L.cm-1. Il faut noter que ce protocole fait l’hypothèse 

suivante : soit la liaison APTES-FITC est rompue en conditions basiques, soit cette liaison ne 

perturbe pas le spectre d’absorption UV-visible. 
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(iv) Détermination de la concentration massique 

Après dialyse, trois échantillons de 2 mL de suspension de nanoparticules sont mis à évaporer 

dans des boîtes de Pétri tarées. Lorsque les particules sont sèches, les boîtes sont pesées et  la 

concentration massique utilisée dans les expériences est la moyenne des trois valeurs.  

 

(v) Détermination de la surface spécifique et de la porosité par manométrie d’adsorption 

d’azote 

Pour déterminer la surface spécifique et la porosité des matériaux, on réalise une isotherme 

d’adsorption d’azote à 77 K. Lorsqu’il se trouve en contact d’un matériau solide, l’azote va 

s’adsorber en surface de ce dernier. L’ensemble des états d’équilibre N2 gaz <-> N2 adsorbé, 

tracé en augmentant la pression correspond à l’isotherme d’adsorption. On suit de même la 

désorption du gaz lorsque la pression diminue.  

L’analyse de l’isotherme d’adsorption par la méthode BET (Brunauer, Emmett et Teller) 

permet d’avoir accès à la surface spécifique, en reliant le volume des molécules adsorbées à la 

surface du matériau étudié. Cette méthode suppose que l’adsorbant occupe la surface en 

monocouche, qui est par la suite recouverte d’une couche supplémentaire… La surface 

spécifique est calculée en multipliant l’aire d’encombrement d’une molécule de gaz sonde par 

le nombre de molécules formant la monocouche Nm. Nm peut être déterminé grâce au volume 

de gaz adsorbé (Vm) correspondant à la monocouche (Nm=Vm*Na/22414, Na nombre 

d’Avogadro et 22414 volume occupé par une mole d’azote dans les conditions normales de 

température et de pression). La surface occupée par une molécule d’azote peut être calculée et 

vaut 16,2 Å2. On en déduit que la surface spécifique vaut SBET =4,37.Vm. 

La porosité est déterminée par analyse de la distribution de la taille des pores ou par la 

méthode &s. 

Les isothermes d’adsorption d’azote des différentes nanoparticules de la série n%SS ont été 

réalisées sur un Belsorp …  

 

(vi) Détermination de la structure et de la condensation des particules par RMN du 

solide 

La résonance magnétique nucléaire est une technique d’analyse spectroscopique, permettant 

d’examiner l’influence des atomes voisins sur la variation d’énergie entre les états de spin du 

noyau de l’élément étudié. Sous l’effet d’un champ magnétique intense, il est possible 

d’observer des spectres influencés par différentes interactions comme par exemple le 

déplacement chimique ('). 
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Contrairement à ce qui se passe dans les liquides, en solide les interactions anisotropes 

(couplage dipolaire, déplacement chimique, …) ne sont plus moyennées par le mouvement 

brownien. Ces contributions induisent un élargissement des raies rendant l’information 

délicate à exploiter. Divers techniques sont développées afin d’annuler ou de minimiser ces 

interactions. Celles qui ont été utilisées sont brièvement décrites. 

Rotation à l’angle magique : 

Pour améliorer la résolution des spectres RMN du solide, Andrew et al. et Lowe et al. 

(Andrew 1958, Lowe 1959) ont conçu une méthode appelée rotation à l’angle magique ou 

MAS (Magic Angle Spinning). Cette technique consiste à faire tourner l’échantillon dans le 

spectromètre, à une fréquence de quelques milliers ou dizaines de milliers de Hertz, autour 

d’un axe incliné par rapport à la direction verticale du champ B0 d’un angle ( égal à 54°44’. 

Cet angle appelé « angle magique » permet de réduire l’influence des interactions anisotropes. 

Polarisation croisée et rotation à l’angle magique CP-MAS : 

Les spectres de RMN du silicium 29 et du carbone 13 ont été enregistrés en utilisant la 

technique de polarisation croisée avec rotation à l’angle magique. La polarisation croisée 

consiste à transférer l’aimantation d’un noyau abondant A comme le proton vers un autre 

noyau plus rare tel que le carbone ou le silicium, grâce au couplage dipolaire entre les deux 

noyaux. La modification du temps de contact (temps durant lequel le transfert d’aimantation 

est autorisé) permet d’observer sélectivement des noyaux H-C en proximité spatiale. Pour les 

temps de contact les plus courts, seuls les sites les plus proches des noyaux A sont observés. 

La forme des raies permet d’avoir des informations sur la mobilité des espèces regardées. 

Cependant, la technique CP-MAS n’est pas quantitative.  

Spectres 2D HET-COR, corrélation de déplacements chimiques hétéronucléaire : 

Le spectre HET-COR permet de corréler les raies du spectre 1H avec celles du spectre 29Si ou 
13C d’un échantillon. Cette corrélation apporte des informations sur les interactions entre les 

différents protons et atomes de silicium ou de carbone, et en couplant ces deux spectres 2D, 

on obtient des données sur les interactions silicium-carbone. On peut ensuite en déduire des 

informations structurales basées sur la proximité spatiale des atomes en interaction. 

 

Les expériences de RMN du solide ont toutes été menées sur un spectromètre BRUKER 

AVANCE III 300 WB (champ magnétique statique B0 = 7.04 T, fréquences de Larmor : 300 

MHz pour 1H, 75.51 MHz pour 13C et 59.66 MHz pour 29Si). 
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RMN 1D 

Les expériences de polarisation croisée RMN 1D {1H}-13C CP-MAS et {1H}-29Si CP-MAS 

ont été réalisées en utilisant une sonde CP/MAS double résonance 7 mm. Les échantillons ont 

été placés dans un rotor en zircone mis en rotation à l’angle magique (MAS) à 5 kHz. Pour 

ces expériences, des impulsions de radiofréquence de 90° ont été utilisées. Les acquisitions 

ont été conduites avec découplage du proton (spinal 64, !1H=50 kHz), en utilisant un temps de 

recyclage de 1 s, un temps de contact de 1 ms pour les expériences {1H}-13C CP-MAS et de 3 

ms pour les expériences {1H}-29Si CP-MAS en utilisant une rampe croissante, et un nombre 

de scans (NS) de 4096. Pour le traitement du signal, une apodisation exponentielle (LB) de 30 

Hz pour les expériences {1H}-13C CP-MAS et de 50 Hz pour les expériences {1H}-29Si CP-

MAS a été appliquée avant de faire la transformée de Fourier.  

L’expérience INEPT {1H}-29Si a été réalisée en utilisant une sonde triple résonance 4 mm, en 

chauffant le dispositif à 353 K, avec une fréquence de rotation de 8 kHz, un temps de 

recyclage de 2s, des temps caractéristiques d’évolution et de refocalisation de 5 ms 

synchronisés sur la fréquence de rotation, un NS de 72240 et une apodisation exponentielle 

(LB) de 10 Hz. 

RMN 2D 

Les expériences RMN 2D {1H}-13C HETCOR et {1H}-29Si HETCOR ont été réalisées en 

utilisant une sonde CP/MAS double résonance 4 mm et un rotor en zircone mis en rotation à 

l’angle magique (MAS) à 14 kHz. Les acquisitions ont été réalisées en utilisant une fenêtre 

spectrale de 14000 Hz et 32 tranches sur f1, un temps de recyclage de 1s, un temps de contact 

de 1 ms pour l’HETCOR {1H}-13C et de 3 ms pour l’HETCOR {1H}-29Si avec une rampe 

tangente, un nombre de scans de 1680 pour l’HETCOR {1H}-13C et de 6800 pour l’HETCOR 

{1H}-29Si. Le signal temporel (FID) a été corrigé en appliquant sur f2 une apodisation 

exponentielle (LB) de 30 Hz pour l’HETCOR {1H}-13C et de 50 Hz pour l’HETCOR {1H}-
29Si et une apodisation en cosinus sur f1 dans les deux cas. 
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6.2 Comportement des particules en milieu biologique 

6.2.1 DISSOLUTION EN MILIEU TAMPON PH 7,4 

La dissolution des particules de silice est suivie à pH 7,4 dans un tampon Tris-HCl 0,05 M, en 

présence de 10 mM de KCl, concentration en K+ proche de celle retrouvée dans le plasma.  

Une suspension de 0,6 mg/mL de nanoparticules est mise sous agitation à 37°C dans le 

tampon.  La dissolution est suivie par deux méthodes : le suivi de l’intensité de fluorescence 

de la fluorescéine libérée et le dosage de la silice dissoute. 

6.2.1.1  Suivi par fluorescence 

Aux temps prédéterminés, de 30 minutes à plusieurs jours, 400 !L de suspension sont 

prélevés. L’intensité de fluorescence est mesurée directement (excitation à 485 nm) pour la 

moitié du prélèvement. L’autre moitié est mesurée après centrifugation (10 000 rpm, 15 

minutes) dans un tube Nanosep 3,5 kD afin d’éliminer les particules et de mesurer 

uniquement l’intensité de fluorescence due à la fluorescéine libérée ou aux fragments issus de 

la dissolution pouvant traverser les pores du filtre, i.e. de moins de 0,13 nm de diamètre. 

6.2.1.2  Dosage de la silice dissoute 

Aux temps prédéterminés, on prélève 1,0 mL de suspension pour doser la silice dissoute. Ce 

dosage repose sur la capacité de l’acide silicique à réagir avec l’heptamolybdate d’ammonium 

pour former un complexe coloré selon l’équation suivante : 

12 H6Mo7O24 • 4H2O + 7 Si(OH)4 + 17 H2O  ! 7 H4SiMo12O40 • 29H2O  

Le complexe ainsi formé absorbe à 400 nm et peut donc être suivi par spectroscopie UV-

visible. 

Protocole : 1 mL de solution à doser est dilué avec 12,5 mL d’eau Milli-Q. 500 !L d’une 

solution aqueuse de molybdate d’ammonium tetrahydraté (100 g/L) sont ajoutés sous 

agitation, suivis de 300 !L d’acide sulfrique 1,5 M (pour réaliser la réaction à pH 1,5). La 

solution est maintenue sous agitation pendant 10 minutes avant de lire l’absorbance à 400 nm. 

Si la réaction se poursuit trop longtemps, on ne dose plus uniquement les monomères et 

dimères, le résultat est donc faussé. 

Une gamme étalon, obtenue à partir de solutions de silicate à différentes concentrations, 

permet de déterminer la concentration en silice dissoute à partir de l’absorbance du complexe 
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formé. 

Dans le cas des particules incorporant de la fluorescéine, il se pose le problème de la 

superposition des spectres d’absorption de la fluorescéine et de l’acide silico-molybdique. Il 

est tout de même possible d’obtenir la concentration en silice dissoute en effectuant deux 

mesures d’absorbance à 400 nm (acide silico-molybdique) et à 440 nm (FITC), ainsi que deux 

courbes d’étalonnage. Ces deux courbes permettent d’obtenir les coefficients d’absorption 

molaire de la fluorescéine et de l’acide silico-molybdique aux deux longueurs d’ondes. 

A(400 nm) = CFITC*"FITC(400 nm) + CSilice*"Silice(400 nm) 

A(440 nm) = CFITC*"FITC(440 nm) + CSilice*"Silice(440 nm) 

On obtient donc CSilice = 

A(440nm) *"
FITC
(400nm) # A(400nm) *"

FITC
(440nm)

"
Silice
(440nm) *"

FITC
(400nm) #"

Silice
(400nm) *"

FITC
(440nm)

 

D’après les gammes étalon, on a )FITC(400 nm) = 3,1.104 mol-1.L.cm-1, )FITC(440 nm) = 

8,7.104 mol-1.L.cm-1, )Silice(400 nm) = 181 mol-1.L.cm-1, )Silice(440 nm) = 41 mol-1.L.cm-1. 

6.2.2 DISSOLUTION EN MILIEU DE CULTURE 

La présence de phosphates dans le milieu de culture perturbe le dosage de la silice dissoute en 

réagissant avec le sel de molybdène (Thayer 1930). Le suivi de la dissolution dans le milieu 

de culture s’est donc fait uniquement par suivi de la fluorescéine libérée, comme décrit 

précédemment. 

En parallèle, les particules sont analysées en MET au cours du temps afin de voir s’il y a 

évolution de leur taille et/ou de leur structure. Les particules après 24 h, 7 et 14 jours dans le 

milieu de culture à 37°C sont déposées sur une grille de cuivre recouverte d’un film de 

carbone et observées sur un microscope opérant à 120 kV. Un minimum d’une centaine de 

particules est mesuré pour obtenir leur taille. 

 

6.2.3 INTERACTIONS AVEC LES CELLULES 

6.2.3.1 Culture cellulaire 

Toutes les manipulations de cellules sont effectuées en conditions stériles, sous une hotte à 

flux laminaire. L’état des cellules est vérifié régulièrement sous un microscope inversé à 
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contraste de phase (Leica). Les cellules sont placées dans un incubateur maintenu à 37°C, en 

atmosphère humide contenant 5% de CO2. 

 

Lignée cellulaire et mise en culture : 

Les cellules utilisées sont des fibroblastes dermiques humains normaux commerciaux 

provenant de chez PromoCell et sont conservées dans l’azote liquide. Les cellules sont 

multipliées en les plaçant dans des flacons de culture de 75 cm2 dans 10 mL de milieu DMEM 

complémenté par 10% de SVF, une solution de pénicilline/ streptomycine (en concentration 

finale de 100 U/mL et 100 µg/mL respectivement) et 1% d’une solution d’antifungique 

(amphotéricine B). Lorsque les cellules arrivent à 70-80% de confluence, elles sont détachées 

des flacons de culture pour être de nouveau ensemencées à une densité d’environ 106 cellules 

par flacon de 75 cm2. Pour cela, le milieu de culture est retiré et les cellules sont recouvertes 

par 7 mL d’une solution PUCK’S-EDTA pendant 5 minutes afin de favoriser leur 

décollement. En effet, l’EDTA chélate les ions divalents (Ca2+ et Mg2+) qui interviennent 

dans l’adhésion des cellules. Après avoir retiré cette solution, les cellules sont placées dans 

l’incubateur avec 1 mL d’une solution de Trypsine à 0,1% pendant 5 minutes. La Trypsine va 

permettre de rompre les interactions des cellules avec le support. Après décollement, les 

cellules sont remises en suspension dans 5 mL de milieu complet. Elles sont  centrifugées (5 

minutes à 1000 rpm) puis reprises dans 2 mL de milieu complet pour être comptées à l’aide 

d’un hémacytomètre. 

Solution PUCK’S-EDTA :   

NaCl 8,0 g/L , KCl 0,4 g/L , Glucose 1,0 g/L, NaHCO3 0,35 g/L, EDTA 0,2 g/L, H2O Milli-Q 

La solution ainsi préparée est stérilisée et conservée à 4°C. 

 

6.2.3.2 Internalisation des nanoparticules 

Après exposition aux nanoparticules (0,6 mg/mL), les cellules sont observées en microscopie 

à fluorescence ainsi qu’en MET pour déterminer si les nanoparticules ont été internalisées, et 

quelle est l’influence sur l’internalisation et sa cinétique des caractéristiques des particules 

(taille, charge). De plus, pour déterminer la voie d’internalisation, des expériences sont 

menées en présence d’inhibiteurs spécifiques. 
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(i) Exposition des cellules aux nanoparticules 

Après culture et comptage, les cellules sont incubées soit sur des lamelles de verre dans des 

plaques 24 puits, à une densité de 10 000 cellules par puits, pour les observations en 

microscopie à fluorescence, soit dans des boîtes de culture de 25 cm2, 100 000 cellules par 

boîte, pour des observations en MET. Après 24 heures passées dans l’incubateur, pour laisser 

le temps aux cellules d’adhérer sur le support de culture, le milieu recouvrant les cellules est 

remplacé par une suspension à 0,6 mg/mL de particules dans le milieu complet sans rouge 

phénol (DMEM sans rouge phénol complémenté par 10% de SVF, une solution de 

pénicilline/ streptomycine (en concentration finale de 100 U/mL et 100 µg/mL 

respectivement), 1% d’une solution d’antifungique et 1% de GlutaMax). Le volume de 

suspension ajouté est de 1,0 mL par puits dans les plaques 24 puits et de 5,0 mL dans les 

boîtes de culture. Aux différents temps d’étude, les cellules sont fixées, comme décrit ci-

après, pour être observées. 

 

(ii) Microscopie à fluorescence 

Les cellules sont fixées 1 heure avec du PFA (4% dans du PBS 1X) à 4°C avant d’être 

observées. L’internalisation est mise en évidence avec un marqueur membranaire : WGA 

Alexa Fluor 555. Après fixation, les cellules sont placées dans du tampon HBSS 1X (KCl 0,4 

g/L, KH2PO4 0,06 g/L, NaCl 8,0 g/L, Na2HPO4.7H2O 0,09 g/L, D-glucose 1,0 g/L, H2O qsp 

1L) pendant 5 minutes puis marquées avec une solution de WGA Alexa Fluor 555 à 1 µg/mL 

(dans HBSS 1X) pendant 10 minutes, suivi de 3 rinçages de 5 minutes dans du tampon HBSS 

1X.  

La localisation intracellulaire des particules est mise en évidence à l’aide du Lysosensor  

Yellow-Blue afin de démontrer la présence de nanoparticules dans des compartiments 

endosomes-lysosomes. Pour cela, les cellules, après marquage des membranes et rinçage sont 

marquées avec une solution de Lysosensor à 10 µmol/L (dans HBSS 1X). Ce marqueur 

s’accumule dans les organelles acides sous l’effet de sa protonation. Cette dernière a aussi 

pour résultat d’augmenter la fluorescence, quenchée par la chaine latérale faiblement basique 

de la sonde fluorescente.  

L’absence de particules au niveau du noyau est mise en évidence par marquage de ce dernier 

au DAPI (marquage 5 minutes avec une solution à 5 µg/mL) après perméabilisation de la 

membrane (10 minutes d’exposition à une solution de PBS 1X contenant 10 mg/mL de BSA 

et 0,5%o Triton X-100). 
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Après marquage, les lames sont montées avec lamelles avec une solution SlowFade
® Gold 

Antifade Reagent. Les lames sont ensuite observées à l’aide d’un microscope à fluorescence 

Zeiss équipé d’une caméra et d’un ApoTome. Les différents marqueurs sont repérés en 

utilisant les filtres décrits dans le tableau 6.3. 

 

Filtre Maximum 

d’excitation 

Largeur 

d’excitation 

Maximum 

d’émission 

Largeur 

d’émission 

Fluorophore 

Filtre 43 545 nm 25 nm 605 nm 70 nm Alexa Fluor 555 

Filtre 44 475 nm 40 nm 530 nm 50 nm FITC 

Filtre 49 365 nm  445 nm 50 nm DAPI 

Lysosensor 

Tableau 6-3: Description des filtres de fluorescence utilisés pour les différents marqueurs 

 

(iii) Microscopie électronique 

La microscopie électronique permet de visualiser la localisation intracellulaire précise des 

nanoparticules, leur aspect, l’évolution de leur taille au cours du temps et le nombre de 

particules internalisées.  

Pour pouvoir être observés en microscopie électronique en transmission, les échantillons 

biologiques doivent être stabilisés par fixation chimique et déshydratation. De plus, les tissus 

organiques ayant une faible densité électronique offrent un contraste trop faible pour être 

observés directement. Il est donc nécessaire de leur ajouter des atomes lourds lors de la 

fixation pour apporter une densité électronique importante qui permet de les visualiser. 

Fixation chimique : cette étape permet de figer la structure microscopique des échantillons à 

observer. Le fixateur utilisé est une solution de glutaraldéhyde à 2,5% dans un tampon 

cacodylate (0,033 M, pH 7,4). Ce réactif permet de ponter les groupements amines libres des 

protéines (collagène et cellules). La fixation est faite pendant 1 heure à 4°C. Puis l’échantillon 

est rincé dans trois bains d’un mélange tampon cacodylate (0,05 M, pH 7,4)/saccharose 0,3 M 

(tampon de rinçage). 

Une deuxième fixation est effectuée avec du tetraoxyde d’osmium. Ce dernier permet de créer 

des ponts entre protéines en réagissant avec les doubles liaisons, permettant ainsi de conserver 

les structures et notamment les membranes. Par ailleurs, l’osmium étant un atome lourd, il 

diffuse fortement les électrons, apportant ainsi un contraste à l’échantillon. En pratique, les 

pièces à inclure, déjà fixées au glutaraldéhyde sont placées pendant une heure à 4°C dans une 
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solution de tétraoxyde d’osmium à 2% dans un mélange tampon cacodylate (0,1 M, pH 

7,4)/saccharose 0,3 M. Les échantillons sont ensuite rincés dans trois bains du tampon de 

rinçage. Après rinçage, les cellules sont récupérées à l’aide d’un grattoir et centrifugées dans 

des eppendorfs. Jusqu’à l’inclusion finale, les cellules sont gardées sous forme de culot dans 

les eppendorfs et recentrifugées si nécessaire (1000 rpm, temps ajusté, en fonction de la 

viscosité, pour avoir un culot).  

Les échantillons sont ensuite déshydratés par passage dans des bains d’éthanol de 5 minutes à 

50%, 70% et 95%, puis enfin deux bains de 10 minutes d’éthanol à 100%. A la suite de cette 

déshydratation, l’éthanol est remplacé par de l’oxyde de propylène (un premier bain 50 :50 

éthanol et oxyde de propylène puis un bain d’oxyde de propylène pur). 

Inclusion : Les échantillons déshydratées sont inclus dans de l’araldite (composition : 20 mL 

araldite CY212, 22 mL d’anydride dodécyl succinique, agent durcisseur, 1,1 mL de benzyl 

dimethyl amine, accélérateur). Cette inclusion se fait d’abord par imprégnation progressive 

des pièces placées dans des mélanges araldite/ oxyde de propylène (0,25/0,75 pendant 1 heure 

puis 0,75/0,25 pendant 1 nuit à 4°C). Ensuite les pièces sont placées dans de l’araldite pure 

pendant 3 heures en changeant l’araldite après 1 heure. Enfin les échantillons sont placés dans 

des moules remplis d’araldite et mis à polymériser pendant 3 jours dans une étuve à 60°C. 

Les blocs sont coupés en sections ultrafines de 70 nm à l’aide d’un ultramicrotome (Ultracut 

Reichert Young). Ces coupes sont déposées sur des grilles de cuivre. 

Selon les échantillons, les coupes sont contrastées à l’acide phosphotungstique, à l’acétate 

d’uranyle ou sont observées sans contraste supplémentaire. 

Les coupes ultrafines de cellules fixées à différents temps sont observées à l’aide d’un 

microscope FEI opérant à 120 kV.  

 

(iv) Internalisation en présence d’inhibiteurs 

Afin de déterminer quelle voie d’internalisation est mise en œuvre, les cellules sont incubées 

avec des inhibiteurs des voies clathrine et caveolae. Les cellules sont respectivement incubées 

3 heures avec une solution à 50 µM de monodansylcadaverine et 30 minutes avec une 

solution à 5 µg/mL de filipine ou 10-8M de phorbol myristate acetate, avant d’ajouter les 

nanoparticules en suspension dans le milieu avec l’inhibiteur. Ensuite, les cellules sont fixées 

et observées en microscopie à fluorescence, comme décrit précédemment. 
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(v) Mesure de l’intensité de fluorescence des particules internalisées 

Afin de comparer l’internalisation des différentes particules observées par fluorescence, 

l’intensité de fluorescence de la FITC au niveau des cellules est mesurée sur les images de 

microscopie à fluorescence. Pour ce faire, la zone correspondant à une cellule est définie 

grâce au marqueur membranaire WGA-AlexaFluor555, et l’intensité du signal de la FITC est 

sommée sur cette zone à l’aide du logiciel CellProfiler. Pour éviter de comptabiliser des 

particules à la surface des cellules, des cellules ne présentant pas d’agrégats de particules en 

surface ont été sélectionnées. 

6.2.3.3 Etude de la toxicité 

Chaque expérience est réalisée au moins en triplet, les différences sont évaluées avec une 

analyse statistique (test Student si les résultats suivent une distribution normale (déterminé 

par un test  de normalité Shapiro-Wilk) et Wilcoxon-Mann-Whitnet pour les autres) 

 

(i) Comptage cellulaire par la technique du bleu trypan 

Après exposition aux nanoparticules, les cellules sont décollées comme décrit dans le 

protocole de culture cellulaire (§ 6.2.3.1). Elles sont ensuite comptées en utilisant le bleu 

trypan. Cette technique permet de colorer en bleu les cellules mortes, tout en laissant les 

cellules vivantes non colorées. En effet, ce colorant, une fois entré dans les cellules, provoque 

un mécanisme d’exclusion le rejetant dans le milieu extérieur. Ce mécanisme nécessite de 

l’énergie et ne peut donc avoir lieu que dans les cellules vivantes ayant une source d’ATP. 

Ces dernières apparaissent donc non colorées au microscope tandis que les cellules mortes 

prennent une coloration bleue. Pour cela, 100 µL d’une solution de bleu Trypan (0,4% dans 

du PBS 1X) sont ajoutés à 0,5 mL d’une suspension cellulaire. Après homogénéisation, les 

cellules vivantes non colorées sont comptées avec un hémacytomètre. 

 

(ii) Cytotoxicité : test à la résazurine 

Les cellules vivantes réduisent la résazurine bleue en résofurine rose (schéma 6.3). L’intensité 

de coloration obtenue est proportionnelle au nombre de cellules vivantes. 



Chapitre 6 : Protocoles expérimentaux 

!

 195 

 

Figure 6-3: Réaction du test à la résazurine 

Protocole : Après exposition aux nanoparticules, le milieu est retiré et les cellules sont 

incubées 4 heures avec 100 µL de milieu sans rouge phénol contenant 10% de résazurine à 

440 µM. Au terme de cette incubation, le milieu est prélevé et la DO mesurée à 570 nm 

(résofurine) et 600 nm (résazurine). Les cellules sont rincées avec du milieu neuf et la culture 

est poursuivie pour étudier la toxicité aux temps d’exposition plus longs. 

Calcul du % de résazurine réduit par rapport au contrôle négatif  (milieu + résazurine sans 

cellules): 

% = 
"
ox
(600)A(570) #"

ox
(570)A(600)

"
ox
(600)A°(570) #"

ox
(570)A°(600)

 

)ox(600) = 117,216 mol-1.L.cm-1 

)ox(570) = 80,586 mol-1.L.cm-1 

A( ) = absorbance à la longueur d’onde (570 ou 600 nm) de l’échantillon 

A°( ) = absorbance à la longueur d’onde (570 ou 600 nm) du témoin négatif 

 

(iii) Génotoxicité : test des comètes en conditions basiques 

Principe : Le test des comètes permet la détection d’un endommagement de l’ADN (Collins 

2004). Un nombre limité de cellules est suspendu dans un gel d’agarose pour effectuer une 

électrophorèse. Les cellules sont lysées dans une solution à haute teneur en sel et en détergent, 

formant ainsi des nucléoides contenant l’ADN. Lors de l’électrophorèse, l’ADN intact va 

migrer sous forme d’une sphère compacte, tandis que l’ADN ayant été endommagé va 

présenter des fragments plus courts qui vont davantage migrer vers l’anode, formant ainsi une 

forme ressemblant à une comète. En conditions alcalines, ce test permet de révéler les 

ruptures de chaines simple et double brins, ainsi que les sites alcali-labiles. L’intensité ainsi 

que la longueur de la queue des comètes dépendent de l’importance des dommages causés à 

l’ADN. L’analyse des comètes permet ainsi une quantification des effets observés en 

regroupant les comètes par classe en fonction de l’intensité et longueur de queue, de 0 (pas de 
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dommage) à IV (ADN presque uniquement localisé dans la queue de la comète) (figure 6.4). 

Les effets sont ainsi quantifiés par comparaison avec un témoin négatif et positif. 

 

Figure 6-4: Différentes classes de comètes en fonction du dommage causé à l’ADN 

 

Protocole opératoire (Speit 2005): Les cellules ont adhéré dans des plaques 24 puits (50,000 

cellules par puits) 24 heures avant d’être exposées pendant 24 heures aux nanoparticules. 

Après avoir retiré le milieu de culture, les cellules sont rincées avec du PBS 1X avant d’être 

décollées avec 200 µL de trypsine (5 minutes dans l’incubateur à 37°C). Les cellules sont 

resuspendues dans du PBS 1X, puis 50 µL de cette suspension sont mélangés à 500 µL 

d’agarose à bas point de fusion préparé dans du PBS 1X (125 mg d’agarose dans 20 mL de 

PBS 1X). 50 µL de ce mélange sont disposés en doublons sur des lames pré-traitées (Comet 

Slides, Trevigen). Les lames sont mises 20 minutes à 4°C pour laisser l’agarose polymériser 

avant d’être plongées dans un bain de lyse pendant 2 heures. Ensuite les lames sont déposées 

sur l’électrophorèse horizontale à 4°C dans le tampon d’électrophorèse pendant 30 minutes 

sans courant, puis une tension de 25 V et un courant de 300 mA sont appliqués pendant 45 

minutes. A la suite de l’électrophorèse, les lames sont plongées dans un bain de neutralisation 

(Tris-HCl 0,4 M pH 7,5) avant d’être déshydratées dans l’éthanol. Enfin, l’ADN est marqué 

avec du DAPI (50 µL par gel d’une solution à 5 µg/mL dans PBS 1X, 20 minutes). Pour 

terminer, les lames sont analysées avec un microscope à epi-fluorescence possédant un filtre à 

445 nm. Un minimum de 100 comètes est analysé et classé par catégorie de dommages à 

l’aide du logiciel CellProfiler.  

Solutions utilisées : 

Solution de lyse :  
Solution mère : 2,5 M NaCl (146,1 g), 100 mM EDTA (37,2 g), 10 mM Tris-HCl (1,2 g), pH 

10 (NaOH 8,0 g environ), H20 (890 mL) 

Solution finale : Triton X-100 (1 mL), DMSO (10 mL), Solution mère (89 mL) 

 
Tampon d’électrophorèse :  300 mM NaOH, 1 mM EDTA 

Toutes les solutions sont préparées juste avant utilisation et conservées à 4°C.  
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6.2.3.3 Dissolution intracellulaire et exocytose 

Afin de déterminer si les particules internalisées sont capables de ressortir des cellules ou si 

elles sont dégradées de façon intracellulaire, après une semaine d’exposition à une suspension 

de particules dans le milieu de culture à 0,6 mg/mL, les cellules sont rincées et le milieu 

changé. Tous les jours, le milieu est intégralement prélevé, et remplacé par du milieu neuf, 

pour mesurer l’intensité de fluorescence totale ainsi que celle des formes solubles, obtenues 

par séparation des nanoparticules du reste du milieu (centrifugation dans un tube avec un seuil 

de rétention de 3,5 kD pendant 15 minutes à 10 000 rpm). L’intensité de fluorescence est 

mesurée au maximum d’émission, pour une excitation à 485 nm. 

 
 

6.3 Diffusion des particules dans des hydrogels de collagène 

6.3.1 FORMATION DES GELS DE COLLAGENE 

6.3.1.1 Extraction du collagène de type I 

(i) Obtention des tendons 

L’extraction se fait à partir de tendons de queue de rat, sous une hotte à flux laminaire stérile. 

Pour récupérer les tendons, il faut serrer la queue à 1 cm de son extrémité fine et à l’aide 

d’une pince (type coupe-ongles) casser la vertèbre par rotation du poignet et tirer pour sortir 

le tendon. L’opération est répétée de cm en cm en remontant, en s’arrêtant à environ 3 cm de 

la base de la queue. Les tendons ainsi prélevés sont plongés dans un bécher de PBS 1X. 

 

(ii) Lavage des tendons prélevés 

Les tendons doivent être lavés abondamment pour éliminer toutes les traces de sang. La 

première étape consiste à centrifuger plusieurs fois les tendons (4°C, 4400 tours/min, 5min) 

en les rinçant avec du PBS 1X. Lorsque le surnageant est limpide et incolore, les tendons sont 

plongés dans une solution de NaCl 4M pour induire l’éclatement cellulaire par choc 

osmotique et évacuer les éventuelles traces de sang et d’albumine. Enfin, les tendons sont à 

nouveau rincés  dans du PBS 1X et centrifugés plusieurs fois (4°C, 4400 tours/min, 5 min) 

pour élimer un maximum de sel et les débris cellulaires. 
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(iii) Solubilisation du collagène 

Les tendons, une fois lavés, sont dispersés dans une solution d’acide acétique 0,5 M stérile et 

laissés sous agitation à 20°C pendant 24 heures afin de permettre la dissolution du collagène 

en condition acide. 

 

(iv)  Purification de la solution de collagène 

La solution de collagène obtenue dans l’acide acétique 0,5 M est centrifugée à 21000 rpm 

pendant 2 heures pour éliminer les gros agrégats non dissous. Une solution de NaCl 4 M dans 

l’acide acétique 0,5 M est ajoutée au surnageant sous agitation de sorte d’obtenir une 

concentration finale en NaCl de 300 mM. La solution ainsi obtenue est ensuite centrifugée à 

21000 rpm pendant 3 heures. Les culots sont éliminés tandis que le surnageant subit un 

nouveau traitement avec NaCl de sorte d’atteindre un concentration finale de 700 mM  et de 

précipiter le collagène.  Cette dernière solution est centrifugée à 4400 rpm pendant 45 min 

(10°C) et les culots sont redispersés dans une solution d’acide acétique 0,5 M. Afin d’éliminer 

les traces de sel, la solution de collagène est dialysée contre une solution d’acide acétique 0,5 

M (5 bains de 4 heures minimum) puis contre une solution d’acide acétique 17 mM (5 bains). 

Enfin la solution est centrifugée pendant 4 heures à 21000 rpm (10°C) et conservée à 4°C. 

La concentration de la solution obtenue est déterminée par dosage de l’hydroxyproline. 

 

(v) Solutions utilisées 

Toutes les solutions sont stérilisées avant utilisation. 

Acide acétique 0,5M : 57,5 mL d’acide acétique glacial pour 2,0 L de volume total (complété 
avec de l’eau distillée) 

Acide acétique 17mM : 1,0 mL d’acide glacial pour 1,0 L de volume total 
PBS 10X : NaCl 80 g/L, KCl  2,0 g/L, Na2HPO4-12 H20 28,9 g/L, NaH2PO4-1 H20 2,027 g/L,  
eau Milli-Q  
 

6.3.1.2 Détermination de la concentration en collagène par dosage de l’hydroxyproline 

La concentration en collagène des solutions est déterminée par un dosage de 

l’hydroxyproline. Cet acide aminé représente environ 13% du poids moléculaire du collagène 

de type I. 
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Pour libérer les résidus hydroxyproline, une masse connue de collagène est hydrolysée dans 

un excès d’HCl 6 N à 100°C pendant une nuit. L’échantillon est ensuite séché avant d’être 

repris dans 1 mL d’eau Milli-Q. Différentes dilutions de l’échantillon seront ensuite dosées en 

prélevant des aliquots de 10, 20 et 40 µL complétés à 400 µL avec de l’eau Milli-Q. 

L’hydroxyproline est ensuite oxydée par ajout de 200 µL d’une solution de chloramine T à 

température ambiante pendant 20 min. Cette réaction est stoppée par ajout d’acide 

perchlorique 3,15 M (200 µL) pendant 5 minutes à température ambiante. Enfin, 200 µL de 

dimethylamino-4-benzaldehyde sont ajoutés et la solution est maintenue à 60°C pendant 20 

min. Le dimethylamino-4-benzaldehyde forme un complexe coloré avec l’hydroxyproline 

oxydée, dont la concentration est déterminée par mesure de la densité optique à 557 nm. Cette 

valeur est corrélée à la concentration en hydroxyproline via une gamme étalon 

d’hydroxyproline commerciale. Ainsi la concentration en hydroxyproline dans les aliquots 

est-elle obtenue et permet de remonter à la concentration massique en collagène en 

multipliant par les différents facteurs de dilution et par 7,6 (car l’hydroxyproline représente 

13% de la masse de collagène). 

 

Solutions : 

Tampon de dosage : acide citrique monohydraté 0,25 M (6,25 g), acétate de sodium trihydraté 

1 M (17,5 g), hydroxyde de sodium 0,85 M (4,25 g), acide acétique glacial (1,5 mL), H20 

Milli-Q (125 mL). 

Acide perchlorique : acide perchlorique (27 mL pour 100 mL de volume total complété avec 

de l’eau Milli-Q) 

Hydroxyproline : Hydroxy-L-proline (20 mg/L dans l’eau)   

Chloramine T : Chloramine T (400 mg), H20 (5 mL), Methyl Cellosolve (7,5 mL), Tampon 

de dosage (12,5 mL) 

Solution de DMBA :  Diméthylamino-4-benzaldehyde (0,5 g),  Methyl Cellosolve (2,5 mL), à 

chauffer à 60°C pendant 30min pour une meilleure dissolution. 

 

6.3.1.3 Obtention de solutions plus concentrées 

Des solutions de collagène plus concentrées (10 – 15 mg/mL) sont obtenues simplement par 

évaporation. Un volume connu d’une solution diluée de collagène de concentration connue est 

mis à évaporer sous une hotte à flux laminaire en conditions stériles. L’évaporation est faite 
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lentement sous air  et permet de suivre l’évolution de la concentration de collagène par pesée. 

Cependant il faut rester conscient que cette méthode va provoquer une augmentation de la 

concentration en acide acétique (et donc du pH) puisque l’eau va s’évaporer plus rapidement 

que l’acide acétique. 

 

6.3.1.4 Formation des gels de collagène 

Il faut distinguer deux protocoles légèrement différents selon que l’on veut obtenir des gels de 

collagène à 3 mg/mL (H3) et 5 mg/mL (H5) ou des gels à 1,5 mg/mL (H1.5). La modification 

de protocole concerne la température de travail de la première étape et est due à la différence 

de viscosité des solutions de collagène utilisées : pour H3 et H5 on part d’une solution de 

collagène à 10 mg/mL très visqueuse qu’il faut manipuler à température ambiante, tandis que 

pour H1.5 la solution de départ est à 5 mg/mL et peut être manipulée à 4°C. Le première 

étape consiste à mélanger le collagène et le milieu de culture  à 4°C pour H1,5 et à 20°C pour 

H3 et H5 puis de refroidir à 4°C. Ensuite ce mélange est neutralisé par l’ajout d’une solution 

de soude stérile à 0,1 mol/L. Enfin une suspension de cellules à 500,000 cellules par millilitre 

est ajoutée. Rapidement (avant gélification) le gel est coulé (figure 6.5). Une fois gélifié, on 

recouvre le gel de milieu de culture pour éviter qu’il ne se dessèche et on le place dans 

l’incubateur (atmosphère humide, 5% CO2). Le gel n’est utilisé que 24 heures après sa 

formation afin de laisser le temps aux cellules d’adhérer à leur nouvel environnement. 

Pour l’étude de la diffusion, 300 µL de gels sont coulés dans des inserts de culture avec une 

membrane poreuse (pores de 2,0 µm). Ces gels sont recouverts avec 500 µL de milieu et 

l’insert est placé dans une plaque 24 puits contenant 1 mL de milieu 

Le schéma 6.8 récapitule le procédé d’obtention des gels H3 et H3c. Le tableau 6.3 regroupe 

les proportions utilisées pour obtenir les différents gels. 

 

Formation de gels composites 

Des gels encapsulant des nanoparticules de silice de façon isotrope ont été synthétisés, ainsi 

que des gels hybrides incorporant une solution neutralisée de silicate. Le protocole est le 

même que pour les gels précédents en ajoutant une étape avant la neutralisation qui consiste à 

l’adjonction d’une suspension de nanoparticules dans l’acide acétique 17 mM ou de la 

solution de silicate, neutralisée avec de l’acide chlorhydrique 3 M, à 0,5 mol/L.  
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Gels Collagène (10 

mg/mL- * 5 mg/mL) 

Milieu de 

culture  

SiO2  

(0,5 mol/L) 

NaOH  

0,1 mol/L 

Cellules 

(500,000/mL) 

H1,5 * 1,5 mL 3,25 mL - 0,25 mL - 

H1,5c * 1,5 mL 2,75 mL - 0,25 mL 0,5 mL 

H3 1,5 mL 3,25 mL - 0,25 mL - 

H3c 1,5 mL 2,75 mL - 0,25 mL 0,5 mL 

H5 2,5 mL 2,25 mL - 0,25 mL - 

H5c 2,5 mL 1,75 mL - 0,25 mL 0,5 mL 

H3 

composite 

1,8 mL 2,3 mL 120 µL 0,25 mL - 

H3c 

composite 

1,6 mL 1,8 mL 120 µL 0,25 mL 0,5 mL 

Tableau 6-4: Composition des gels de collagène 

 

 

Figure 6-5: Procédé d’obtention des gels de collagène à 3 mg/mL acellulaires (H3), cellularisés (H3c),  

composite acellulaire (H3 composite), composite cellularisé (H3c composite) 
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Par ailleurs, des gels à 5 mg/mL ont été formés par neutralisation avec un tampon Tris-HCl 

1M. Ces gels sont obtenus en mélangeant 3,75 mL de collagène à 10 mg/mL avec 2,47 mL 

d’eau Milli-Q, 470 µL de la source de silice à 0,5 M (nanoparticules dans l’acide acétique 17 

mM ou silicate neutralisé avec HCl 3 M) et 810 µL de Tris-HCl 1M. 

 

6.3.2 SUIVI DE LA DIFFUSION ET DISSOLUTION 

6.3.2.1 Dispositif de diffusion et suivi par fluorescence 

24 heures après la formation du gel de collagène dans l’insert, le milieu au-dessus du gel est 

remplacé par une suspension de nanoparticules de silice fluorescentes dans du milieu de 

culture complet. Toutes les études sont faites à une concentration massique de 0,6 mg/mL en 

nanoparticules dans du milieu de culture sans rouge phénol. Chaque condition est réalisée au 

minimum en triplicat. 400 !L du milieu situé sous la membrane sont prélevés à des temps 

prédéfinis (de 30 minutes à 72 heures) afin de mesurer l’intensité de fluorescence, et 

remplacés par 400 !L de milieu. Il est tenu compte de cette dilution dans les courbes 

d’évolution de l’intensité présentées : I(t)réelle = I(t)mesurée + 0,4*I(t-1)réelle. A chaque temps, le 

prélèvement est divisé en deux : une moitié est centrifugée dans un filtre Nanosep 3 kD (15 

minutes, 10000 tours/minutes) afin de retirer les nanoparticules de la suspension, l’autre 

moitié est analysée directement. L’intensité de fluorescence de tous les prélèvements est 

mesurée à 530 nm avec une excitation à 485 nm. L’intensité de fluorescence du centrifugat 

correspond à la fluorescéine dissoute tandis que l’intensité de fluorescence liée aux 

nanoparticules est obtenue par différence entre l’intensité du prélèvement total et celle du 

centrifugat. Les courbes finales sont tracées comme pourcentage de l’intensité de la 

suspension de nanoparticules à 0,6 mg/mL pour l’évolution des particules et en pourcentage 

de l’intensité de la suspension entièrement dissoute pour la fluorescéine. L’influence de 

différents paramètres sur la diffusion a été étudiée : (i) la taille des nanoparticules, (ii) la 

charge de surface des nanoparticules, (iii) la présence de cellules et (iv) la concentration en 

collagène. Le schéma 6.9 décrit le principe de suivi de la diffusion par spectroscopie de 

fluorescence. 
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Figure 6-6: Description du dispositif de diffusion et du suivi par spectroscopie de fluorescence 

6.3.2.2 Dissolution 

Les mesures de l’intensité de fluorescence du milieu de diffusion après centrifugation 

montrent une intensité non nulle, ce qui traduit la présence de fluorescéine libérée par 

dissolution des nanoparticules. Pour évaluer l’influence du collagène et des cellules dans ce 

processus, la dissolution des nanoparticules dans du milieu de culture a été étudiée. 

L’influence du collagène est obtenue par comparaison de la dissolution dans un gel de 

collagène acellulaire et dans le milieu, celle des cellules est obtenue par comparaison entre les 

gels acellulaires et cellularisés. Pour l’étude de la dissolution des nanoparticules dans le 

milieu de culture seule, une suspension de nanoparticules à 0,6 mg/mL dans le milieu complet 

est placée à 37°C, sous agitation. Au cours du temps, des prélèvements sont effectués et 

analysés en spectroscopie à fluorescence (directement et après centrifugation dans un filtre 

Nanosep 3  kD). 

 

6.3.2.3 Modélisation 

Les courbes de diffusion obtenues ayant une allure caractéristique, nous avons modélisé la 

diffusion afin de remonter aux coefficients de diffusion et aux constantes d’adsorption-

désorption des nanoparticules dans le collagène. La difficulté de cette modélisation réside 
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dans la simultanéité de trois processus : l’adsorption-désorption des nanoparticules, la 

diffusion et la dissolution des nanoparticules. Afin de simplifier le problème la présence de 

cellules n’est pas prise en compte dans la modélisation. On considère donc l’équation de Fick 

couplée à l’adsorption-désorption des nanoparticules. 

 

"C

"t
= D

"2C

"x 2
#
"S

"t
 

"S

"t
= #C $ µS  

C = concentration des nanoparticules qui diffusent 
S = concentration des nanoparticules immobilisées 
# = constante d’adsorption, µ = constante de désorption 
Initialement, on a une source spontanée avec S=C=0 pour 0<x<l, t=0 (x = coordonnée dans le 

gel, l = épaisseur du gel). 

 

Le même travail peut être fait pour la fluorescéine libérée par dissolution des nanoparticules. 

Le détail de la modélisation est décrit en annexe. 

 

6.3.3 INTERACTIONS AVEC LES CELLULES : INTERNALISATION ET TOXICITE 

6.3.3.1 Observation de l’internalisation des particules 

Z Fixation des gels de collagène pour la microscopie optique 

Afin d’observer correctement les échantillons de gels de collagène au microscope optique, il 

est nécessaire d’avoir des échantillons d’épaisseur suffisamment fine. Pour obtenir des coupes 

fines et régulières, il est nécessaire d’inclure l’échantillon dans un bloc de paraffine. Pour 

cela, les échantillons sont fixés puis déshydratés. 

 Aux temps voulus, les gels sont fixés en les plongeant 24 heures dans une solution de 

paraformaldehyde à 4% dans du PBS 1X. Ensuite les échantillons sont déshydratés par des 

bains successifs dans de l’éthanol (24 heures à 70%, 4 heures à 95%, 4 heures à 100%) puis 

dans un bain de butanol (48 heures minimum). Une fois déshydratés, les échantillons sont 

placés 3 heures dans de la paraffine fondue, à 60°C avant d’être inclus. Cette dernière étape 

s’effectue en versant de la paraffine fondue dans des barres de Leuckart placées sur une 

plaque en verre et en plaçant les pièces à inclure sur une des faces. Une fois la paraffine 
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durcie, les blocs peuvent être coupés à l’aide d’un microtome, permettant l’obtention de 

coupes régulières de 7 µm. Les coupes sont ensuite étalées sur des lames de verre et placées à 

l’étuve à 60°C pendant 2-3 jours. 

Avant d’observer les coupes, elles sont déparaffinées dans deux bains successifs de toluène 

puis réhydratées dans des bains d’éthanol contenant une proportion croissante d’eau jusqu’à 

un bain d’eau. Pour l’observation en fluorescence, après réhydratation, les lames sont placées 

dans un tampon HBSS 1X avant d’être marquées. Les membranes cellulaires sont marquées 

avec du WGA Alexa Fluor 555 (10 µg/mL) pendant 15 minutes puis rincées avec le tampon 

HBSS (3 fois 10 minutes). Les noyaux sont marqués avec du DAPI à 5 µg/mL pendant 5 

minutes après perméabilisation de la membrane avec une solution contenant du Triton X-100. 

Les lysosomes sont marqués avec un Lysosensor jaune-bleu (10 µmol/L dans HBSS 1X) 

pendant 30 minutes. Les gels sont enfin rincés abondamment (5 bains de 10 minutes dans le 

tampon HBSS 1X). Après marquage, les lames sont montées avec lamelles avec une solution 

SlowFade
® Gold Antifade pour conserver le signal de fluorescence et observées avec un 

microscope à fluorescence et/ou un microscope confocal. 

 

- Internalisation en présence d’inhibiteurs 

Afin de comparer l’internalisation dans les cellules en culture 2D ou immobilisées dans un gel 

de collagène, les gels cellularisés sont incubés avec les inhibiteurs des voies clathrine et 

caveolae (§6.2.3.1 (iii)) puis exposés aux nanoparticules. Après 24 heures et 72 h, les gels 

sont fixés et marqués (§6.3.3.1) pour être observés en microscopie à fluorescence. 

 

- Fixation pour la microscopie électronique en transmission 

Les échantillons sont fixés pour la microscopie électronique comme décrit au paragraphe 

6.2.3.1 (iii). 

 

6.3.3.2 Toxicité 

Afin de déterminer la toxicité des particules pour les cellules immobilisées dans les gels de 

collagène, le nombre de cellules vivantes est suivi avec la technique du bleu de Trypan et 

l’activité métabolique est évaluée avec le test à la résazurine. 

Pour déterminer le nombre de cellules vivantes, la première étape consiste à hydrolyser le gel 

de collagène avec de la collagénase à 37°C (2 mg/mL dans du PBS 1X). Cette enzyme va 

rompre les liaisons peptidiques du collagène permettant ainsi de casser la structure du gel. 
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Lorsque le gel est entièrement hydrolysé, l’ensemble est centrifugé pendant 5 minutes à 1000 

rpm et les cellules sont resuspendues dans 200 µL de PBS 1X. Ces cellules sont ensuite 

colorées avec du bleu de Trypan (40 µL d’une solution à 0,4% dans du PBS 1X) et comptées 

à l’aide d’un hémacytomètre. 

L’activité métabolique est évaluée avec le test à la résazurine comme décrit pour les cellules 

(§6.2.3.2 (ii)). 

 

6.3.4 ETUDE DE GELS COMPOSITES 

6.3.4.1 Suivi de l’adhésion par marquage au DAPI 

Afin d’étudier l’adhésion des fibroblastes sur les matrices de collagène, ces dernières sont 

fixées 30 min, 3 h, 6h, 9h, 12h et 24h après l’ajout des cellules en surface des gels. Les 

matrices sont rincées trois fois avec du PBS 1X avant d’être fixées avec du paraformaldehyde 

à 4% dans du PBS pendant 1 heure. Les échantillons sont de nouveau rincés avant le 

marquage des noyaux au DAPI, comme décrit précédemment (§ 6.2.3.1 (i)). Une fois 

marquées, les cellules sont comptées à l’aide d’un microscope à fluorescence en dénombrant 

le nombre de noyaux sur 7 zones réparties sur l’ensemble de la matrice. Chaque zone 

représente 0,56 mm2 (grandissement x10). L’analyse statistique permet d’obtenir la densité 

cellulaire moyenne ainsi que sa distribution. 

6.3.4.2 Suivi de la proliferation par MTT 

La succinate déshydrogénase mitochondriale réduit le cycle tétrazolium du MTT (de couleur 

jaune) pour former des cristaux de formazan de couleur violette (figure 6.7). Ces cristaux sont 

dissous avec du DMSO et la densité optique à 570 nm est mesurée. Cette DO est 

proportionnelle au nombre de cellules vivantes et peut y être reliée à l’aide d’une courbe 

étalon. 
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Figure 6-7: Principe du test MTT 

Protocole opératoire : A différents temps après l’ajout des cellules en surface, les gels sont 

incubés 4 heures avec 500 µL d’une solution de MTT (5 mg/mL dans PBS 1X). Au terme de 

cette incubation, les gels sont rincés 3 fois avec de l’eau distillée (ou jusqu’à obtenir une 

solution de rinçage incolore) avant d’ajouter le DMSO. Après 30 minutes sous agitation, la 

DO est mesurée à 570 nm.  

 

6.4 Etude des nanoparticules incorporant les ponts disulfures 

6.4.1 INFLUENCE DU PH SUR LA DISSOLUTION 

Pour évaluer l’influence du pH sur la dissolution, les particules sont mises en suspension dans 

un tampon acétate (50 mM, 10 mM KCl) à pH 4,5 (pH trouvé dans les lysosomes) et leur 

dissolution est suivie par dosage de la silice dissoute avec le molybdate d’ammonium 

(§6.2.1.2). 

6.4.2 COMPORTEMENT EN PRESENCE DE REDUCTEURS : REACTION AVEC LE 

DTT 

Dans le cas des particules n%SS, la réduction des ponts disulfures par du DTT a été étudiée. 

Cette étude se fait sous atmosphère inerte (N2) afin d’empêcher l’oxydation du DTT avec le 

dioxygène de l’air. Le DTT réagit avec les ponts disulfures selon l’équation décrite dans le 

schéma 6.9 et forme un composé cyclique dont le maximum d’absorption se situe autour de 

290 nm. Les particules n%SS sont mises en suspension à 0,6 mg/mL dans 30 mL de tampon 

Tris-HCl pH 7,4, le dioxygène dissous est éliminé en faisant buller de l’azote pendant 5 

minutes. Après ajout de 200 µL d’une solution de DTT (62 mg de DTT dans 2 mL de tampon 
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phosphate), les suspensions sont gardées en atmosphère N2 et mises à 37°C. 1 mL de 

suspension est prélevé à chaque temps d’analyse et centrifugé 15 minutes à 6000 rpm pour 

mesurer l’absorbance à 290 nm de la solution sans nanoparticules.  

 

 

 

 

 

 

6.4.3 INTERACTIONS AVEC LES CELLULES : ENDOCYTOSE – EXOCYTOSE 

L’internalisation des nanoparticules après exposition des cellules à une suspension à 0,6 

mg/mL et leur localisation intracellulaire sont mises en évidence par microscopie à 

fluorescence, comme décrit dans le paragraphe 6.2.3.1. 

La dissolution intracellulaire des particules et/ou leur exocytose, après 7 jours d’exposition 

des cellules à une suspension à 0,6 mg/mL de nanoparticules dans le milieu de culture, sont 

mesurées comme décrit dans le paragraphe 6.2.3.3. 

 

6.4.4 LIBERATION D’UNE MOLECULE ENCAPSULEE 

6.4.4.1 Synthèse de nanoparticules incorporant un marqueur nucléaire : Hoechst 

Pour étudier la libération d’une molécule incorporée par interactions électrostatiques dans les 

particules de silice, des nanoparticules de silice fluorescentes, incorporant un marqueur 

nucléaire Hoechst 33258, sont synthétisées selon la synthèse décrite dans le paragraphe 

6.1.1.5. L’influence de la fonctionnalisation par le disulfure est étudiée avec trois 

compositions : 0%, 20% et 40% massique de disulfure. Lors de la synthèse, après ajout du 

TEOS, du disulfure et de la solution FITC-APTES, une solution de Hoechst 33258 à 1 mM 

Figure 6-5: Réaction du DTT avec un pont disulfure 
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dans l’éthanol est ajoutée (5% en volume). Après 48 heures sous agitation à l’abri de la 

lumière, les particules sont dialysées. 

6.4.4.2 Suivi de la liberation du marqueur Hoechst 

La libération du marqueur Hoechst 33258 est suivie par microscopie à fluorescence sur les 

cellules fixées 1 heure avec du PFA 4% à 4°C. Pour mettre en évidence le marquage du noyau 

par Hoechst 33258, ce dernier est marqué avec de l’iodure de propidium selon le protocole 

décrit ci-après. 

Marquage du noyau à l’iodure de propidium : 

Avant de marquer le noyau, il faut perméabiliser la membrane en incubant les cellules 10 

minutes avec une solution de PBS 1X contenant 1% de BSA et 0,5%o de Triton X-100. 

Ensuite, après avoir été rincées avec du tampon SSC 2X (0,3 M NaCl, 0,03 M citrate de 

sodium, pH 7,0) les cellules sont traitées avec de la RNase 100 µg/mL pendant 20 minutes à 

37°C. Les cellules sont alors rincées trois fois 2 minutes dans le tampon SSC 2X puis 

marquées avec une solution d’iodure de propidium (10 minutes avec une solution à 500 nM). 

Après rinçage, les lames sont montées avec le réactif Slowfade
® Gold Antifade  pour être 

observées.  

 

 



 



 

 
Conclusions et perspectives 

 

 

 

Ce travail avait pour but d’étudier le comportement des nanoparticules de silice en milieu 

biologique, étude nécessaire pour les applications envisagées de ces nanoparticules dans le 

domaine bio-médical. Pour cela l’influence des caractéristiques des nanoparticules sur leur 

comportement a été observée à différents niveaux : du suivi du comportement des 

nanoparticules en milieu biologique (réel ou simulé) à l’analyse des interactions entre ces 

nanoparticules et des cellules. Ces dernières ont été observées dans des cultures 2D, où les 

cellules sont exposées directement aux nanoparticules, mais aussi lors de la diffusion de 

nanoparticules dans des matrices de collagène dans lesquelles les cellules sont immobilisées, 

pour se rapprocher des conditions d’exposition par voie cutanée. Pour cela, des particules de 

différentes tailles (entre 10 et 200 nm), de charge de surface positives ou négatives et de 

différentes compositions ont été synthétisées et caractérisées puis exposées à des cellules du 

derme. L’objectif était d’évaluer dans quelle mesure les caractéristiques physico-chimiques 

des nanoparticules influencent leur stabilité en milieu biologique, leur capacité à diffuser à 

travers un matériau modèle du derme et leur comportement au niveau cellulaire. 

Cette étude a permis d’obtenir quelques résultats intéressants et prometteurs pour les 

applications dans le domaine bio-médical, résultats résumés dans les paragraphes qui suivent. 

 

La surface des nanoparticules et leur taille sont des paramètres clés pour leur stabilité 

en conditions biologiques 

Nous avons observé que la charge ainsi que la nature des groupements présents en surface 

jouent un rôle important dans la cinétique de dissolution des particules en milieu de culture. 

En effet, le calcul des constantes de dissolution montre que les particules se dissolvent 

d’autant moins vite qu’elles sont petites et avec une charge de surface négative. Par contre, la 

taille ne modifie pas le plateau d’équilibre de dissolution, contrairement à la 

fonctionnalisation de surface : à taille identique (10 nm) les particules possédant des 

groupements amines en surface se dissolvent plus dans le milieu de culture que leurs 

homologues chargées négativement. Par ailleurs, à taille constante, l’introduction de disulfure 

ralentit légèrement la dissolution et modifie significativement le plateau d’équilibre de 
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dissolution. De plus, la nature de la surface des particules influence la formation d’une 

couronne de protéines dans le milieu de culture et peut donc altérer le phénomène 

d’agrégation. Ainsi l’ensemble des particules étudiées s’agrègent-elles dans le milieu de 

culture, phénomène d’autant plus rapide que les particules sont grosses et de surface peu 

chargée dans l’eau. 

Ces résultats montrent l’importance d’une caractérisation des nanoparticules dans les 

conditions d’étude afin de connaître le plus précisément possible la nature des objets étudiés. 

Par ailleurs, il pourrait être intéressant de mieux comprendre l’influence de l’introduction de 

silanes fonctionnels sur la dissolution des particules de silice. 

 

L’internalisation et la toxicité subséquente dépendent des caractéristiques des particules 

Nous avons observé une internalisation dans les NHDF de toutes les nanoparticules étudiées, 

positives ou négatives, entre 10 et 200 nm de diamètre. Quelles que soient les caractéristiques 

des particules, leur internalisation est un processus d’endocytose active, majoritairement par 

voie clathrine. Par ailleurs, il semble que les cellules soient capables d’internaliser en l’état 

des agrégats de particules présents à proximité de la membrane. La viabilité cellulaire n’est 

perturbée que pour les particules de 10 nm de diamètre, ce résultat est la conséquence d’un 

nombre de particules plus important à concentration massique constante et la toxicité n’est 

plus observée lorsqu’on se ramène à une dose en nombre de particules identique. Pour les 

autres particules testées, les cellules présentent une période initiale de stress rapidement 

résorbée et ont une activité métabolique comparable aux cellules témoins sur des temps 

d’étude allant jusqu’à deux semaines après les 7 jours d’exposition aux nanoparticules. Par 

ailleurs, seules les particules négatives de 10 nm de diamètre à forte concentration présentent 

une certaine génotoxicité. 

Ces résultats montrent que lors d’une exposition longue (7 jours consécutifs) à une 

concentration élevée (0,6 mg/mL) en nanoparticules de diamètre supérieur à 60 nm, les 

cellules maintiennent une activité métabolique comparable aux cellules non exposées aux 

nanoparticules, résultat encourageant pour les applications bio-médicales. Par contre, ils 

soulignent que les questions de toxicité sont liées au nombre de nanoparticules et pas 

uniquement à la concentration massique.  

 

A long terme, les nanoparticules de silice subissent une dissolution intracellulaire 

Un résultat intéressant et encore peu décrit que nous avons pu mettre en évidence est la 

dissolution intracellulaire à long terme des nanoparticules de silice internalisées, 
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parallèlement à leur exocytose. En effet, lorsque la suspension de nanoparticules est 

remplacée par du milieu, on observe une libération progressive des particules et de leur 

produit de dissolution. Cette libération est beaucoup plus lente que l’internalisation et une 

partie des particules reste piégée dans les cellules une semaine après le changement de milieu.  

 

Ce phénomène pourrait être exploité pour la libération intracellulaire de principes actifs, sous 

réserve de mieux le comprendre et le contrôler. Il serait intéressant de savoir combien de 

temps mettent les cellules à excréter totalement, si elles en sont capables, les particules ou 

leur produit de dissolution et de suivre cette cinétique sur un temps plus long que 7 jours. Par 

ailleurs, le temps d’exposition pouvant perturber fortement les cinétiques d’exocytose ainsi 

que la quantité de particules excrétées par les cellules, il faudrait observer ces phénomènes 

pour des temps d’exposition plus courts, rencontrés dans certaines des applications 

envisagées. 

 

La diffusion et la dissolution des particules dans un gel de collagène dépendent des 

caractéristiques des particules  

Nous avons montré que les particules de silice, positives ou négatives, de diamètre compris 

entre 10 et 200 nm, sont capables de traverser une matrice de collagène de 2 mm d’épaisseur, 

utilisée comme modèle du derme. Les caractéristiques physico-chimiques des particules, la 

concentration en collagène ou encore la présence de cellules sont autant de paramètres qui 

modifient la cinétique et l’importance de la diffusion des particules dans ces matériaux. Par 

ailleurs, il faut tenir compte dans ce système de l’adsorption des nanoparticules sur les fibres 

de collagène, phénomène influencé par la taille et la charge de surface des particules. Nous 

avons ainsi observé que les particules les plus petites diffusent en quantité plus importante, 

avec une faible modification de cinétique. Les coefficients de diffusion peuvent être estimés 

grâce à la simulation numérique de la diffusion dans le système d’étude. Le coefficient de 

diffusion des particules dans une matrice est lié à la concentration en collagène : pour des 

concentrations en collagène faibles, on peut établir une loi de typeD = D
0
* (1"#Ccollagène

$
) . Par 

contre, comme dans le milieu de culture, les particules les plus petites se dissolvent moins vite 

et les particules initialement négatives se dissolvent moins.  

Afin d’affiner notre compréhension de l’influence de la taille des particules et de la 

concentration en collagène sur la diffusion des particules ainsi que de la contribution de 

l’adsorption et de la dissolution, l’étude par simulation numérique devra être poussée plus 
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loin. Ces résultats permettront éventuellement d’optimiser le développement d’implants à 

base de collagène et nanoparticules de silice. 

 

Les cellules immobilisées dans une matrice de collagène sont capables d’internaliser des 

nanoparticules de silice lors de leur diffusion  

L’immobilisation des cellules dans une matrice de collagène ralentit la cinétique d’endocytose 

des nanoparticules, sans pour autant l’empêcher, et modifie la toxicité subséquente. En effet, 

les particules de 10 nm de diamètre, qui se révèlent toxiques en culture 2D, perturbent peu 

l’activité métabolique des cellules immobilisées dans les matrices de collagène. 

L’environnement tridimensionnel des cellules semble donc jouer un rôle en limitant la 

concentration effective aux abords des cellules (adsorption des particules, dilution dans la 

matrice, apport progressif par diffusion). Ces conditions sont plus proches de la réalité de 

l’exposition par voie cutanée et pourraient donc être utilisées pour l’évaluation et 

l’optimisation des nanoparticules utilisant cette voie d’accès. 

 

Des matériaux composites collagène-silice homogènes et bio-compatibles peuvent être 

formés 

L’ajout de silice, sous forme de particules ou de silicates, modifie les propriétés mécaniques 

des gels de collagène sans effet néfaste pour les cellules qui sont capables de proliférer et 

migrer dans ces matériaux. En utilisant les résultats de l’étude de diffusion, il serait possible 

de tester des conditions (caractéristiques des particules et concentration en collagène) qui 

permettraient d’obtenir des matériaux biocompatibles collagène-silice libérant 

progressivement les particules de silice et leur contenu. 

 

Des nanoparticules de silice sensibles à un environnement réducteur peuvent être 

synthétisées 

Dans le but d’obtenir des particules "bio-fragmentables", nous avons synthétisé des particules 

incorporant une fonction disulfure, avec un rapport massique S/Si allant de 0 à 19%, sensibles 

à l’environnement réducteur rencontré lors de l’internalisation des particules. Nous avons 

montré que le protocole de synthèse utilisé permet d’obtenir une répartition de cette fonction 

disulfure en surface mais aussi dans des poches réparties dans le cœur des particules. Par 

ailleurs, les tests en milieu réducteur hors des cellules montrent que les ponts disulfures 

introduits peuvent être réduits par du DTT et que ce phénomène est lent et progressif. 
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L’incorporation de ponts disulfures dans les particules de silice modifie leur 

comportement en présence de cellules. 

Enfin, nous avons pu mettre en évidence que l’incorporation de fonction disulfure dans les 

particules altère leur comportement intracellulaire sans apporter de toxicité. Les particules 

contenant des ponts disulfures sont internalisées dans les NHDF mais en nombre d’autant plus 

restreint que la quantité de disulfure est importante. L’incorporation de disulfure semble 

moduler l’exocytose/dissolution des particules. On observe rapidement la formation 

intracellulaire de structure de type cœur-coquille, résultat probable de la dissolution des zones 

de cœur moins condensées (par exemple au niveau des poches de disulfure). De plus, on 

constate que ces particules mènent à la formation de structures internes multi-lamellaires, 

formation d’autant plus lente que la quantité de disulfure dans les particules est importante, ce 

qui résulte probablement de la silicification des lysosomes lors de la dissolution intracellulaire 

des particules. Enfin, nous avons testé la libération intracellulaire d’un marqueur fluorescent 

encapsulé dans les particules de silice. Les résultats préliminaires obtenus sont encourageants 

et semblent indiquer que l’introduction de ponts disulfures peut modifier le temps de 

résidence des particules dans les cellules. 

Ces résultats indiquent qu’il est possible de développer des particules de silice dont le devenir 

intracellulaire est modulé par l’introduction de fonctions sensibles à l’environnement 

rencontré lors de l’endocytose, comme des ponts disulfures. Le test avec un marqueur 

fluorescent semblant prometteur, il serait intéressant d’étudier la libération de molécules 

d’intérêt et d’analyser plus en détail l’influence du taux de disulfure sur le comportement 

intracellulaire des particules. 
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Annexe 1 : Isothermes d’asorption-désorption et distribution de la taille des 

pores (BJH) pour les particules n%SS 

NANOPARTICULES 0%SS FLUORESCENTES 
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NANOPARTICULES 10%SS FLUORESCENTES 
 

 
 



Annexes 

!

 245 

NANOPARTICULES 20%SS FLUORESCENTES 
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NANOPARTICULES 30%SS FLUORESCENTES 
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NANOPARTICULES 40%SS FLUORESCENTES 
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NANOPARTICULES 20%SS NON FLUORESCENTES 
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NANOPARTICULES 40%SS NON FLUORESCENTES 
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Annexe 2 : Etude de la diffusion par simulation numérique 
 
Les équations du système 

Zone  I  

La zone I correspond à l'endroit où les nanoparticules sont déposées, leur concentration à t = 0 

est la concentration initiale C0. 

Zone II  

La zone II est la région remplie d'hydrogel de collagène où la concentration se diffuse et subit 

un processus d'absorption-désorption, ce qui peut être modélisé par le système d'équations 

suivant : 

 

 

Zone III 

C'est la zone d'analyse de données et la concentration à t = 0 est une concentration nulle de 

nanoparticules qui augme au fur et à mesure de l'évolution du système.  

 
Conditions aux limites  

Les frontières entre les zones I-II et II-III sont les régions où les échanges se font 

principalement suivant une équation de flux à travers d'une surface S (la surface du 

dispositif).  

• Zone I-II  

Modèle de flux à travers une frontière 

l
1
S
"C

"t
= SD

"C

"x

# 

$ 
% 

& 

' 
( 
x=0

 

où l
1
S  est le volume de la zone I. Cette équation traduit le fait que la concentration initiale 

diminue lors de la dynamique du système à cause du gradient de concentration à la frontière 

qui est le moteur du flux.  

• Zone II-III  

Modèle de flux à travers une frontière 

l
3
S
"C

"t
= #SD

"C

"x

$ 

% 
& 

' 

( 
) 
x=l

 

l
3
S  est le volume de la zone III et l'interprétation est la même que précédemment, sauf qu'ici 

la concentration augmente.  
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Équations sans dimension 

Nous allons écrire le système en forme adimensionnelle en utilisant les échelles suivantes 

pour : 

1 – l'espace : la longueur de l’échantillon l soit ˜ x =
x

l
 

2 – la concentration : la concentration initiale C
0
 soit ˜ C =

C

C
0

 

3 – le temps : le temps de diffusion 
l
2

D
 soit " =

t

l
2

D

 

Nous avons donc une écriture dans des variables sans dimension  

" ˜ C 

"#
=
" 2 ˜ C 

"˜ x 
2
$ k

" ˜ S 

"#

" ˜ S 

"#
= %( ˜ C $K ˜ S )

 

où * est le rapport entre le temps de diffusion 
D

l
2

" 

# 
$ 

% 

& 
'  et le temps de désorption  k

d
 et  K  la 

constante de Langmuir c'est à dire le rapport entre les temps de désorption et absorption . 

Pour les conditions aux limites nous avons :  

" ˜ C 

"#
= $

" ˜ C 

"x

% 

& 
' 

( 

) 
* 

x=0

 

et  
" ˜ C 

"#
= $

" ˜ C 

"x

% 

& 
' 

( 

) 
* 

x=1

 

où & et + sont les rapports d'aspect 
l
1

l
 et 

l
3

l
 respectivement. Il faut noter que la deuxième 

condition aux limites est à x =1 car la variable spatiale réduite est définie maintenant entre 0 

et 1.  

 
Approche Numérique 
Pour intégrer numériquement le système proposé nous allons remplacer les opérateurs 

différentielles par des différences finies décentrées (pour l'opérateur temporal) et centrées 

(pour l’opérateur spatial)  comme ceci : 

•  
"C

"#
  devient   

C j

i+1
– C j

i

"t
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•   
"
2
C

"x
 devient  

C j+1

i
– C j"1

i

2#x
 

où l'indice i correspond au temps avec "t  l’échantillonnage temporal et l'indice j correspond à 

l'espace avec "x =
1

N
 la résolution spatiale, N étant le nombre de points que l'on a utilisé pour 

discrétiser le segment de longueur 1.  

 

 Finalement si nous appelons C 1[ ]  la concentration dans la zone 1, C  la concentration dans la 

matrice d'hydrogel et C 3[ ] la concentration dans la zone 3 (la zone de mesure) nous avons le 

système discret suivant sur un maillage de N points, pour j = 1,N. Dans cette approche les 

nœuds j=1 et j=N correspondent aux conditions aux limites et la zone II qui contient 

l'hydrogel est définie sur les nœuds  j = 2 .. N-1. 

 
 
Le schéma d'intégration est donc 

• j=1   C 1[ ]
i+1
=C 1[ ]

i
+"

#t

#x
C j=2

i
$C j=1

i( ) 

• j = 2 .. N-1 

C j

i+1
=C j

i
+
"t

2"x
C j+1

i
– C j#1

i( )+km
S j

i+1
# S j

i( )
"t

 

C j

i+1
=C j

i
+
"t

2"x
C j+1

i
– C j#1

i( )+km  

• j=N   C 3[ ]
i+1
=C 3[ ]

i
" #

$t

$x
C j=N

i "C j=N "1

i( )  

 

Ce système doit être intégré entre le temps initial i= 0  et le temps final i= M"t  à partir des 

conditions initiales données qui correspondent aux conditions expérimentales c'est à dire pour 

i= 0 , à savoir : 

 Conditions  Initiales  

C[1]
i=0
=C

0
   la concentration initiale 

C
i=0
= 0          pour tout j 

S
i=0
= 0         pour tout j 

C[3]
i=0
= 0      
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Les valeurs numériques de C[3]  au cours du temps doivent être comparées aux données 

expérimentales, la figure suivant présente un calcul numérique typique de la concentration 

C[3]  en fonction du temps pour des valeurs différentes de *.  

L 'intérêt de l'outil numérique est d'analyser toutes les variations des paramètres du modèle et 

de rapporter les résultats aux données expérimentales pour (1) déterminer les facteurs 

prépondérantes du système et  (2) en retour, améliorer le modèle théorique.   

 
 

Evolution de la concentration (en tenant compte de la dilution induite par les 
prélèvements) pour un système adimensionnel (à # fixé) et des valeurs de * allant de 0 à 
0,5
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Annexe 3 : Décomposition du signal de diffusion des particules 
dans H3 en formes solubles et nanoparticules 
 

 

Signal de diffusion des particules Si+200  Signal de diffusion des particules Si+60 

 

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0 10 20 30 40 50 60 70 80

H3 Si200
H3 Si200

In
te

n
s
it
é

 d
e

 f
lu

o
re

s
c
e

n
c
e

 /
 i
n

te
n

s
it
é

 i
n

it
ia

le

temps (h)

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0 10 20 30 40 50 60 70 80

H3 Si40
H3 Si40

In
te

n
s
it
é

 d
e

 f
lu

o
re

s
c
e

n
c
e

 /
 i
n

te
n

s
it
é

 i
n

it
ia

le

temps (h)  
 
Signal de diffusion des particules Si+10 
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