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Résumé 

Résumé 

Les SRPs (Small Rigid Platforms) sont des nanoparticules de taille inférieure à 5 nm, 

constituées d’une matrice de polysiloxane, à la surface de laquelle sont greffés de manière covalente 

des complexes de gadolinium. Les SRPs ont été développées pour des applications en imagerie 

multimodale, notamment en imagerie par résonance magnétique, en scintigraphie et en imagerie par 

fluorescence, ainsi que pour des applications en théranostic, et plus particulièrement, en 

radiosensibilisation. 

L’objectif de la thèse consiste à fonctionnaliser les SRPs par des entités de ciblage, capables 

d’identifier et de se lier à des récepteurs surexprimés par les tumeurs ou par l’endothélium qui leur est 

associé. Plus précisément, trois molécules ciblantes ont été retenues : (i) le c(RGDfK) – un 

pentapeptide cyclique contenant le motif Arg-Gly-Asp ciblant spécifiquement l’intégrine 3, récepteur 

de cellule endothéliale pour les protéines de la matrice extracellulaire et surexprimée par de 

nombreuses cellules cancéreuses, (ii) une molécule dérivée de la quinoxaline – ciblant la mélanine, 

sur-exprimée par de nombreux types de mélanomes (cancers de la peau), et (iii) un pyridinium – 

ciblant les protéoglycanes, sur-exprimés par le chondrosarcome (cancer du cartilage). 

Les différentes molécules ciblantes ont alors été greffées en surface des SRPs afin 

d’optimiser leur accumulation et leur rétention au sein des tumeurs, et par conséquent, d’augmenter le 

potentiel de ces SRPs en tant qu’agents théranostiques. Le couplage covalent des différents vecteurs 

aux SRPs et leur quantification ont été mis en évidence par diverses techniques de caractérisation 

physicochimiques et complémentaires. Enfin, le ciblage des nanoparticules vectorisées a été 

démontré par plusieurs tests in vitro et/ou in vivo lors de nombreuses collaborations pour les trois 

différents vecteurs. 



Abstract 

Abstract 

SRPs (Small Rigid Platforms) are sub-5 nanometre nanoparticles, composed of a polysiloxane 

network surrounded by gadolinium chelates. SRPs have previously demonstrated their efficiency for 

multimodal imaging and theranostic applications, especially magnetic resonance imaging, 

scintigraphy, fluorescence imaging, and radiosensitization. 

 The purpose of this thesis deals with the functionalization of these SRPs by targeting entities 

able to recognize and to bind to receptors that are over-expressed by tumours or by the matching 

endothelium. More specifically, three targeting molecules drew our attention: (i) c(RGDfK) – a cyclic 

pentapeptide containing the Arg-Gly-Asp motif, able to target the 3 integrin, an endothelial cell 

receptor for the proteins of the extracellular matrix and frequently expressed by tumour cells, (ii) a 

quinoxaline derivative – targeting melanin, which is over-expressed by melanomas (skin cancers) and 

(iii) a pyridinium moiety – targeting proteoglycans, which are over-expressed in chondrosarcoma 

(cartilage cancer). 

 The different targeting molecules were then grafted to the SRPs in order to maximize their 

accumulation and retention in tumours with the aim to enhance the SRP efficiency as theranostic 

agents. The covalent coupling of the different targeting molecules to the SRPs and their quantification 

were performed by various physicochemical characterization techniques. Finally, the targeting of the 

functionalized SRPs was highlighted by several in vitro and/or in vivo assays thanks to numerous 

successful collaborations. 
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Introduction générale 

Introduction générale 
La lutte contre le cancer est un problème majeur de santé publique : c’est la première cause 

de mortalité dans les pays en voie de développement et la deuxième après les maladies cardio-

vasculaires dans les pays développés (Jemal et al., 2011 ; GLOBOCAN, 2008). Près de 12,7 millions 

de cas de cancer et 7,6 millions de décès dus au cancer ont été recensés dans le monde en 2008, 

soit 13 % de la mortalité mondiale. En 2030, le nombre de décès dus au cancer pourrait avoisiner les 

13,1 millions (OMS). En France, un homme sur deux et une femme sur trois se verra diagnostiqué un 

cancer avant 85 ans. Le cancer est la première cause de décès chez l’homme et la deuxième chez la 

femme : 33 % des décès masculins et 24 % des décès féminins ont été provoqués par le cancer en 

2004-2008 en France (Ligue contre le cancer). 

Le cancer est une maladie particulièrement complexe, due à une instabilité génétique et à la 

succession de modifications moléculaires multiples. Les procédés biologiques se faisant à l’échelle 

nanométrique, il semble essentiel de travailler à cette même échelle pour combattre les cellules 

cancéreuses. Selon la « National Nanotechnology Initiative » américaine, l’univers des 

nanotechnologies concerne la compréhension et le contrôle de la matière à des dimensions comprises 

entre 1 et 100 nm approximativement, où des phénomènes uniques permettent des applications 

nouvelles, non réalisables avec de simples molécules à l’état brut ou des matériaux de base (NNI). 

Les avancées dans le domaine des nanotechnologies permettent de manipuler la matière à l’échelle 

moléculaire pour créer des particules avec de nouvelles propriétés chimiques, physiques et 

biologiques. Il est alors raisonnable d’imaginer que des tests capables de passer au crible des millions 

de molécules dans une goutte de sang seront mis en place dans un futur proche, afin de détecter une 

protéine révélatrice de la présence d’un type de cancer. Il est également possible d’envisager la 

conception de particules transporteuses de médicaments relargant leur contenu toxique uniquement 

après qu’elles ont pénétré la tumeur, ou encore, la commercialisation d’agents capables de contrôler 

l’efficacité du traitement administré au patient atteint d’un cancer. La nanomédecine s’inscrit dans une 

démarche thérapeutique novatrice car elle offre l’opportunité d’une médecine personnalisée. 

Encapsulés dans des véhicules de taille nanométrique, les agents d’imagerie et/ou de thérapie 

seraient capables de cibler uniquement les cellules cancéreuses. Ces nanotechnologies intelligentes 

à pouvoir ultra-ciblé ouvrent une nouvelle ère de la lutte contre le cancer. L’industrie pharmaceutique 

s’intéresse de plus en plus à ces véhicules de taille nanométrique car ils sont moins toxiques et plus 

spécifiques des tumeurs que les agents thérapeutiques conventionnels.  

L’utilisation de nanotechnologies est désormais répandue dans le domaine des applications 

en oncologie et ne cesse de susciter de l’intérêt dans le milieu de la recherche, notamment en termes 

d’imagerie et de thérapie. Les nanoparticules dédiées à des applications en oncologie sont sources 

d’espoirs et de perspectives prometteuses pour un diagnostic précoce et précis du cancer ainsi que 

pour un traitement efficace tout en limitant les effets indésirables. 

Les propriétés inhérentes aux nanoparticules leur confèrent d’indéniables avantages sur les 

agents moléculaires et reposent sur un concept majeur : leur rapport surface sur volume étant élevé, 

la proportion d’atomes de surface par unité de volume est augmentée, générant une surface 
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spécifique optimale (très grande réactivité des atomes de surface). Les nanoparticules sont des 

« véhicules » auxquels il est possible d’incorporer des agents d’imagerie et/ou de thérapie (Doane et 

al., 2012 ; Mahmood et al., 2012). Ces nano-objets sont composés de quelques centaines ou milliers 

d’atomes et, par conséquent, apportent sur leur site d’action un plus grand nombre d’éléments actifs 

(imagerie, thérapie, ciblage) par objet que la plupart des espèces moléculaires. De plus, de par leur 

taille, les nanoparticules circulent dans le sang plus longtemps que les agents d’imagerie ou de 

thérapie conventionnels car elles évitent l’élimination par voie rénale et s’affranchissent des problèmes 

de diffusion systémique observés pour les agents moléculaires ; elles sont néanmoins suffisament 

petites pour pénétrer la vascularisation tumorale. Leur abilité à atteindre sélectivement leur cible 

permet aux physiciens de travailler avec des doses plus faibles donc moins toxiques. Le ciblage des 

tumeurs permet de diminuer le taux de « piégeage » des agents d’imagerie ou de thérapie dans les 

tissus sains et d’augmenter leurs taux d’accumulation et de rétention dans les tumeurs. Ce 

phénomène améliore l’efficacité de ces agents et, dans le cas des agents thérapeutiques, réduit les 

effets indésirables sur le patient (Blanco et al., 2011 ; Cabral et al., 2011). La fonctionnalisation des 

nanoparticules avec des entités de ciblage capables d’identifier et de se lier à des récepteurs 

surexprimés par les tumeurs ou par l’endothélium qui leur est associé permet de maximiser la 

localisation et la rétention des nanoparticules dans les tumeurs (Blanco et al., 2011).   

Bien que les nanoparticules ciblantes aient mis du temps à entrer en phase clinique, leur 

potentiel en tant que nouvelle génération d’agents d’imagerie et/ou de thérapie reste immense. 

L’injection par intraveineuse de tels agents doit composer avec les obstacles suivants : les interactions 

avec les composants du sang, la captation par le système réticuloendothélial, l’élimination rénale, la 

toxicité et l’aptitude à cibler les cellules d’intérêt (Guo et al., 2012). En effet, les propriétés 

physicochimiques des nanoparticules comme la taille, la géométrie, la forme, la chimie et la charge de 

surface, l’hydrophobie, la rigidité et la composition interne sont autant de paramètres qui ont une 

influence directe sur leur accumulation dans les organes, les tissus ou les cellules et sont donc à 

optimiser pour la conception de nanoparticules efficaces (Kamaly et al., 2012 ; Wang et al., 2011). 

Les recherches dans le domaine des nanomédecines ciblantes sont nombreuses et ces 

efforts doivent être perpétués dans l’idée de les transposer du laboratoire au lit du patient (Kamaly et 

al., 2012). L’équipe FENNEC (Formation et Elaboration de NaNomatériaux et Cristaux) de l’ILM 

(Institut Lumière Matière) est spécialisée depuis plusieurs années dans la conception de 

nanoparticules hybrides à base de gadolinium à visée thérapeutique. 

Les propriétés physicochimiques des SRPs (Small Rigid Particles) synthétisées par l’équipe 

FENNEC, et plus particulièrement leur taille (< 5 nm), répondent aux exigences pré-requises des 

agents théranostiques, à savoir : (i) une longue circulation dans le sang pour une accumulation 

optimale au sein de la tumeur par effet EPR (Enhanced Permeability and Retention) et (ii) une 

évacuation par voie rénale pour un meilleur contraste (différence de concentration) entre tissus sains 

et tissus tumoraux (Lux et al., 2011). 

Les SRPs sont des plateformes multifonctionnelles, prometteuses pour des applications en 

imagerie médicale et en thérapie : elles s’inscrivent dans une optique dite « théranostique ». En effet, 

les SRPs ont récemment démontré leur capacité à être détectées par 3 techniques d’imagerie 
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médicale différentes, à savoir, l’IRM (Imagerie par Résonance Magnétique), la TEMP (Tomographie 

d’Emission MonoPhotonique) et l’imagerie optique et s’avèrent prometteuses pour des applications en 

radiothérapie (Lux et al., 2011 ; Le Duc et al., 2011 ; Mowat et al., 2011). Pour résumer, elles 

associent différentes modalités d’imagerie de manière à aboutir à un diagnostic plus précoce et plus 

précis, elles sont susceptibles de rendre le traitement par radiothérapie plus efficace et elles 

permettraient de suivre l’évolution du traitement par ces mêmes modalités d’imagerie. 

L’optimisation de ces nanoparticules en tant qu’agents théranostiques passe par leur 

vectorisation dans le but d’obtenir un ciblage actif. En effet, pour que l’efficacité de l’agent 

théranostique soit maximale, la quantité de SRPs dans la tumeur et le rapport en élément 

théranostique entre les tissus tumoraux et les tissus sains doivent être maximums (Le Duc et al., 

2011). La fonctionnalisation des SRPs par des entités de ciblage permettrait de maximiser leur 

accumulation et leur rétention au sein des tumeurs.

L’objectif de ces travaux de thèse a consisté à améliorer le ciblage des SRPs pour une 

meilleure efficacité de ces nanoparticules en tant qu’agents d’imagerie multimodale et agents de 

thérapie. 

Dans une première partie, nous développerons (i) les généralités et enjeux du cancer, (ii) les 

atouts et faiblesses des différentes modalités d’imagerie, (iii) le principe général du traitement par 

radiothérapie et ses perspectives, (iv) les diverses possibilités d’optimisation des propriétés 

physicochimiques des agents d’imagerie et/ou de thérapie, puis (v) la conception des nanoparticules 

hybrides à base de gadolinium combinant imagerie et thérapie. 

La seconde partie sera ensuite consacrée à une étude de pré-vectorisation des 

nanoparticules, c'est-à-dire à la description des stratégies de greffage mises en place pour coupler les 

entités ciblantes de manière covalente aux SRPs, puis à l’estimation du nombre de sites de greffage 

disponibles et accessibles en surface des SRPs. 

Les trois chapitres suivants présenteront le greffage covalent de trois molécules ciblantes 

différentes aux SRPs,  la caractérisation de ce greffage et les résultats de ciblage obtenus pour les 

nanoparticules vectorisées. Le troisième chapitre sera consacré à la vectorisation des SRPs par un 

pentapeptide cyclique ciblant l’intégrine 3 – récepteur de cellule endothéliale pour les protéines de 

la matrice extracellulaire, le quatrième à la vectorisation par une molécule ciblant la mélanine – 

surexprimée par le mélanome (cancer de la peau), et le dernier à la vectorisation par une molécule 

ciblant les protéoglycanes – surexprimés par le chondrosarcome (cancer du cartilage). Les SRPs 

vectorisées par chacune des entités de ciblage font l’objet d’articles publiés ou en cours de 

publication. Les troisième, quatrième et cinquième chapitres seront alors présentés sous forme 

d’articles. 
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I.1. Cancer – Généralités et enjeux 
Le mot « cancer » provient du latin cancer, signifiant crabe, apparenté au grec ancien karkinos 

désignant une écrevisse. Ce nom aurait été donné par Hippocrate, considéré comme le « Père de la 

médecine », qui visualisait la tumeur et ses vaisseaux environnants comme un crabe, demeurant 

enfoncé dans le sable avec ses pattes. Nous en savons désormais bien plus sur le cancer que les 

anciens Grecs, mais le cancer reste une maladie des plus redoutées car c’est l’une des premières 

causes de mortalité dans le monde (Jemal et al., 2011). 

Dans la lutte contre le cancer, les nanotechnologies (taille comprise entre 1 et 100 nm selon la 

NNI) présentent de nouvelles approches de diagnostic et de traitement, non réalisables avec les 

technologies conventionnelles (NNI). Ces nouveaux outils, conçus à des tailles bien inférieures à 

celles des cellules humaines, sont susceptibles de rendre les chercheurs et les cliniciens capables de 

détecter le cancer à des stades plus précoces, de le traiter avec plus de précision et moins d’effets 

secondaires, et éventuellement d’arrêter le développement de la maladie avant qu’elle ne puisse 

causer des dommages (NCI). 

I.1.1. De la cellule saine au cancer…
Selon Robert Hooke, la cellule est l’unité de base de la vie (Hooke, 1665). Le corps est 

constitué de plus de 60 000 milliards de cellules ; en règle générale, lorsque le corps en a besoin, les 

cellules se dédoublent de façon contrôlée et ordonnée pour produire de nouvelles cellules et 

remplacer celles qui sont en fin de vie ou défaillantes. Les tissus conservent au fil du temps leur forme 

et leurs fonctions respectives. Toute cellule est programmée pour se multiplier puis pour mourir : il 

existe un équilibre fragile entre le nombre de nouvelles cellules créées et le nombre de cellules qui 

disparaissent. Cette programmation est régie par le noyau de la cellule et ce sont les gènes, à travers 

l’ADN contenu dans les chromosomes, qui commandent le noyau de la cellule (NCI ; Sanofi-Aventis). 

Cependant, il arrive parfois que les gènes subissent une altération (mutation) suite à une 

agression ou un dommage causé par un agent environnemental (cancérogènes chimiques, 

rayonnements, virus, etc.) ou par un facteur héréditaire (Jackson et al., 2009). Le noyau transmet 

alors des ordres anormaux, pouvant conduire à la production de protéines modifiées, plus 

nombreuses ou plus rares, capables ou non d’activer les mêmes voies. Parfois, la cellule ne perçoit 

aucune modification : le changement reste silencieux ; parfois, la cellule se dérègle : elle se multiplie 

de façon désordonnée et non contrôlée (Figure I.1). Les cellules transformées transmettent alors 

l’ensemble de leurs informations aux cellules issues des différentes divisions cellulaires. L’équilibre 

naturel entre la prolifération des cellules et leur mort est rompu, ce qui peut être dû soit à une 

croissance cellulaire anarchique, soit à la perte de la capacité de la cellule à s’autodétruire (Aly, 2012 ; 

Spencer et al., 2011). Ce déséquilibre entraîne la formation d’une masse de tissu cellulaire 

supplémentaire, appelée tumeur (Ligue contre le Cancer ; Sanofi-Aventis). 

Selon leur capacité ou leur incapacité à se propager par invasion ou métastase, les tumeurs 

peuvent être malignes (cancéreuses) ou bénignes (non cancéreuses). A l’inverse des tumeurs 
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bénignes, incapables de se développer par invasion ou par métastase et qui grandissent localement, 

les tumeurs malignes peuvent envahir les tissus voisins, pénétrer les vaisseaux sanguins et 

métastaser à différents endroits. Par définition, le terme cancer s’applique uniquement aux tumeurs 

malignes (NCI). 

Figure I.1. Croissance des cellules cancéreuses. Adaptée de University of Virginia

 Les tumeurs malignes sont dites monoclonales : elles proviennent d’une simple et unique 

cellule. Si le cancer naît d’une seule cellule, la transformation d’une cellule saine en une cellule 

cancéreuse ne peut s’expliquer par une transition unique et abrupte. La transformation maligne est un 

processus multi-étapes, provoqué par l’accumulation consécutive d’altération des gènes (Figure I.2).  

  

Figure I.2. Emergence d’une cellule cancéreuse à partir de mutations d’une cellule saine. Adaptée de Kennesaw State 

University

 Comme l’illustre la Figure I.2, la cellule fille (1) acquiert – ou hérite de – la mutation à l’origine 

du cancer ; ce défaut est transmis aux générations suivantes. La cellule descendante (2) acquiert la 
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seconde mutation puis la cellule descendante suivante (3) acquiert la troisième mutation et ainsi de 

suite. Lorsque la cellule accumule assez de mutations (4), la cellule devient maligne et provoque le 

cancer. Des cellules peuvent être considérées comme cancéreuses lorsque la cellule saine a subi au 

moins deux mutations (Kennesaw State University). Cependant, l’émergence d’une population de 

cellules malignes résulte de l’effet cumulatif de 5 à 10 modifications génétiques. En règle générale, il 

existe six altérations principales pouvant être impliquées dans la transformation d’une cellule saine en 

une cellule cancéreuse. Ces altérations comprennent : l’autonomie en facteurs de croissance, 

l’insensibilité aux signaux anti-prolifératifs, l’échappement à l’apopotose, un potentiel de reproduction 

illimitée, une angiogénèse soutenue et l’invasion des tissus (atteinte et destruction des tissus 

adjacents) ainsi  que la métastase (propagation dans d’autres zones de l’organisme via la lymphe ou 

le sang) (Aly, 2012). 

Ce processus peut être court, mais il est souvent lent : 10 à 30 ans peuvent s’écouler entre la 

genèse de la première cellule anormale et l’apparition d’une tumeur d’environ 1 cm3 (Sanofi-Aventis). 

Aussi, on utilise le terme « tumeur » à partir d’un regroupement de 100 000 cellules (Ligue contre le 

cancer). Si la tumeur est le résultat d’un processus évolutif mettant en jeu des générations 

successives de cellules, tendant progressivement vers une prolifération cancéreuse, les mécanismes 

moléculaires et cellulaires impliqués restent au cœur des débats (Visvader, 2011). De par la nature 

multi-étapes de l’oncogenèse et les mutations successives des gènes, chaque tumeur présente une 

hétérogénéité marquée en termes de morphologie cellulaire, d’indice de prolifération, de lésions 

génétiques et de réponse thérapeutique (Visvader, 2011 ; Nguyen et al., 2012 ; Longo, 2012 ; 

Gerlinger et al., 2012 ; Abeylath et al., 2011).

I.1.2. Le cancer en quelques chiffres 
Le cancer est la première cause de mortalité dans les pays en voie de développement et la 

deuxième après les maladies cardio-vasculaires dans les pays développés (Jemal et al., 2011). Près 

de 12,7 millions de cas de cancer et 7,6 millions de décès dus au cancer ont été recensés dans le 

monde en 2008, soit 13 % de la mortalité mondiale (Debergh et al., 2012). D’ici à 2030, le nombre de 

décès dus au cancer pourrait avoisiner les 13,1 millions (OMS). Les cancers engendrant le plus de 

décès sont les cancers du poumon, du foie, de l’estomac, du côlon, du sein et du col de l’utérus ; ils 

diffèrent selon le sexe (Tableau I.1).  

Tableau I.1. Estimation de fréquence et mortalité des cas de cancers dans le monde en 2008. (GLOBOCAN 2008 ; Jemal et al., 

2011) 

Cancers les plus fréquents
Homme Femme

Poumons et bronches (~17%) Sein (~23%)
Prostate  (~14%) Colorectal (~9%)
Colorectal (~10%) Col de l'utérus (~9%)
Estomac (~10%) Poumons et bronches  (~9%)

Cancers ayant causé le plus de décès
Homme Femme

Poumons et bronches  (~23%) Sein  (~14%)
Foie  (~11%) Poumons et bronches  (~13%)
Estomac  (~11%) Colorectal  (~9%)
Colorectal  (~8%) Col de l'utérus  (~8%)
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L’augmentation du nombre de cas de cancers est la conséquence de l’accumulation de 

plusieurs facteurs : l’accroissement de la population, l’allongement de la durée de vie, l’augmentation 

de la fréquence des cancers avec l’âge, mais aussi l’hérédité, l’environnement et le mode de vie. Les 

principaux facteurs de risques comportementaux et alimentaires sont le tabagisme, la 

surconsommation d’alcool, un indice de masse corporelle élevé, l’inactivité physique et la faible 

consommation de fruits et légumes (OMS). 

Si le cancer est aujourd’hui une des premières causes de mortalité dans le monde, il existe 

depuis de nombreuses années, les premières traces écrites datant des Egyptiens. C’est seulement au 

cours des dernières décennies que les origines moléculaires de cette maladie ont été découvertes. 

Or, c’est grâce à une meilleure compréhension des caractéristiques moléculaires et des voies de 

signalisation sous-jacentes au cancer que nous sommes désormais capables de générer des outils 

« intelligents ». Les nanotechnologies sont susceptibles de changer radicalement notre façon de 

diagnostiquer, d’imager et de traiter le cancer. Le développement de nanosystèmes comprenant une 

ou plusieurs fonctions cliniques peut réduire considérablement l’impact du cancer (Jemal et al., 2011 ; 

OMS) ; les différentes fonctions regroupées au sein de ces outils de taille nanométrique 

comprennent : (i) la détection du cancer aux stades les plus précoces, (i) sa localisation plus précise 

au sein de l’organisme, (ii) la distribution spécifique de médicaments anticancéreux aux cellules 

malignes, et (iv) la vérification de l’action de ces médicaments sur les cellules cancéreuses (NCI). 

I.2. Diagnostic du cancer 
Pendant de nombreuses années, la chirurgie et la biopsie, c'est-à-dire le retrait d’une partie du 

tissu pour une évaluation microscopique, étaient les seuls moyens de détecter les tumeurs et 

d’observer leur croissance (Weissleder, 2002). Au cours des dernières décennies, les avancées 

considérables en imagerie médicale ont nettement amélioré à la qualité du diagnostic (Goutayer, 

2008). La médecine moderne a régulièrement recours à des technologies d’imagerie de pointe pour 

confirmer la présence du cancer mais aussi pour localiser le site primaire (site d’origine du cancer) et 

les sites secondaires (métastases) s’ils existent. 

L’imagerie médicale joue un rôle clé dans la lutte contre le cancer car elle permet entre-autres 

de (Pericleous et al., 2012 ; Frangioni, 2008 ; Hillman, 2006 ; NEMA, 2006 ; Weissleder, 2002) :

 détecter, diagnostiquer et évaluer le stade d’avancement du cancer, 

 aider au choix du traitement du cancer, 

 observer l’efficacité ou l’inefficacité du traitement, 

 surveiller les cas de récurrence du cancer, 

 faciliter la recherche médicale, et plus particulièrement celle qui s’intéresse à la 

découverte de traitements et aux innovations thérapeutiques améliorant les soins 

délivrés aux patients. 



Chapitre I – Etude bibliographique 

47

I.2.1. Les différentes modalités d’imagerie médicale 
 Six modalités d’imagerie médicale sont mises à disposition des cliniciens pour le diagnostic, 

l’évaluation de l’avancement et le traitement du cancer : les rayons X (radiographie standard et 

tomodensitométrie (TDM)), les ultrasons (US, et plus particulièrement : l’échographie), l’imagerie par 

résonance magnétique (IRM), la tomographie d’émission monophotonique (TEMP), la tomographie 

par émission de positons (TEP) et l’imagerie optique (Figure I.3) (Frangioni, 2008). Chacune de ces 

techniques se différencie par ses caractéristiques physiques, sa résolution, sa sensibilité et le type de 

tissu qu’elle image, ainsi que par le type d’agents d’imagerie auquel elle a recours (Tableau I.2) (Alric, 

2012 ; Debergh et al., 2012 ; Hahn et al., 2011 ; Baker, 2010 ; Weissleder et al., 2008).

Les systèmes d’imagerie peuvent être regroupés selon l’énergie qu’ils utilisent pour acquérir 

des informations visuelles (RX, positions, photons, ultrasons), selon la résolution spatiale qu’ils 

atteignent (macroscopique à microscopique), ou encore selon le type d’information obtenue 

(anatomique, physiologique, cellulaire ou moléculaire). Les modalités d’imagerie macroscopique 

(TDM, IRM, US) fournissant des informations anatomiques et physiologiques sont actuellement 

largement répandues dans les domaines cliniques et précliniques. Les systèmes permettant d’acquérir 

des informations moléculaires sont apparus plus tard dans le domaine clinique : ces modalités incluent 

la TEMP et la TEP ; d’autres, comme l’imagerie optique sont encore en développement (usage 

clinique améliorable) (Weissleder et al., 2008). 
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Figure I.4.  Echelles relatives de sensibilité et de résolution spatiale des différentes modalités d’imagerie.

Les technologies d’imagerie doivent répondre à certains critères : elles doivent être 

quantitatives (de manière absolue ou relative), hautement résolues, détaillées, normalisées, 

numériques, sensibles aux perturbations moléculaires au sein du système et permettre un suivi 

dynamique (visualisation de l’image en temps réel) (Weissleder et al., 2008). Or, les modalités 

d’imagerie médicale ne peuvent pas être sensibles et hautement résolues à la fois (Figure I.4) (Louie, 

2010 ; Liu et al., 2010 ; Jennings et al., 2009). 

I.2.2. Les limites de l’imagerie médicale 
Bien qu’ils ne se ressemblent pas, tous les cancers ont un point commun : ils se développent 

à partir d’une seule cellule anormale. Le corps humain contient environ 1014 cellules. Pour discerner la 

genèse d’une tumeur, le seuil de détection d’un appareil d’imagerie médicale devrait donc être fixé à 

10-14. Or, de nos jours, une tumeur est détectée à partir de 109 cellules (~ 1 g, ~ 1 cm3). Ainsi, du point 

de vue de l’imagerie, le terme rémission signifie littéralement qu’il existe entre 0 et 109 cellules 

malignes dans le corps du patient. Par conséquent, les modalités d’imagerie actuelles et leurs agents 

d’imagerie ont encore beaucoup de progrès à réaliser dans le domaine de l’oncologie (Frangioni, 

2008).

Le développement d’agents d’imagerie spécifiques de tumeurs est une tâche particulièrement 

difficile car il doit prendre en compte trois critères : 

 l’affinité entre l’agent d’imagerie et la tumeur, et le rapport de cette constante d’affinité 

sur la concentration de sites ciblés ; 

 la biodistribution et l’élimination : toutes deux dépendent directement de la nature, du 

diamètre hydrodynamique, du rapport charge/masse et de l’hydrophobie de l’agent 

d’imagerie. Le diamètre hydrodynamique (DH) et le rapport charge/masse influent 

particulièrement sur la vitesse à laquelle l’agent d’imagerie se répand de l’espace 

vasculaire à la tumeur et sur la rapidité du bruit de fond à être éliminé (Choi et al., 

2007). 

 le rapport signal/bruit (critère le plus important) : les techniques d’imagerie médicale 

reposent toutes sur ce simple concept. L’objectif, dans le cas d’un cancer, est 

RX
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d’augmenter autant que possible le signal généré par les agents d’imagerie (agents 

de contraste ou radiotraceurs) au niveau des cellules cancéreuses par rapport au 

bruit, causé par un signal non-spécifique ou par les cellules saines environnantes. 

L’optimisation d’un agent d’imagerie dans ces trois dimensions est une tâche 

incontestablement compliquée (Frangioni, 2008). De plus, la création d’un rapport signal sur bruit 

adéquat pour la détection de cellules tumorales est gênée par certaines barrières. Premièrement, les 

modalités d’imagerie médicale sont limitées en termes de sensibilité ou de résolution (Tableau I.2) et 

empêchent la détection de petits clusters de cellules anormales. De plus, les artéfacts dus aux 

mouvements physiologiques deviennent problématiques pour les tumeurs de petite taille. Ensuite, le 

corps présente de nombreux obstacles au ciblage effectif des agents d’imagerie (ou thérapeutiques) 

vectorisés, notamment les inhibiteurs présents dans le plasma, la petite taille des pores endothéliaux 

(DH ~ 5 nm) qui contraint la biodistribution de ces agents, et les membranes basales qui agissent 

comme des barrières pour la détection de cancers pré-invasifs. Enfin, nombre de tumeurs solides 

possèdent une pression hydrostatique élevée, ce qui empêche l’infiltration homogène des agents 

d’imagerie (ou thérapeutiques) (Frangioni, 2008). 

I.2.3. Vers une imagerie multimodale 
Les modalités d’imagerie présentent chacune des atouts uniques et des limites (Tableau I.2) 

(Cheon et al., 2008). L’association de plusieurs modalités à des agents d’imagerie adéquats conduit à 

une orthogonalité du diagnostic (Louie, 2010 ; Jennings et al., 2009). Le regroupement informatique 

des données – a priori indépendantes – fournies par les différentes techniques d’imagerie est 

susceptible d’améliorer considérablement la sensibilité et la résolution de l’image (Park et al., 2009 ; 

Fass, 2008). Dans cette optique, des plateformes combinant plusieurs de ces technologies – 

notamment la TEMP-TDM, la TEP-TDM, la TEP-IRM –  et des sondes multimodales adaptées à ces 

technologies bimodales se développent et améliorent la reconstruction et la visualisation des données 

(Weissleder et al., 2008). 

I.2.3.1. Les plateformes multimodales 

- TEP / IRM :

Parmi les plateformes bimodales, la TEP-IRM est susceptible de fournir les informations les 

plus complètes, combinant l’importante sensibilité de la TEP avec l’excellente résolution anatomique 

et le contraste des tissus mous apportés par l’IRM (Figure I.4) (Jennings et al., 2009). Les données 

peuvent être acquises simultanément, plutôt que séquentiellement, ce qui fait l’avantage de cette 

plateforme TEP/IRM (Debergh et al., 2012). 

- TEMP ou TEP / imagerie optique :

Au stade préclinique, la tendance est à la combinaison de l’imagerie optique avec l’imagerie 

nucléaire (Debergh et al., 2012 ; Jennings et al., 2009). L’imagerie optique est la modalité la plus 
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couramment utilisée en imagerie moléculaire préclinique car c’est la moins coûteuse. Cependant, 

l’obtention d’informations anatomiques étant limitée par la profondeur des tissus, il est intéressant de 

la coupler à d’autres modalités d’imagerie médicale. 

Les trois techniques (TEMP, TEP et imagerie optique), hautement sensibles, sont assez 

similaires. En effet, elles sont basées sur la détection de photons émis par une source injectée au 

patient (cas de la TEMP et de l’imagerie optique) ou produits suite à la réaction d’annihilation du 

positon émis par la source injectée au patient avec un électron du milieu (cas de la TEP) par des 

capteurs positionnés autour du patient. En revanche, l’énergie des photons  obtenus à partir des 

radionucléides aussi bien en TEMP (30-300 keV) qu’en TEP (511 keV) diffère de celle des photons 

émis par les fluorophores (1,3 à 2 eV) (Azhdarinia et al., 2012). D’autre part, pour ces trois modalités, 

le signal mesuré est directement proportionnel au procédé biologique observé. L’objectif de cette 

combinaison imagerie optique / imagerie nucléaire est de développer une machine comprenant un 

seul et unique détecteur capable de détecter à la fois les photons émis par la source fluorescente et 

les photons  émis par la source radioactive (Culver et al., 2008 ; Cherry, 2006). Un autre scénario où 

cette approche bimodale pourrait être particulièrement utile serait la localisation de la tumeur par un 

scan TEP du corps entier, puis la localisation plus précise de la position par imagerie optique lors de 

l’opération chirurgicale pour la résection de la tumeur (Zhang et al., 2011). 

Les progrès en imagerie ont permis de passer d’une simple investigation morphologique à 

l’analyse détaillée de la physiologie d’une tumeur (Debergh et al., 2012). Actuellement, les systèmes 

d’imagerie moléculaire permettent de localiser la tumeur au sein de l’organisme. A terme, on peut 

espérer que certains de ces systèmes puissent également contribuer à la visualisation de l’expression 

et de l’activité de molécules spécifiques, de cellules et de procédés biologiques dont dépend le 

comportement d’une tumeur et/ou sa réponse aux médicaments thérapeutiques (Weissleder et al., 

2008). La normalisation et la validation clinique de nouvelles modalités d’imagerie devrait être une 

priorité de la thérapie oncologique clinique (Debergh et al., 2012). 

I.2.3.2. Les sondes multimodales 

Bien que le développement de sondes multimodales ne soit pas systématiquement 

nécessaire, ces dernières offrent d’indéniables avantages : une seule sonde permet d’assurer le 

même signal pharmacocinétique et de co-localisation pour deux modalités différentes. De plus, le 

patient est affranchi d’un stress supplémentaire dû à une injection supplémentaire, pouvant provoquer 

l’élimination de l’agent de la circulation sanguine (Louie, 2010). 

La sensibilité des modalités d’imagerie pouvant varier jusqu’à 3 ordres de grandeur, l’objectif 

majeur de ces sondes multimodales consiste à équiper la sonde de différents agents d’imagerie dans 

les quantités nécessaires. Les recherches dédiées aux sondes multimodales se sont alors 

multipliées : la complexité des synthèses varie de la simple encapsulation à la conjugaison d’agents 

commerciaux et les tailles obtenues vont de la petite molécule aux systèmes nanométriques. Les 

supports de ces sondes multimodales peuvent être des liposomes, des lipoprotéines, des 

nanoparticules (à base d’oxydes de fer, de quantum dots, de lanthanides, d’or, de cœurs 

magnétiques, de silice, de polymères, etc. (Park et al., 2009)), des macromolécules, des petites 
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molécules organiques, etc. Idéalement, l’association de plusieurs agents d’imagerie ne devrait pas 

affecter leur efficacité respective ; c’est donc sur ce point que le support des sondes multimodales 

tient un rôle majeur (Louie, 2010). 

I.2.3.3. Perspectives de l’imagerie médicale 

L’imagerie médicale est un des piliers de la lutte contre le cancer et l’obtention d’informations 

complémentaires via des systèmes d’imagerie multimodale permettrait d’améliorer chacune des 

phases du traitement de la maladie. Idéalement, les techniques d’imagerie multimodale et les sondes 

multimodales appropriées combinées devraient fonctionner en synergie pour atteindre une résolution 

et une sensibilité élevées de l’activité biologique (Louie, 2010). Ceci permettrait de détecter le cancer 

à un stade plus avancé et par conséquent, de réduire le taux de mortalité lié à certains cancers (Fass, 

2008). 

I.3. Traitement du cancer par radiothérapie 
Il existe trois grandes catégories de traitement du cancer : la chirurgie, la chimiothérapie et la 

radiothérapie. Pour certains types de cancers, la maladie peut également être traitée 

par hormonothérapie, immunothérapie, thérapie ciblée, photothérapie dynamique, etc. Selon les cas, 

ces différentes modalités peuvent être prescrites seules ou combinées, simultanément ou 

successivement (e-cancer). 

 Le présent travail de thèse ayant une perspective d’application en radiothérapie, ce traitement 

est décrit brièvement au sein de ce chapitre. Le rayonnement est un agent physique utilisé pour 

détruire les cellules cancéreuses ; il est appelé « rayonnement ionisant » car il forme des ions 

(espèces chimiques électriquement chargées) et dépose de l’énergie dans les cellules des tissus à 

travers lesquels il passe. Cette énergie déposée est capable de tuer les cellules cancéreuses ou de 

causer des changements génétiques aboutissant à la mort des cellules cancéreuses. Les autres 

formes de rayonnements comme les ondes radio, les microondes et les ondes lumineuses sont dites 

« non-ionisantes » car elles n’ont pas autant d’énergie et ne sont pas capables de former des ions. La 

radiothérapie est un traitement fréquemment prescrit : elle concerne plus d’un patient sur deux atteint 

d’un cancer (Baskar et al., 2012 ; Begg et al., 2011). 

I.3.1. Généralités
Il existe trois types de radiothérapie : la radiothérapie externe (RTX), la curiethérapie (ou 

radiothérapie interne) et la radiothérapie métabolique. En RTX, les rayons sont émis par une source 

externe à l’organisme. Le faisceau de rayons est dirigé sur la zone tumorale : les rayons traversent la 

peau et pénètrent l’organisme pour atteindre la tumeur. La RTX est la forme la plus courante des 

radiothérapies. En curiethérapie, les rayonnements sont émis par une source radioactive implantée 

directement à l’intérieur du corps du patient. Enfin, pour la radiothérapie métabolique, la substance 

radioactive est administrée au patient par voie orale ou par injection intraveineuse et celle-ci se fixe 

préférentiellement sur les cellules cancéreuses pour les détruire (ARC ; INCa, 2009). 
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Lorsqu’un rayonnement ionisant pénètre le corps humain, une partie du rayonnement est 

absorbée (partie « utile » du rayonnement), une autre est déviée de son chemin (dépendant de 

nombreux facteurs) et une autre encore continue son chemin. La dose de rayons absorbée s’exprime 

en Gray (Gy) et représente la dose d’énergie absorbée par unité de matière – ce qui est donc 

totalement différent de l’énergie des rayons émis. 1 Gy correspond à une énergie de 1 J absorbée par 

une masse de 1 kg (INCa, 2009). Actuellement, un régime typique de radiothérapie consiste à 

adresser au patient des fractions quotidiennes de 1,5 à 3 Gy sur plusieurs semaines (Baskar et al., 

2012 ; Connell et al., 2009). A titre indicatif, une dose de 5 Gy administrée en une fois sur l’ensemble 

du corps d’une personne représente une dose létale pour 50% des sujets (DL50) (INCa, 2009). La 

diffusion quant à elle, c'est-à-dire la propagation du rayonnement en dehors de son chemin, explique 

pourquoi les régions situées à proximité de la zone visée par le rayonnement ionisant peuvent 

recevoir des doses parasitaires d’irradiation. 

I.3.2. Principe
Le principe de la radiothérapie repose sur l’utilisation de rayonnements ionisants pour détruire 

les cellules cancéreuses. Les rayonnements ionisants se matérialisent sous la forme d’un faisceau 

d’ondes ou de particules suffisamment énergétiques pour ôter les électrons de leur enveloppe 

électronique : c’est l’ionisation. Les rayons déposent leur énergie dans les cellules des tissus à travers 

lesquels ils passent. L’énergie déposée peut détruire les cellules cancéreuses ou causer des 

modifications génétiques provoquant la mort de la cellule (Baskar et al., 2012).  

Le rayonnement ionisant agit sur les tissus en trois étapes : la première est physique, la 

seconde physicochimique et la dernière biologique. L’étape physique est de très courte durée (10-13

s). Elle fait référence aux ionisations et aux excitations moléculaires suite au dépôt d’énergie lors du 

passage du rayon. Cette phase est suivie par une étape physicochimique pouvant durer de quelques 

secondes à quelques minutes. Les molécules ionisées ou excitées réagissent entre elles et avec les 

molécules environnantes. Enfin, lors de l’étape biologique, les rayonnements ionisants altèrent la 

structure des macromolécules, provoquant la perturbation des fonctions principales de la vie cellulaire. 

Cette phase peut s’étaler sur plusieurs mois (Pharmacology). 

Les rayonnements peuvent détruire les cellules cancéreuses selon plusieurs mécanismes, 

tous ayant pour but de priver ces cellules de leur multiplication et/ou de les tuer (Connell et al., 2009). 

Comme la plupart des traitements anticancéreux, la radiothérapie parvient à ses fins en provoquant 

différentes morts cellulaires. Elle ne détruit pas les cellules immédiatement : cela peut prendre des 

heures, des jours voire des semaines de traitement avant que les cellules cancéreuses ne meurent 

(Baskar et al., 2012). Bien que l’altération de l’ADN soit généralement considérée comme le principal 

moyen d’aboutir à la létalité cellulaire radio-induite, de nombreux mécanismes non apparentés à l’ADN 

peuvent également être impliqués dans les réponses cellulaires aux irradiations ; parmi eux : (i) la 

production radio-induite de céramide (molécule de la membrane cellulaire) à partir de la 

sphyngomyéline dérivée de la membrane plasmique et (ii) l’activation de voies de signalisation 
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intracellulaires (signalisation radio-induite de l’EGFR par exemple (Récepteur du Facteur de 

Croissance Epidermique)) (Connell et al., 2009). 

I.3.3. Différents types de rayonnements ionisants
Les rayonnements ionisants sont répartis en deux catégories : les photons (rayonnements 

électromagnétiques) et les rayonnements particulaires (chargés ou non). Les différentes formes de 

rayonnements n’ont pas toutes la même énergie. Les rayonnements de plus haute énergie pénètrent 

plus profondément dans les tissus. Le radio-oncologue choisit le type et l’énergie de rayonnement les 

plus adaptés au cancer du patient. 

I.3.3.1. Rayonnements de photons (rayons X ou ) 

Les faisceaux de photons de haute énergie (rayonnements électromagnétiques) sont de loin 

la forme de rayonnement la plus couramment utilisée pour le traitement du cancer. Les photons 

peuvent être émis soit lors de réarrangements d’électrons issus de tubes de RX ou d’accélérateurs 

linéaires, soit lors de désintégrations nucléaires, comme celles du 60Co, de l’192Ir et du 137Cs 

(Pharmacology). 

Les photons n’ont pas de masse : ils se propagent en ligne droite ; ils n’ont pas de charge et 

interagissent par conséquent de manière aléatoire avec la matière (Tableau I.3). La probabilité pour 

un photon de subir un phénomène d’interaction avec un élément atténuateur dépend de l’énergie h

du photon et du numéro atomique Z de l’élément atténuateur. En général, l’effet photoélectrique 

prédomine pour les photons de basse énergie, l’effet Compton aux énergies intermédiaires et la 

production de paires pour les photons de haute énergie (Figure I.5) (Podgorsak, 2005). 

Figure I.5. Régions de prédominance des trois principales formes d’intéraction des photons avec la matière. La courbe de 

gauche représente le domaine où les coefficients atomiques pour l’effet photoélectrique et pour l’effet Compton sont égaux ; la 

courbe de droite représente le domaine où les coefficients atomiques pour l’effet Compton et pour la production de paires sont 

égaux. Adaptée de Podgorsak, 2005. 
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I.3.3.2. Rayonnements particulaires 

Les rayonnements particulaires peuvent être chargés comme les électrons, les protons, les 

ions lourds, ou non chargés comme les neutrons. 

Les faisceaux d’électrons sont produits par des accélérateurs linéaires. Les électrons ne 

pénétrant pas dans les tissus profonds, ils sont particulièrement utiles pour le traitement de tumeurs 

proches de la surface du corps (Figure I.6 ; Tableau I.3) (Baskar et al., 2012). 

Les faisceaux de protons sont une forme de rayonnements particulaires plus récente, offrant 

une meilleure distribution de dose grâce à leur profil unique d’absorption par les tissus, connu sous le 

nom de « pic de Bragg » (étroit) (Figure I.6) (Terasawa et al., 2009). Ils causent peu de dommages au 

niveau des tissus à travers lesquels ils passent et excellent dans la destruction des cellules situées à 

la fin de leur trajectoire. Les protons permettent de déposer une énergie destructrice maximale au 

niveau de la tumeur tout en minimisant les dommages au niveau des tissus sains au cours de leur 

passage. Ils sont donc particulièrement adaptés pour les tumeurs pédiatriques et les tumeurs chez les 

adultes situées près de structures critiques comme la moelle épinière ou les tumeurs proches du 

crâne, où les tissus sains doivent nécessairement être épargnés. La protonthérapie nécessite un 

équipement hautement spécialisé ; elle est systématiquement utilisée pour certains types de cancer 

mais requiert des recherches supplémentaires pour le traitement d’autres types de cancers.  

Les neutrons se propagent linéairement à travers la matière et ont d’ailleurs une efficacité 

biologique 3 à 4 fois supérieure à celle des photons (Tableau I.3). Cependant, leur utilisation a 

diminué ces dernières années en partie à cause des problèmes à focaliser les rayons sur la cible 

visée. Etant donné que les neutrons peuvent causer plus de dommages sur l’ADN que les photons, 

les effets sur les tissus sains peuvent être plus graves. Les faisceaux doivent alors être positionnés 

avec précaution et les tissus sains, protégés. Les faisceaux de neutrons peuvent être utiles lorsque 

d’autres formes de rayonnements ne marchent pas : ils sont essentiellement efficaces sur les tumeurs 

pour lesquelles l’approvisionnement en oxygène est faible (tumeurs récurrentes). 

Les faisceaux d’ions carbone sont aussi appelés faisceaux d’ions lourds car ils utilisent des 

particules plus lourdes que les protons ou les neutrons. Parce que ces particules sont si lourdes, elles 

peuvent causer plus de dommages au niveau de la cellule cible que les autres formes de 

rayonnements. Comme les protons, les ions carbone ont la particularité de déposer une faible dose en 

surface et la majorité de leur énergie dans les derniers millimètres de leur trajectoire, au sein de la 

tumeur ; les tissus situés derrière la tumeur reçoivent très peu de rayons. La dose de rayons est donc 

précisément localisée sur la tumeur et ce phénomène est connu sous le nom de pic de Bragg (Figure 

I.6) (Pharmacology ; Terasawa et al., 2009). Les ions carbone cumulent donc les avantages : leur 

absorption par les tissus est comparable à celle des protons et leur efficacité biologique est semblable 

à celle des neutrons (Tableau I.3). Cependant, leurs effets au niveau des tissus sains environnant la 

tumeur peuvent être sérieux. Actuellement, ce type de rayonnement n’est disponible que dans très 

peu de centres dans le monde, notamment en Allemagne, au Japon et en Italie.   
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Tableau I.3. Comparaison des différentes modalités de radiothérapie. L’efficacité biologique représente la dose (en Gy) de 

rayons relative nécessaire pour produire le même effet biologique que l’irradiation par photons (Terasawa et al., 2009) 

Figure I.6. Dépôt d’énergie par différentes particules lors de leur pénétration dans les tissus humains. Le profil de dépôt 

d’énergie des neutrons est semblable à celui des photons (Quantum diaries) 

I.3.4. Amélioration de la radiothérapie
Les rayonnements émis lors d’une radiothérapie n’étant pas sélectifs, la dose d’irradiation 

administrée au patient est bien souvent inférieure à la dose nécessaire pour éradiquer la tumeur, de 

manière à épargner autant que possible les tissus sains. Ce sous-dosage est souvent à l’origine de 

récidives du cancer. 

L’amélioration du traitement par radiothérapie consiste d’une part à augmenter la destruction 

des cellules cancéreuses et d’autre part à diminuer les dommages causés sur les tissus sains (Begg 

et al., 2011). Ces deux issues sont complémentaires et reposent sur quatre paramètres : 

 l’exploitation de la différence des propriétés radiobiologiques des cellules saines et 

des cellules cancéreuses : les radiothérapeutes jouent sur la dose d’irradiation 

administrée ainsi que sur la durée et la fréquence d’exposition à l’irradiation 

(fractionnement du traitement) (Baskar et al., 2012 ; Begg et al., 2011 ; INCa, 2009) ; 

 le choix des rayons selon leur efficacité biologique et leur profil de dépôt d’énergie lors 

de leur pénétration dans les tissus (Baskar et al., 2012 ; Begg et al., 2011 ; Terasawa 

et al., 2009 ; Jackson et al., 2009 ; Pharmacology) ; 
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 la radiosensibilisation, consistant à administrer un médicament au patient, de manière 

à rendre les cellules plus sensibles à la radiothérapie (Xu et al., 2012 ; Lechtman et 

al., 2011 ; Pradhan et al., 2009 ; Carter et al., 2007) ; 

 le guidage de la thérapie par l’imagerie, reposant sur l’utilisation d’agents 

théranostiques (Kelkar et al., 2011, Ma et al., 2011). 

I.3.5. Vers la radiosensibilisation
 La radiothérapie consiste à délivrer une forte dose thérapeutique de rayonnements ionisants 

au sein du volume tumoral sans excéder la tolérance des tissus sains environnants (Rahman et al., 

2009). L’utilisation de la radiothérapie aux doses nécessaires pour détruire certaines tumeurs est alors 

limitée par les dommages intolérables sur les tissus sains voisins. L’administration d’éléments à haut

numéro atomique (Z) au sein du volume tumoral ciblé est susceptible de rendre les cellules plus 

sensibles à la radiothérapie utilisant des rayonnements de photons de basse énergie (de l’ordre de 

100 keV) (Figure I.5). En effet, les matériaux contenant des éléments à haut numéro atomique ont des 

propriétés d’absorption différentes de celles des tissus environnants et leur présence peut modifier la 

distribution en dose absorbée : il est ainsi possible d’augmenter la dose locale dans les régions où 

l’agent radiosensibilisant se situe, sans affecter les tissus sains (Smith et al., 2012). 

Des études antérieures ont profité de l’absorption préférentielle de certains agents de 

contraste par des tumeurs pour augmenter le ratio thérapeutique [dose délivrée / tolérance des tissus 

sains environnants] en modifiant les sections transversales d’interaction des photons de plus basse 

énergie à proximité de la zone tumorale, délivrant ainsi une forte dose très localisée à la tumeur. 

Lorsque la concentration en agents de contraste est maximale au sein du volume tumoral à traiter et 

minimale au niveau des tissus sains, le volume cible peut alors être irradié par des rayons X ; les 

rayons X utilisés ont une tension de l’ordre du kilovoltage car les effets photoélectriques sont 

dominants sur cette plage de tension (Figure I.5). Les agents de contraste à base d’éléments à haut 

numéro atomique comme l’iode (Z = 53) et le gadolinium (Z = 64) présentent une forte probabilité 

d’interaction de photons de basse énergie (~ 100 keV) par effet photoélectrique. Le transfert d’énergie 

linéaire (TEL) élevé et la courte portée des produits d’interaction photoélectrique (photoélectrons, 

rayons X caractéristiques, électrons Auger) produisent une augmentation de la dose localisée dans la 

tumeur. Il est donc possible d’observer une augmentation des dommages au niveau des cellules 

tumorales proches de l’agent radiosensibilisant (Rahman et al., 2009 ; Carter et al., 2007). 

Aussi, de par sa biocompatibilité in vitro et in vivo, l’or métallique (Z = 79) est utilisé depuis les 

années 1950. Depuis une vingtaine d’années, il fait l’objet de nombreuses recherches en tant 

qu’agent radiosensibilisant. Plusieurs essais de radiosensibilisation ont été réalisés avec des 

nanoparticules d’or comme agent radiosensibilisant : la forte absorption photoélectrique et les 

électrons secondaires causés par les rayons X ou  peuvent accélérer les cassures de brins d’ADN, 

démontrant une amélioration flagrante de la radiothérapie par l’utilisation combinée de nanoparticules 

d’or et de rayons X (Zhang X.D. et al., 2012 ; Hainfeld et al., 2010 ; Roux et al., 2010 ; Rahman et al., 

2009). 
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La limitation de la dose d’irradiation délivrée aux tissus sains est une préoccupation majeure 

dans toutes les procédures de radiothérapie. L’utilisation combinée d’un agent radiosensibilisant et de 

rayons X vise à détruire une même fraction de cellules que lors d’une radiothérapie classique (rayons 

X seuls) à la différence que les doses d’irradiation sont réduites. Par conséquent, si un même contrôle 

local peut être obtenu pour des doses d’irradiation externes d’un ordre de grandeur inférieur, les tissus 

sains sont moins exposés aux rayonnements (Rahman et al., 2009).  

I.3.6. Vers des agents théranostiques
La radiothérapie guidée par imagerie s’inscrit dans une logique dite « théranostique » ; ce 

terme général est employé pour les matériaux associant des modalités de thérapie à des modalités 

d’imagerie médicale (Kelkar et al., 2011, Ma et al., 2011).  

Les matériaux théranostiques ont l’avantage d’allier au sein d’un seul et même objet des 

agents d’imagerie et de thérapie : ils permettent alors d’imager les tissus cancéreux et de délivrer des 

agents thérapeutiques efficaces à proximité des cellules tumorales, et ce, de manière simultanée, puis 

de suivre l’évolution du traitement. De plus, ils évitent les problèmes récurrents liés aux différences de 

biodistribution et de sélectivité lors de l’utilisation d’agents d’imagerie et de thérapie distincts (Kelkar et 

al., 2011). 

 Jusqu’à présent, très peu d’agents théranostiques ont atteint les essais cliniques car ils en 

sont encore à un stade précoce de développement (Xie et al., 2010). Actuellement, le problème 

majeur reste l’optimisation des concentrations des agents d’imagerie et de thérapie. Par exemple, 

pour les systèmes alliant l’imagerie nucléaire – particulièrement sensible – à des substances 

chimiothérapeutiques, comme la doxorubicine, les doses requises pour l’efficacité du traitement sont 

nettement supérieures à la concentration nécessaire en radiotraceur (10-10 à 10-12 mol/L d’AI) 

(plusieurs ordres de grandeur). Les médicaments associés à des agents de contraste à base de 

gadolinium pour l’IRM souffrent du problème inverse : la quantité requise en agent de contraste (10-5 à 

10-6 mol/L d’AI) est bien supérieure à la dose thérapeutique nécessaire. Ces discordances peuvent 

néanmoins être surmontées par le développement d’agents thérapeutiques plus efficaces ou d’agents 

d’imagerie plus performants, pouvant alors être administrés à de plus faibles concentrations (Kelkar et 

al., 2011 ; Stasinopoulos et al., 2011 ; Bardhan et al., 2011). 

Bien qu’il soit relativement récent, le domaine des théranostiques se développe à une vitesse 

fulgurante. Ces agents multimodaux sont généralement des systèmes nanoparticulaires (liposomes, 

polymères, micelles, nanoparticules, anticorps, etc.) car leur taille nanométrique leur permet de 

prolonger leur temps de circulation dans le sang selon la fonctionnalisation de leur surface, de profiter 

des anomalies des tumeurs pour y pénétrer et d’y être retenus du fait de l’absence de drainage 

lymphatique dans les tumeurs (Cabral et al., 2011 ; Kelkar et al., 2011 ; Lammers et al., 2011 ; 

Stasinopoulos et al., 2011, Bardhan et al., 2011). Ce phénomène de ciblage passif, connu sous 

l’acronyme anglais « EPR effect » (Enhanced Permeability and Retention effect), fait l’objet du 

paragraphe suivant car le ciblage des tumeurs joue un rôle primordial dans l’efficacité de ces agents.
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I.4. Optimisation physicochimique des agents d’imagerie, de 
thérapie ou théranostiques et Ciblage des tumeurs 

Le ciblage des sites tumoraux est l’objectif ultime de l’administration des agents d’imagerie, de 

thérapie ou théranostique (Kwon et al., 2012 ; Wang et al., 2011). Les avantages du ciblage, et par 

conséquent, d’une application locale de ces agents, sont les suivants : une forte concentration dans la 

zone d’intérêt et une exposition systémique faible, de manière à réduire les effets secondaires (Kwon 

et al., 2012 ; Manish et al., 2011 ; Ruoslahti et al., 2010). En effet, la distribution différentielle désirée 

de ces agent d’imagerie, de thérapie ou théranostiques dans les tumeurs est la meilleure manière 

d’augmenter leur efficacité, d’épargner le reste du corps et donc, de réduire significativement la 

toxicité globale (Caraglia et al., 2012 ; Manish et al., 2011 ; Koo et. al., 2011 ; Danhier et al., 2010). 

Pour traiter une tumeur de manière efficace, l’agent de thérapie doit être très majoritairement 

concentré au niveau de la tumeur et le plus faiblement possible dans le reste de l’organisme. Or cet 

agent, lorsqu’il est injecté par voie intraveineuse, circule dans le sang, franchit les parois vasculaires 

et se répand dans l’interstitium, puis pénètre dans la tumeur (Figure 7). Généralement, moins de 5 % 

de la dose injectée parvient à la tumeur (Kwon et al., 2012 ; Shah et al., 2012). 

 Les agents de thérapie circulant dans le sang, l’atteinte de la cible (tumeur) dépend de 

l’irrigation sanguine de la cible en question, quelque soit l’endroit où elle se trouve. Lors de leur 

circulation dans le sang, une proportion importante d’agents de thérapie peut être captée par le 

système réticulo-endothélial constitué de la rate, du foie, de la moelle osseuse et des surrénales, mais 

aussi des cellules mobiles comme les macrophages. Par ailleurs, il arrive que les agents 

thérapeutiques se dégradent ou que le médicament s’échappe de son « véhicule » avant d’avoir 

atteint la cible : le « véhicule » continue de circuler, dépourvu du médicament, et devient inutile (Figure 

I.7) (Kwon et al., 2012). 

 Les chances d’atteindre la tumeur peuvent être augmentées en prolongeant le temps de 

circulation de l’agent de thérapie dans le sang. Une solution consiste à synthétiser des « véhicules »

macromoléculaires : en effet, plus le diamètre de l’ensemble macromoléculaire en question est grand, 

moins il est susceptible d’être éliminé par voie rénale ; son temps de circulation dans le sang s’en 

retrouve prolongé (Kwon et al., 2012). Ceci explique le nombre accru de recherches sur les 

nanostructures, à base de composés organiques et/ou de matériaux inorganiques (Koo et al., 2011). 
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Figure I.7. Injection par voie IV de l’agent de thérapie au patient. L’agent en question circule dans le sang, franchit les parois 

vasculaires et se répand dans l’interstitium, puis pénètre dans la tumeur. Il est possible que le médicament contenu dans l’agent 

thérapeutique s’échappe de son support lors de sa circulation dans le sang. L’agent thérapeutique ayant réussi à pénétrer au 

sein de la tumeur doit faire face à un microenvironnement différent de celui des tissus sains. Adaptée de Kwon et al., 2012. 

 L’ensemble des stratégies de ciblage proposées récemment peuvent être regroupées en deux 

grandes catégories : l’une passive, l’autre active (Bae et al., 2011). Ces termes ont pour objectif de 

différencier les systèmes présentant un vecteur (ciblage actif) de ceux n’en possédant pas (ciblage 

passif) (Kwon et al., 2012). Le ciblage passif est associé à l’effet EPR tandis que le ciblage actif 

désigne des interactions spécifiques entre les agents de thérapie et les cellules ciblées. Les ciblages 

passif et actif évoquent des phénomènes bien distincts : le premier (ciblage passif) est nécessaire à 

l’accumulation des nanostructures dans les tumeurs, le second (ciblage actif) sert à « ancrer » les 

nanostructures ciblantes au niveau de leur cible. 

Les interactions ligand-récepteur ne peuvent se produire que si les deux composés sont 

distants de moins de 5 nm. Or, les nanostructures actuelles n’ont pas la capacité de se diriger d’elles-

mêmes vers la tumeur. Pour atteindre leur cible, elles circulent dans le sang, et profitent des 

anomalies physio-pathologiques de la tumeur – à savoir une architecture du réseau vasculaire 

désordonnée et hautement perméable, une absence de drainage lymphatique, un pH extracellulaire 

diminué et une surexpression de nombreux antigènes, récepteurs et enzymes par les cellules 

tumorales (Kaminskas et al., 2012). Les nanostructures pénètrent alors dans la tumeur grâce à leurs 

propriétés physicochimiques par ciblage passif et le ciblage actif peut ensuite avoir lieu (Bae et al., 

2011 ; Danhier et al., 2010). Les ciblages passifs et actifs sont donc complémentaires (Figure I.8). 
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Figure I.8. Représentation de la complémentarité des ciblages passif et actif. Adaptée de Orive et al., 2010. 

I.4.1. Optimisation physicochimique des nanostructures utilisées comme 
agents d’imagerie, de thérapie ou théranostiques en vue d’un ciblage passif 

Les propriétés physicochimiques des nanoparticules comme la taille, la géométrie, la forme, la 

chimie et la charge de surface, l’hydrophobie, la rigidité et la composition interne sont autant de 

paramètres qui ont une influence directe sur leur accumulation dans les organes, les tissus ou les 

cellules et sont donc à optimiser pour la conception de nanoparticules efficaces (Figure I.9) (Kamaly et 

al., 2012 ; Wang et al., 2011). 
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Figure I.9. Nanoparticules et leur caractéristiques bio-physico-chimiques affectant leur performance in vitro et in vivo. Adaptée 

de Kamaly et al., 2012. 

I.4.1.1. Diamètre hydrodynamique 

Le diamètre hydrodynamique (DH) des agents d’imagerie, de thérapie ou théranostiques tient 

un rôle primordial dans leur comportement in vivo. Lorsqu’ils sont injectés par intraveineuse, les 

agents dont la taille est inférieure à 5 nm sont éliminés du sang par une rapide clairance rénale ; c’est 

le cas des petites molécules. Nous appellerons « petites molécules » les molécules organiques ou 

complexes présentant un DH inférieur à 1 nm et/ou un faible poids moléculaire ; c’est le cas de 

nombreux agents de contraste en IRM (Hermann et al., 2008 ; Werner et al., 2008), de radiotraceurs 

en TEMP (Lee Y.S. et al., 2010 ; Wernick et al., 2004) et en TEP (Tomasi et al., 2012 ; Lee Y.S. et al., 

2010), de fluorophores en imagerie optique (Azhdarinia et al., 2012 ; Schaafsma et al., 2011) et 

d’agents chimiothérapeutiques (Drummond et al., 1999). A l’inverse, les agents thérapeutiques dont le 

diamètre moyen avoisine le micromètre sont filtrés mécaniquement par les capillaires sinusoïdes et  

évacués par le système réticuloendothélial du foie et de la rate. Par conséquent, les nanoparticules 

dont la taille est comprise entre 10 et 500 nm sont susceptibles de circuler plus longtemps dans le 

sang et peuvent être employées en vue d’un ciblage passif (Koo et al., 2011). En effet, leur DH est du 

même ordre de grandeur que les pores présents dans les vaisseaux sanguins et les systèmes 

d’élimination de l’organisme (Figure I.10) (Fox et al., 2009). 

Figure I.10. Tailles relatives des petites molécules et nanoparticules comparées à celles des pores et ouvertures présents dans 

les vaisseaux sanguins et les systèmes d’élimination du corps. Adaptée de Fox et al., 2009. 
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 Lorsque le sang passe par les reins, le glomérule du rein élimine les solutés, les déchets et le 

surplus d’eau. Les systèmes macromoléculaires dont le DH est inférieur aux pores glomérulaires (4 < 

DH < 14 nm) s’infiltrent facilement dans les pores du glomérule du rein et sont éliminés via les urines. 

Ceux dont le DH est supérieur aux pores glomérulaires sont trop larges pour être excrétés et sont 

donc susceptibles d’être retenus au sein de l’organisme plus longtemps (Fox et al., 2009). 

 Le foie et les composants du système réticuloendothélial peuvent également éliminer les 

systèmes macromoléculaires du sang. Au cours d’un processus appelé opsonisation, les opsonines 

(protéines) présentes dans le sang se lient aux particules étrangères pour que les cellules 

phagocytaires les reconnaissent plus facilement. Les opsonines se lient aisément aux agrégats et aux 

particules dont le DH avoisine les 200 nm ; les ensembles {opsonine/particule} sont évacués par le 

foie et la rate. Les opsonines ont tendance à se lier et à évacuer les particules hydrophobes et 

chargées plutôt que les substances hydrophiles et neutres (Fox et al., 2009). L’encapsulation des 

particules par une couche de PEG (polyéthylène glycol), un polymère biocompatible et furtif, permet 

de protéger ces particules du système réticuloendothélial (Llevot et al., 2012 ; Guo et al., 2012 ; 

Perrault et al., 2009). Cette couche protectrice hydrophile autour des particules crée des forces de 

répulsion électrostatiques qui repoussent les opsonines, ce qui bloque et repousse le processus 

d’opsonisation (Danhier et al., 2010). D’autre part, le système réticuloendothélial peut éliminer les 

particules de manière indirecte, par dégradation ; ce procédé d’évacuation est particulièrement 

approprié pour les substances contenant des peptides ou des liaisons ester (Fox et al., 2009).  

 Les agents d’imagerie, de thérapie ou théranostiques se propagent dans les tissus en passant 

à travers des jonctions intercellulaires par des vaisseaux post-capillaires et des capillaires discontinus 

au sein de la vascularisation des tissus. Dans les tissus sains, le mécanisme basique du transport de 

molécules dans l’interstitium est la diffusion à travers les petits interstices (2-6 nm) de la paroi 

endothéliale (Figure I.10). Les petites molécules sont transportées dans le corps selon ce mécanisme 

de diffusion. Les molécules présentes de manière extracellulaire dans l’interstitium peuvent être 

évacuées par le système lymphatique, qui replace ces molécules dans le sang (Kaminskas et al., 

2012 ; Fox et al., 2009). Ce phénomène de diffusion dans tout l’organisme, malgré l’évacuation par 

drainage lymphatique, réduit la capacité des petites molécules à être spécifique d’une tumeur. 

Le passage des agents d’imagerie, de thérapie ou théranostiques dans des tumeurs solides 

diffère du transport dans les tissus sains, en raison, notamment, de la plus grande taille de pores 

présents dans le système vasculaire tumoral (pouvant aller de 40-80 nm jusqu’au micromètre) (Figure 

9) (Fox et al., 2009). En effet, de par la construction rapide et désordonnée de structures vasculaires 

nouvelles, les tumeurs sont plus facilement perméables aux agents d’imagerie, de thérapie ou 

théranostiques que les tissus sains (Kaminskas et al., 2012). Ce phénomène est connu sous le nom 

d’effet EPR et son mécanisme fondamental est exploité en vue d’un ciblage passif des 

macromolécules dans les tumeurs solides (Figure I.11) (Llevot et al., 2012 ; Koo et al., 2011). De plus, 

aux alentours des tumeurs à croissance rapide, le système lymphatique est défectueux ou absent, ce 

qui réduit les possibilités d’évacuation des macromolécules ayant pénétré dans la tumeur (Figure 

I.10). Enfin, les volumes interstitiels des tumeurs sont plus importants que ceux des tissus sains, ce 
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qui favorise aussi l’accumulation des macromolécules dans les tumeurs (Lammers et al., 2012 ; Fox et 

al., 2009 ; Danhier et al., 2010). 

Figure I.11. Représentation schématique de l’effet EPR : les nanoparticules franchissent les parois vasculaires grâce à la 

perméabilité accrue du système vasculaire tumoral. Les nanoparticules sont retenues par la tumeur car le drainage lymphatique 

est défectueux voire absent. De ce fait, les nanoparticules peuvent s’accumuler au niveau de la tumeur, c’est ce qu’on appelle 

le ciblage passif. Adaptée de Fox et al., 2009. 

Les systèmes macromoléculaires dont la taille est supérieure aux interstices de la paroi 

endothéliale (> 5 nm) exploitent les anomalies physio-pathologiques tumorales et sont susceptibles de 

pénétrer au sein de la tumeur et d’y être retenus. Dans cette optique, le développement de 

nanostructures pour l’imagerie médicale et la thérapie constitue une approche pour s’affranchir de 

l’absence de spécificité des agents conventionnels : l’effet EPR est devenu une règle d’or, un principe 

directeur, car il est applicable à toutes les tumeurs à forte croissance, c'est-à-dire à tous les cancers 

exceptées les tumeurs hypovascularisées comme les cancers de la prostate ou du pancréas 

(Abeylath et al., 2011). D’autre part, les nanostructures peuvent regrouper des fonctions uniques que 

de simples molécules ne pourraient pas présenter (Ruoslahti, 2012). Les nano-supports couramment 

décrits dans les littératures préclinique et clinique sont généralement des nanoparticules polymériques 

ou inorganiques (à base d’or, d’oxydes de fer, de silice, de lanthanides ou de QDs), des micelles 

polymériques, des supports à base de protéines, des liposomes, des dendrimères ou des 

médicaments conjugués à des polymères (Alexis et al., 2010 ; Danhier et al., 2010 ; Abeylath et al., 

2011 ; Llevot et al., 2012 ; Lammers et al., 2012). 

Cependant, le ciblage passif connaît certaines limites. Premièrement, le ciblage passif dépend 

du degré de vascularisation de la tumeur et de l’angiogenèse, et par conséquent du type de tumeur et 

des sites anatomiques. D’autre part, la forte pression exercée par les fluides interstitiels au sein de la 

tumeur peut perturber l’accumulation passive des nanostructures et leur distribution homogène à 

travers la tumeur (forte pression au centre de la tumeur, diminuant petit à petit vers les périphéries) 

(Danhier et al., 2010). Le ciblage passif peut alors être complété par un ciblage actif en vue d’accroître 
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la sélectivité et le potentiel des nanostructures pour l’imagerie médicale et la thérapie tout en limitant 

l’exposition systémique (Crielaard et al., 2012 ; Kaminskas et al., 2012 ; Aly, 2012 ; Abeylath et al., 

2011 ; Duncan et al., 2010).  

I.4.1.2. Forme 

La forme des nanoparticules affecte directement leur taux d’internalisation cellulaire (Wang et 

al., 2011). Les nanoparticules sphériques sont, par exemple, plus naturellement absorbées par les 

cellules que les nanotiges du fait de leur forme qui facilite les processus d’enveloppement des 

membranes cellulaires. La forme des nanoparticules influence également leur biodistribution in vivo. 

En effet, les nanoparticules non sphériques présentant des formes discoïdales et une longueur axiale 

similaire aux diamètres cellulaires sont susceptibles de circuler plus longuement dans l’organisme que 

les nanoparticules sphériques (Kamaly et al., 2012). 

I.4.1.3. Charge de surface 

La charge de surface des nanoparticules est un facteur clé qui contribue au ciblage non 

spécifique des cellules et des protéines lors de la circulation sanguine. Les nanoparticules disposant 

d’une surface chargée positivement sont rapidement évacuées de la circulation sanguine par les 

cellules du système réticuloendothélial (Joshi et al., 2012). En effet, les nanoparticules à surface 

cationique peuvent interagir avec les groupements négativement chargés de la tête des 

phospholipides, des protéines et des glycanes à la surface des cellules, conduisant ainsi à 

l’endocytose ou à la pénétration directe de la membrane en surfacedes cellules. De la même façon, 

les nanoparticules négativement chargées sont également susceptibles de démontrer une capture 

cellulaire sélective, à la différence des nanoparticules à surface neutre (Kamaly et al., 2012). 

Les nanoparticules chargées présentent par conséquent des temps de demi-vie in vivo plus 

courts et des captures cellulaires non spécifiques en raison des interactions avec les protéines du 

sang, pouvant conduire à l’activation du système du complément. Le système du complément est un 

ensemble de protéines circulantes ou membranaires du sang, principalement sécrétées par le foie, 

complétant la capacité des anticorps et des cellules phagocytaires à éliminer les pathogènes de 

l’organisme ; le système du complément fait partie du système immunitaire. Les nanoparticules 

présentant des fonctions amines en surface sont les plus susceptibles d’activer le complément ; au 

contraire, les nanoparticules présentant une surface avec des groupements méthoxy (surface neutre) 

sont les plus immuno-compatibles. De manière générale, les nanoparticules dont le potentiel de 

surface est inférieur à 15 mV démontrent une capture de macrophage minimale et circulent plus 

longtemps au sein de l’organisme : elles ont donc plus de temps pour atteindre la tumeur (Kamaly et 

al., 2012 ; Wang et al., 2011). 
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I.4.1.3. Hydrophobie, rugosité et rigidité 

L’hydrophobie est un facteur clé dans le ciblage des cellules. En effet, les nanoparticules plus 

hydrophobes que la membrane de la surface cellulaire sont plus facilement captées par les cellules : 

les surfaces hydrophobes tendent à conduire à de plus hauts niveaux d’adsorption des protéines 

(Kamaly et al., 2012). 

D’autre part, les effets de surface (surfaces rugueuses vs. surfaces lisses) influencent la 

fixation des nanoparticules à la cellule. La rugosité à l’échelle nanométrique se manifeste comme des 

protrusions locales ou des dépressions à la surface des nanoparticules, conduisant à la minimisation 

des forces répulsives entre la surface des cellules et celle des nanoparticules (Kamaly et al., 2012). 

Enfin, la rigidité des nanoparticules peut affecter leur profil de biodistribution in vivo. Les 

nanoparticules plus flexibles sont susceptibles de traverser les vaisseaux sanguins et les pores plus 

facilement que les nanoparticules rigides (Kamaly et al., 2012 ; Wang et al., 2011). 

I.4.2. Ciblage actif 
Les découvertes dans le domaine des nanomédecines ont démontré une nature à la fois 

évolutive et révolutionnaire. Jusqu’à présent, très peu de nanoparticules à ciblage actif ont atteint le 

stade du développement clinique, et aucune de ces nanoparticules ciblantes n’a encore été 

approuvée cliniquement à ce jour. La Figure I.12 illustre le développement de diverses nanoparticules 

ayant été approuvées pour l’usage chez l’humain ou servant actuellement pour des essais cliniques. 

Toutes les nanoparticules pour l’imagerie et/ou la thérapie et ayant été validées cliniquement sont 

considérées comme appartenant à la première génération de nanomédecines à ciblage passif 

(Kamaly et al., 2012).  
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Petites vésicules sphériques formées de bicouhes lipidiques concentriques, 
emprisonnant entre elles un milieu aqueux ; possibilité d’incorporer des 
médicaments au sein des phases aqueuses ou lipidiques des liposomes

(Chang et al., 2012 ; Song et al., 2012) 

(Uhrich et al., 1999) 

Polyesters (PLA, PLGA, PEG), poly(ortho-esters), poly(anhidrides), poly(amides), etc. 

Macromolécules artificielles à structure topologique bien définie, comme un arbre, composées 
des trois parties suivantes : (i) un cœur central, (ii) des unités répétées, (série de couches 
homocentriques radiales : « générations ») (iii) des groupements fonctionnels en périphérie

(Cheng et al., 2011) 

Par exemple, la Doxorubicine® (principe actif pour chimiothérapie) peut être lié à
des ligands comme l’acide folique, des oligopeptides (WTY, RGD), des anticorps 
monoclonaux (anti Her2), des protéines (transferrine), des hormones (estrone), etc. 

(Song et al., 2012) 

Premier liposome à être approuvé par la FDA, en 1995 
(Chang et al., 2012 ; Song et al., 2012) 

Nanoparticules à circulation longue durée, à base de PLGA-PEG (Poly(lactic-co-
glycolic acid)-polyethylene glycol) : copolymères diblocs hydrophiles-hydrophobes 

(Ashjari et al., 2012 ; Hu et al., 2010) 

Nanoparticules à base d’oxydes de fer utilisées comme agents de contraste pour l’IRM 
(Matsuo et al., 2001) 

Paclitaxel (activité antitumorale) conjugué à une albumine 

(Caraglia et al., 2012 ; Abraxane® ; Villano et al., 2006) 

Micelle polymérique chargée de Paclitaxel (activité antitumorale) 

(Lim et al., 2010) 

Nanoparticules hybrides à base de polymères ciblant le récepteur de la transferrine 
(Heidel et al., 2012 ; Davis et al., 2010) 

Nanoparticule AccurinTM ciblante comportant une charge thérapeutique (Docétaxel, activité
anticancéreuse), des polymères à délivrance contrôlée biodégradables et biocompatibles, 
une couche protectrice et furtive, ainsi qu’un ligand ciblant l’antigène membranaire 
spécifique de la prostate 

(BIND Biosciences) 

Vaccins à base de nanoparticules polymériques ciblant les cellules présentatrices de 
l’antigène de la nicotine

(Pittet et al., 2012 ; Sanfinna) 

Figure I.12. Chronologie des débuts de la nanomédecine au stade clinique (liste non exhaustive). Adaptée de Kamaly et al., 

2012. 

C’est l’approbation d’Abraxane® – nanoparticule à base de Paclitaxel (inhibiteur mitotique 

utilisé comme agent chimiothérapeutique) conjuguée à une albumine (ciblant la glycoprotéine gp60 

exprimée à la surface des cellules endothéliales) – en 2005 par la Food and Drug Administration 

(FDA) qui a conduit à la validation clinique de la seconde génération de nanoparticules 

thérapeutiques : celles qui allient ciblages passif et actif. Abraxane® présente un taux de réponse 

tumorale et un temps de progression considérablement plus élevés que son analogue non ciblant 
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Taxol® – Paclitaxel formulé avec Cremophor El et de l’éthanol (Abraxane® vs. Taxol® : taux de 

réponse tumorale 33 % vs. 19 %, temps de progression : 23 semaines vs. 16,9 semaines pour les 

patientes atteintes d’un cancer du sein métastatique ne répondant pas à la polythérapie) (Kamaly et 

al., 2012). 

Le ciblage actif ne peut pas être dissocié du ciblage passif car il a lieu seulement après que 

les agents d’imagerie, de thérapie ou théranostiques se sont accumulés dans les tumeurs. Si l’effet 

EPR est une prémisse principale dans la conception des nanomédecines spécifiques des tumeurs 

pour des applications en imagerie et/ou en thérapie, certaines mises en garde sont à considérer. Par 

exemple, les tumeurs les plus grosses présentent une certaine hétérogénéité physio-pathologique qui 

empêche les nanoparticules de s’accumuler dans toute la tumeur, et en particulier au centre, où l’effet 

EPR n’est pas observé. D’autre part, le degré de perméabilité vasculaire diffère selon les tumeurs 

(toutes les tumeurs ne présentent pas d’effet EPR). De plus, la convection des nanoparticules depuis 

l’espace intravasculaire vers l’espace extravasculaire peut être limitée par la pression au niveau de 

l’interstitium tumoral et ce, malgré la perméabilité de la vascularisation tumorale. Ces problèmes 

peuvent être contournés par l’association des deux ciblages : passif et actif (Kamaly et al., 2012). 

I.4.2.1. Les différents types de vecteurs 

Le mécanisme de ciblage actif tire profit des interactions hautement spécifiques entre le 

vecteur (ligand ciblant) et certains tissus ou antigènes à la surface des cellules pour augmenter 

l’accumulation et la rétention des particules dans les tumeurs. Plusieurs stratégies de conjugaison de 

vecteurs en surface des nanoparticules ont d’ailleurs été mises en place (Sun et al., 2006). Les 

vecteurs sont choisis pour leur aptitude à se lier aux récepteurs surexprimés par des cellules 

tumorales ou par le système de vascularisation tumorale. Ces ligands spécifiques peuvent être (i) des 

protéines comme les anticorps monoclonaux (Acm) ou les fragments d’anticorps, (ii) des acides 

nucléiques comme les aptamères, ou (iii) d’autres ligands récepteurs comme des peptides, des petites 

molécules organiques, des vitamines ou des glucides (Figure I.13) (Lammers et al., 2012 ; Ruoslahti, 

2012 ; Kamaly et al., 2012 ; Danhier et al., 2010 ; Wang et al., 2008 ; Peer et al., 2007 ; Imai et al., 

2006 ; Sun et al., 2006). 

. 
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Figure I.13. Grandes catégories de ligands utilisés pour le ciblage actif et leurs représentations : (i) Anticorps monoclonaux 

(Acm) ou fragments d’anticorps : fragments d’anticorps à chaînes uniques variable et constante (scFv-Fc), minibodies, 

diabodies, fragments d’anticorps à chaîne unique variable (scFv), fragments variables (Fv) et nanobodies (dAb), (ii) aptamères 

(Apt) et (iii) ligands non-anticorps : peptides et petites molécules organiques. Adaptée de Olafsen et al., 2010 ; Wang et al., 

2008 ; Peer et al., 2007. 

Les anticorps monoclonaux ou les fragments d’anticorps ciblent un récepteur spécifique 

interférant dans les chemins de signalisation cellulaire ou régulant les proto-oncogènes (gènes 

impliqués dans le contrôle de la division cellulaire tumorale et à l’origine de la prolifération cellulaire 

excessive). La molécule active peut jouer à la fois le rôle de ligand ciblant et de médicament ou, 

seulement le rôle d’agent ciblant (Danhier et al., 2010). 

Grâce à leurs deux sites de liaisons, les anticorps monoclonaux présentent une avidité de 

liaison élevée pour leur cible. Leur grande taille leur évite l’élimination par voie rénale et prolonge leur 

temps de circulation dans le sang. Les Acm ne sont pas sensibles à la dégradation par nucléase 

(contrairement à l’ADN, donc aux aptamères) et leur capacité à cibler des processus pathologiques a 

été largement démontrée par le succès de plusieurs Acm thérapeutiques comme rituximab, 

trastuzumab, cetuximab et bavacizumab. Cependant, bien que les anticorps monoclonaux soient 

approuvés cliniquement en tant qu’agents thérapeutiques et qu’ils soient largement étudiés dans 

l’optique d’un ciblage actif, leur utilisation reste limitée. En effet, ils présentent une faible distribution 
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dans les tumeurs à cause de leur taille imposante qui restreint la diffusion passive à travers les 

membranes des cellules endothéliales dans les capillaires. De plus, le processus de production 

d’anticorps n’est pas adaptable à grande échelle : la production en « batch to batch » reste le seul 

moyen de fabriquer les Acm ; par conséquent, des variations d’un lot à l’autre sont parfois observées 

et le coût de production est considérablement élevé. Les contaminations virales et bactériennes lors 

du processus de fabrication peuvent également affecter la qualité du produit. Enfin, les anticorps 

monoclonaux sont souvent immunogènes : ils provoquent des réactions immunitaires (Keefe et al., 

2010 ; Wang et al., 2008 ; Peer et al., 2007 ; Imai et al., 2006). 

Les fragments d’anticorps semblent plus sûrs que leurs homologues entiers lors des injections 

en systémique car ils présentent moins d’interactions de ciblage non spécifiques. Cependant, ils sont 

moins stables dans le temps que les anticorps entiers (Wang et al., 2008 ; Peer et al., 2007 ; Imai et 

al., 2006). 

Les aptamères sont dix fois plus petits que les anticorps monoclonaux et présentent moins 

d’immunogénicité (capacité à provoquer une réponse immunitaire spécifique), conduisant alors à une 

meilleure biodistribution. Grâce à leur plus petite taille, les aptamères pénètrent plus facilement dans 

les compartiments biologiques. Leur spécificité de ciblage et leur sensibilité est élevée. Leur synthèse 

chimique est transposable à grande échelle, ce qui rend leur production un peu moins coûteuse que 

celle des Acm ; d’autre part, les processus chimiques ne sont pas sujets aux contaminations virales et 

bactériennes. Néanmoins, l’utilisation des aptamères peut être limitée par certains inconvénients : de 

par leur plus faible taille, leur temps de circulation dans le sang est réduit et les aptamères non 

modifiés sont fortement sujets à la dégradation par nucléase du sérum (Keefe et al., 2010). 

Les ligands non-anticorps tels que les peptides ou les petites molécules organiques sont 

quant à eux rapidement disponibles, peu onéreux, facilement manipulables et non immunogènes: ils 

sont particulièrement adaptés au ciblage actif des nanoparticules (Yu et al., 2012). De plus, la 

présentation multivalente de peptides sur une même nanoparticule est susceptible d’augmenter 

l’avidité de la nanoparticule vectorisée pour sa cible (Ruoslahti, 2012 ; Zhang X.X. et al., 2012). 

I.4.2.2. Deux stratégies de ciblage actif : le ciblage des cellules cancéreuses ou 
le ciblage des cellules endothéliales 

Deux stratégies de ciblage actif se distinguent selon le type de cible cellulaire, à savoir : les 

cellules cancéreuses ou les cellules endothéliales (Lammers et al., 2012 ; Danhier et al., 2010). 

Dans le premier cas, il s’agit de cibler les récepteurs surexprimés en surface des cellules 

cancéreuses pour d’augmenter l’accumulation des nanostructures ciblantes dans la zone d’intérêt. 

(Danhier et al., 2010). 

La seconde stratégie consiste à cibler l’endothélium au sein des tumeurs solides. Un des 

objectifs de cette stratégie de ciblage des cellules endothéliales est la destruction des cellules 

tumorales induite par le manque d’oxygène et de nutriments par inhibition la croissance de la tumeur 

en l’empêchant de recruter de nouveaux vaisseaux sanguins. En gênant l’approvisionnement en sang 

de la tumeur, la taille et la capacité de la tumeur à métastaser peuvent être régulées. Les ligands 
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choisis ciblent et détruisent donc les vaisseaux sanguins nouvellement formés ou en cours de 

formation, et indirectement, les cellules tumorales que ces vaisseaux supportent, principalement au 

centre de la tumeur. Les avantages de cette stratégie de ciblage des cellules endothéliales sont 

nombreux. Premièrement, le ciblage passif par effet EPR n’est pas indispensable pour que les 

nanostructures ciblantes rencontrent leurs cibles. Ensuite, les risques éventuels de résistance sont 

réduits grâce à la stabilité génétique des cellules endothéliales par rapport aux cellules tumorales. 

Enfin, la plupart des récepteurs de cellules endothéliales sont exprimés quelque soit le type de 

tumeur, ce qui permet de traiter un large éventail de cancers (Lammers et al., 2012 ; Danhier et al., 

2010). Les principales cibles de l’endothélium tumoral comprennent : 

VEGF (facteur de croissance endothélial vasculaire) et ses récepteurs VEGFR-1, 

VEGFR-2, neuropiline-1 et neuropiline-2 (Weis et al., 2011 ; Danhier et al., 2010 ; 

Thomas, 2010) ; 

 l’intégrine 3 – une protéine transmembranaire surexprimée sur les cellules 

endothéliales et de nombreuses lignées tumorales, capable de lier des protéines de la 

matrice extracellulaire comme la vitronectine ou la fibronectine (Lammers et al., 2012 ; 

Ruoslahti, 2012 ; Danhier et al., 2010), 

 la VCAM-1 (molécule d’adhésion des cellules vasculaires - 1) (Danhier et al., 2010)

 les MMPs (Métalloprotéinases Matricielles) (Corti et al., 2012 ; Lammers et al., 2012 ; 

Ruoslahti, 2012 ; Danhier et al., 2010). 

Le présent travail de thèse traite ces deux stratégies de ciblage actif (ciblage des cellules 

cancéreuses et/ou endothéliales) ; les vecteurs utilisés sont détaillés en fin de chapitre. 

I.4.3. Vers une nanoparticule idéale 
 Bien que les nanoparticules ciblantes soient entrées tardivement en phase clinique, leur 

potentiel en tant que nouvelle génération d’agents d’imagerie, de thérapie ou théranostiques reste 

immense. Ces nouveaux systèmes comprenant des ligands ciblants inoffensifs, efficaces et 

spécifiques, des matériaux biocompatibles et un choix approprié d’agents d’imagerie et/ou de 

thérapie, sont susceptibles de fournir des traitements plus efficaces pour un grand nombre de 

maladies humaines et plus particulièrement, le cancer (Kamaly et al., 2012). 

La nanoparticule idéale répond à trois critères essentiels : (i) elle associe différentes modalités 

d’imagerie de manière à aboutir à un diagnostic plus précoce et plus précis, (ii) elle rend la thérapie 

plus efficace et (iii) elle permet de suivre l’évolution du traitement par ces mêmes modalités d’imagerie 

(Abeylath et al., 2011). L’injection par intraveineuse de cet agent théranostique doit composer avec 

les obstacles suivants : les interactions avec les composants du sang, la captation par le système 

réticuloendothélial, l’élimination rénale, la toxicité, l’aptitude à cibler les cellules d’intérêt (Guo et al., 

2012). 

Le développement de nanoparticules à visée thérapeutique doit également prendre en 

considération les  critères suivants (Kamaly et al., 2012) : 

 l’utilisation de matériaux biocompatibles et biodégradables ou bio-éliminables, 
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 l’utilisation de méthodes de bio-conjugaison des vecteurs à la nanoparticule simples, 

efficaces et reproductibles avec un minimum d’étapes et de purification, 

 l’optimisation des propriétés physicochimiques des nanoparticules (Figure I.14) pour 

atteindre une libération optimale, un temps de circulation long au sein de l’organisme, 

une biodistribution adaptée, ainsi qu’une accumulation dans les tissus cibles 

maximale et une exposition systémique faible, 

 la validation de la stabilité et une durée de vie prévisible des nanoparticules in vivo, 

 le développement de processus adaptables à grande échelle pour la fabrication des 

nanoparticules en grande quantité pour le développement clinique et la 

commercialisation.

Figure I.14. Nanoparticule idéale et ses caractéristiques bio-physico-chimiques. 

 Les recherches dans le domaine des nanomédecines ciblantes sont nombreuses et ces 

efforts doivent être perpétués dans l’idée de les transposer du laboratoire au chevet du patient 

(Kamaly et al., 2012 ; Lammers et al., 2012 ; Danhier et al., 2010). 

I.5. Conception de nanoparticules hybrides multifonctionnelles 
ciblantes à base de gadolinium, combinant imagerie et thérapie  

L’équipe FENNEC (Formation et Elaboration de NaNomatériaux et Cristaux) de l’ILM (Institut 

Lumière Matière) est spécialisée depuis plusieurs années dans la conception de nanoparticules 

hybrides à base de gadolinium à visée thérapeutique. Ce lanthanide a été choisi pour ses propriétés 

paramagnétiques (Caravan et al., 1999) et son numéro atomique relativement élevé (Rahman et al., 

2009). Le gadolinium confère aux nanoparticules synthétisées la possibilité d’aboutir à un diagnostic 
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par IRM et de posséder des effets radiosensibilisants par radiothérapie et par thérapie à capture de 

neutrons par les isotopes du gadolinium (157Gd et 155Gd) (Roux et al., 2010).

I.5.1. Synthèse de nanoparticules hybrides à base de gadolinium à 
structure cœur-coquille 

La synthèse de nanoparticules hybrides à base de gadolinium a été développée et optimisée 

au sein du laboratoire (Bridot, 2007 ; Bazzi, 2004 ; Louis, 2004) et est désormais exploitée par la start-

up Nano-H®. Les nanoparticules obtenues ont une structure cœur-coquille, le cœur étant constitué 

d’oxyde de gadolinium (Gd2O3) et étant enrobé par une couche de polysiloxane. Pour une meilleure 

compréhension, ces deux étapes de synthèse sont expliquées de manière succincte, puis les étapes 

suivantes de fonctionnalisation et de vectorisation des nanoparticules seront plus largement 

détaillées. 

I.5.1.1. Synthèse du cœur à base d’oxydes de gadolinium 

Le cœur d’oxyde de gadolinium est réalisé selon la réaction (1) : 

La dimension du cœur oxyde peut être modulée suivant les conditions de synthèse. Une 

méthode permet d’obtenir des « petits cœurs », appelés « PC », de DH moyen de (1,1 ± 0,2) nm, 

l’autre à des « gros cœurs », nommés « GC », de DH moyen de (3,5 ± 0,8) nm. La synthèse du cœur 

est réalisée dans le diéthylène glygol (DEG) en raison de sa température d’ébullition élevée (245°C) e t 

de son importante viscosité (39 cp) : il permet de contrôler la taille des cœurs et d’obtenir des formes 

sphériques de taille relativement homogène (faible dispersion de taille), sans agglomération (Bazzi, 

2004).  

I.5.1.2. Enrobage du cœur oxyde par une couche de polysiloxane 

La couche de polysiloxane est obtenue à partir des silanes suivants : TEOS (40%) et 

d’APTES (60%) (Figure I.15). Cet enrobage a une double fonction : la protection du cœur oxyde et la 

fonctionnalisation de la nanoparticule (Louis et al., 2005). Le premier rôle de la couche de 

polysiloxane est de protéger le cœur oxyde afin d’éviter la libération d’ions Gd3+ toxiques au sein de 

l’organisme et d’éviter l’agglomération des nanoparticules. Le second rôle de cette enveloppe est 

d’aménager la surface de la nanoparticule en vue d’une fonctionnalisation ultérieure. En effet, le bras 

aminopropyl de l’APTES permet de greffer des molécules d’intérêt comme des fluorophores 

organiques pour un suivi de la nanoparticule par imagerie optique, des PEG pour rendre la 

nanoparticule biocompatible et furtive, des ligands ciblants pour un ciblage actif, etc.. 

2 GdCl3 + 6 NaOH Gd2O3 +  3 H2O + 6 NaCl (1)
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TEOS 

(tétraéthoxysilane)

APTES

(3-aminopropyl)triéthoxysilane

+ 4 H2O
Hydrolyse

Esterification
+ 4 EtOH

+
Condensation

Hydrolyse

(2)

(3)

Figure I.15. Molécules de TEOS et d’APTES 

L’étape d’enrobage du cœur oxyde consiste en plusieurs ajouts successifs d’APTES/TEOS 

(60/40 n/n). Cette étape est également réalisée dans le DEG. Les ajouts d’APTES/TEOS sont 

effectués en plusieurs fois, chaque ajout comprenant 0,5 Si par atome de Gd (soit 0,3 APTES / 0,2 

TEOS / 1 Gd). Un réseau de polysiloxane réticulé est ainsi obtenu par réactions d’hydrolyse-

condensation (eq. 2 et 3, Figure I.16). 

Figure I.16. Equations des réactions d’hydrolyse (2) et de condensation (3) du TEOS (Brinker, 1988). 

  
Habituellement, les « PC » et « GC » sont respectivement enrobés par 8 et 4 couches de 

polysiloxane, conduisant aux appellations suivantes : « PC-4Si » pour « Petits Cœurs – 4 Si / 1 Gd » 

et « GC-2Si » pour « Gros Cœurs – 2 Si / 1 Gd ». Les solutions finales obtenues sont stables pendant 

plusieurs semaines à température ambiante, sans altération, quelque soit la nature du cœur. La 

couche de polysiloxane rend les nanoparticules biocompatibles et inertes biologiquement.  

 Ces nanoparticules hybrides à base de gadolinium étant destinées à des applications en IRM 

et en radiothérapie, les « GC-2Si » ont majoritairement été sélectionnées pour les étapes suivantes de 

fonctionnalisation car elles présentent la plus grosse taille de cœur et la plus fine couche de 

polysiloxane, laissant ainsi le gadolinium plus « visible » (Gd : agent de contraste positif pour l’IRM et 

possédant un effet radiosensiblisant en radiothérapie). Le DH moyen des nanoparticules hybrides à 

structure cœur-coquille GC-2Si obtenues est de 4,8 ± 1,7 nm, correspondant à un rendement 

d’enrobage du cœur par la matrice de polysiloxane de 43%. Les travaux de la thèse d’Anna Mignot 

permettent d’estimer à 550 le nombre moyen d’atomes de gadolinium et à 475 celui d’atomes de silice 

par nanoparticule (Mignot, 2012).

Ethérification
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I.5.2. Fonctionnalisation des nanoparticules hybrides à base de 
gadolinium à structure cœur-coquille 

L’objectif premier de la fonctionnalisation est de rendre les solutions colloïdales de 

nanoparticules (structure cœur-coquille) obtenues dans le DEG stables dans les conditions 

physiologiques, c'est-à-dire en milieu aqueux, à pH 7,4 et à une pression osmotique d’environ 300 

mOsm. Le deuxième objectif est d’obtenir un ciblage (passif, voire passif et actif) de ces 

nanoparticules en milieu biologique. Cette thématique de fonctionnalisation a fait l’objet des thèses de 

Jean-Luc Bridot (Bridot, 2007) et d’Anne-Charlotte Faure (Faure, 2008). 

 Toutes les amines primaires apportées par le bras aminopropyl de l’APTES ne sont pas 

disponibles car certaines sont piégées au sein de la matrice de polysiloxane. Cependant, les amines 

primaires de surface peuvent servir de point d’ancrage aux différentes molécules d’intérêt. Le travail 

de thèse d’Anne-Charlotte Faure a consisté à modifier la surface des nanoparticules pour les rendre 

stables dans l’eau et en vue d’obtenir un ciblage in vivo (Faure, 2008). 
  

I.5.2.1. Fonctionnalisation des nanoparticules hybrides à base de gadolinium à 
structure cœur-coquille par un polymère hydrophile non chargé : le PEG 

 L’une des solutions pour rendre les nanoparticules hydrophiles consiste à modifier leur 

surface par du poly(éthylène glycol) (PEG) (Figure I.17). La stabilité des nanoparticules dépend alors 

de la taille du PEG et de la densité de greffage. L’ajout de PEG affecte la biodistribution des 

nanoparticules in vivo : le PEG agit comme une barrière hydrophile empêchant l’adsorption par le 

système réticuloendothélial et réduit le taux d’élimination des nanoparticules par les cellules du 

système des phagocytes mononuclées  (Llevot et al., 2012 ; Perrault et al., 2009). 

Figure I.17. Représentation du PEG et des PEG modifiés, n représentant le nombre d’unités éthylène glycol.  

 Les nanoparticules hydrophobes et chargées négativement sont plus sujettes à l’opsonisation 

que les nanoparticules hydrophiles et neutres en raison de l’adsorption accrue des opsonines à la 

surface des nanoparticules (Sheng et al., 2009 ; Faure, 2008 ; Vonarbourg et al., 2006). De 

nombreuses études ont alors été réalisées dans l’idée de concevoir des systèmes hydrophiles à 

charge de surface neutre. Parmi elles, l’ajout de PEG à la surface des nanoparticules a démontré la 

diminution évidente de la captation cellulaire du système des phagocytes mononuclées et par 

conséquent, un temps de circulation dans le sang plus élevé ; c’est d’ailleurs pourquoi les 

nanoparticules PEGylées sont considérées comme « furtives » (Llevot et al., 2012 ; Guo et al., 2012 ; 

Perrault et al., 2009 ; Vonarbourg et al., 2006). L’augmentation du temps de circulation des 

nanoparticules PEGylées maximise leurs chances d’atteindre les tumeurs et justifie le choix de cette 

stratégie en vue d’un ciblage passif (Chien et al., 2012). Les PEG modifiés, grâce à leurs fonctions 

PEG

Poly(éthylène glycol)
PEG modifié

X, Y = NH2, COOH, OMe, etc.
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terminales (-NH2, -COOH, etc.), peuvent être greffés de manière covalente aux nanoparticules. Ces 

groupements terminaux affectent également la biodistribution des nanoparticules PEGylées par la 

charge de surface qu’ils apportent : les nanoparticules neutres étant moins sujettes à l’opsonisation, 

les PEG possédant une fonction –OMe en bout de chaîne présentent un grand intérêt pour la 

fonctionnalisation des nanoparticules et plus particulièrement dans le cadre d’un ciblage passif. Pour 

une stratégie de ciblage actif, il conviendra de choisir des PEG avec des fonctions terminales 

facilement modifiables comme les amines primaires ou les acides carboxyliques, de manière à pouvoir 

greffer de manière covalente le vecteur adéquat (Faure, 2008). 

Grâce à leur fort pouvoir hydrophile, à leur flexibilité et à la neutralité du motif de répétition, les 

chaînes PEGylées forment un « nuage » de protection stérique hydrophile à la surface des 

nanoparticules, ce qui empêche les opsonines d’interagir avec les nanoparticules. L’efficacité de 

l’encapsulation des nanoparticules par des bras contre l’opsonisation et la phagocytose ayant été 

prouvée, de nombreux systèmes PEGylés ont été développés pour augmenter le temps de circulation 

des nanoparticules dans le sang (Sheng et al., 2009 ; Vonarbourg et al., 2006). 

 Le PEG est un polymère hydrophile : le greffage covalent de chaînes PEGylées en surface 

des nanoparticules les rend biocompatibles et crée des forces de répulsion entre les nanoparticules et 

les protéines plasmatiques. Par ailleurs, Shah et al. ont montré que les chaînes PEGylées greffées sur 

les petites nanoparticules adoptaient une forme parabolique en raison de la forte surface de courbure, 

empêchant le groupement terminal d’être exposé aux protéines plasmatiques (Shah et al., 2012). 

Cependant, le degré de PEGylation peut faire basculer l’équilibre entre hydrophilie et hydrophobie des 

nanoparticules. En effet, un fort degré de PEGylation conduit à l’instabilité et à l’agrégation des 

nanoparticules dans les fluides physiologiques. Il s’agit alors de trouver le meilleur compromis, pour 

lequel les chaînes PEGylées sont suffisamment nombreuses pour assurer une couche stérique 

hydrophile protectrice autour des nanoparticules, sans que les bras PEGylées ne se gênent entre eux, 

de manière à éviter l’instabilité des nanoparticules en milieu physiologique (Sheng et al., 2009).  

I.5.2.2. Fonctionnalisation des nanoparticules hybrides à base de gadolinium à 
structure cœur-coquille par des molécules hydrophiles, couramment utilisées en IRM, 
en TEMP, et/ou en TEP : le DTPA et le DOTA 

Comme le PEG, le DTPA (acide diéthylènetriamine pentaacétique) et le DOTA (acide 

1,4,7,10-tétraazacyclododecane-1,4,7,10-tétraacétique) sont des molécules à caractère hydrophile 

(Figure I.18) (Othman et al., 2011 ; Roux et al., 2010 ; Corcoran et al., 2010). Ces deux molécules 

sont d’ailleurs couramment utilisées en IRM, en TEMP et/ou en TEP comme ligands pour former des 

complexes avec certains ions d’intérêt comme le Gd3+, le Mn2+, l’111In3+, le 99mTc4+, le 68Ga3+, le 64Cu2+, 

le 86Y3+, etc. (Drahoš et al., 2012 ; Wadas et al., 2010 ; Hermann et al., 2008). 
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Figure I.18. Représentation du DTPA et du DOTA. 

 La synthèse des nanoparticules hybrides à base d’oxydes de gadolinium à structure cœur-

coquille et leur fonctionnalisation avec le DTPA ou le DOTA ont été étudiées pendant la thèse d’Anna 

Mignot (Mignot, 2012). La fonctionnalisation, quelque soit la molécule hydrophile choisie (DTPA ou 

DOTA) est réalisée par couplage peptidique entre les fonctions acides carboxyliques de ces 

molécules et les fonctions amines primaires en surface des nanoparticules. Afin d’optimiser le 

rendement de greffage, la fonctionnalisation des nanoparticules est réalisée avec des formes 

« activées » du DTPA et du DOTA : il s’agit du DTPA-BA et du DOTA-GA (Figure I.19). 

Figure I.19. Représentation du DTPA-BA et du DOTA-GA. 

Dans le cas du DTPA-BA, 4 fonctions acides carboxyliques du DTPA ont été activées sous la 

forme de deux anhydrides. Le DTPA-BA, en présence d’amines primaires issues des nanoparticules, 

subit une addition nucléophile, engendrant l’ouverture du cycle et la formation d’une liaison amide. Le 

DTPA greffé à la nanoparticule présente alors 7 sites de coordination (3 fonctions amines tertiaires et 

4 acides carboxyliques) disponibles pour la complexation d’ions métalliques d’intérêt. Le doublet non 

liant de l’oxygène issu de la liaison amide formée joue le rôle du 8ème site de coordination ; celui-ci 

étant impliqué dans une délocalisation électronique, il est moins disponible. 

Le DOTA-GA est un dérivé du DOTA dont un des bras acides carboxyliques est modifié et 

présente une anhydride. La réaction entre le DOTA-GA et les fonctions amines primaires des 

nanoparticules est similaire à celle avec le DTPA-BA. Lorsque le DOTA-GA est greffé à la 

nanoparticule, le ligand présente alors 8 sites de coordination (4 fonctions amines tertiaires et 4 
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fonctions acides carboxyliques) disponibles pour la complexation d’ions métalliques d’intérêt. Par 

conséquent, les nanoparticules fonctionnalisées avec du DOTA-GA présentent des ligands avec un 

site de coordination préférentiel supplémentaire pour la complexation d’autres ions par rapport aux 

nanoparticules fonctionnalisées avec du DTPA-BA. 

 Les anhydrides étant extrêmement réactifs vis-à-vis des nucléophiles, la présence d’eau 

conduit à leur l’hydrolyse et défavorise la formation de liaisons amides (les acides carboxyliques sont 

peu réactifs vis-à-vis des amines). Afin de pallier à ce problème, le DTPA-BA et le DOTA-GA sont 

préalablement dissous dans du DMSO anhydre puis ajoutés à la solution colloïdale de nanoparticules 

dans le DEG. 

 De manière surprenante, les nanoparticules fonctionnalisées avec le DTPA-BA ou le DOTA-

GA présentent un DH moyen plus petit (2-3 nm) que les nanoparticules à structure cœur-coquille (4-5 

nm), ce qui n’est pas le cas pour  les nanoparticules fonctionnalisées avec le PEG (6-8 nm) (Figure 

I.20). Il semblerait que le DTPA et le DOTA, qui, contrairement au PEG, sont connus et fréquemment 

utilisés comme ligands dans la complexation d’ions Gd3+ pour une application en tant qu’agents de 

contraste pour l’IRM, jouent un rôle clé dans la diminution brutale de la taille des nanoparticules. 

Figure I.20. Représentation des différentes étapes de synthèse des nanoparticules hybrides à base de gadolinium : synthèse 

du cœur oxyde, enrobage par une matrice de polysiloxane et fonctionnalisation par le PEG, le DOTA ou le DTPA.

Les travaux de thèse d’Anna Mignot ont démontré que le greffage du DTPA ou du DOTA à la 

surface des nanoparticules a provoqué la dissolution du cœur oxyde lors du passage des particules 

en milieu aqueux (étape de purification) (Mignot, 2012). De plus, la couche de polysiloxane étant 
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relativement fine (« GC-2Si »  2 Si / 1 Gd), la présence d’éventuels défauts au sein de la matrice a 

pu favoriser la migration des ions Gd3+ du cœur vers l’extérieur de la nanoparticule ; ces ions sont 

chélatés par les molécules de DTPA ou de DOTA. La matrice de polysiloxane, alors dépourvue de 

tout support (absence de cœur) s’effondre sous forme de plusieurs fragments, donnant lieu à de 

petites nanoparticules qui seront désormais appelées « SRPs » (Small Rigid Particles). Les SRPs ne 

possèdent donc plus de cœur oxyde et la matrice de polysiloxane est devenue l’élément central de 

ces nanoparticules : elle supporte une dizaine de ligands DTPA ou DOTA, certains d’entre eux 

chélatant des ions Gd3+, d’autres pouvant rester libres en vue d’une vectorisation ou de la 

complexation d’autres ions d’intérêt (Figure I.21).

Figure I.21. Représentation des nanoparticules hybrides à base de gadolinium fonctionnalisées par le DOTA-GA (SRPs). Sur la 

figure centrale, les atomes de Si sont en jaune, O en rouge, N en bleu, Gd en vert, H en blanc.

 Les structures des nanoparticules fonctionnalisées avec le DTPA-BA ou le DOTA-GA sont 

semblables. Cependant, les ligands entourant les SRPs présentent 8 sites de coordination dans le cas 

de la fonctionnalisation avec le DOTA-GA contre 7 pour le DTPA-BA. Or, la toxicité du gadolinium 

dépend de la capacité des complexes à libérer des ions Gd3+ au sein de l’organisme, et par 

conséquent, des stabilités cinétique puis thermodynamique du complexe. Les ligands macrocycliques 

comme le DOTA sont moins sujets à la décomplexation et à la transmétallation (échange de 

métaux/ligands) que les ligands linéaires comme le DTPA. Par exemple, le temps de demi-vie de 

dissociation du complexe de gadolinium avec le DOTA est bien plus élevé que celui du complexe 

formé avec le DTPA (T1/2 [Gd-DOTA] > 1 mois / T1/2 [Gd-DTPA] = 10 min). Le rayon ionique de l’ion Gd3+

(107,8 pm) étant proche de celui de l’ion Ca2+ (114 pm), les ions Gd3+ peuvent s’interchanger avec les 

ions Ca2+ (transmétallation : [DTPA-Gd] + Ca2+  [DTPA-Ca]- + Gd3+) et inhiber l’activité de certaines 

enzymes et/ou affaiblir le système réticuloendothélial (Idée et al., 2006). Pour ces raisons-la, les 

travaux de vectorisation des nanoparticules hybrides à base de gadolinium ont préférentiellement été 

réalisés sur les nanoparticules fonctionnalisées avec le DOTA-GA. 
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I.5.3. Vectorisation des nanoparticules hybrides à base de gadolinium, 
plateformes multifonctionnelles pour l’imagerie médicale et la thérapie 

 Les nanoparticules hybrides à base de gadolinium sont des plateformes multifonctionnelles, 

prometteuses pour des applications en imagerie médicale et en thérapie : elles s’inscrivent donc dans 

une optique théranostique. Les SRPs sont constituées d’une matrice de polysiloxane centrale 

entourée d’une dizaine de ligands DOTA, certains d’entre eux chélatant un ion Gd3+, d’autres pouvant 

éventuellement rester vacants en vue d’une vectorisation ou de la complexation d’autres ions d’intérêt. 

Le DH moyen final de ces nanoparticules est de (3,5 ± 0,5) nm et leur masse molaire moyenne est de 

(8,5 ± 1,0) kDa (Lux et al., 2011) ; ces propriétés répondent aux exigences pré-requises des agents 

théranostiques, à savoir : (i) une longue circulation dans le sang pour une accumulation optimale au 

sein de la tumeur par effet EPR et (ii) une évacuation par voie rénale pour un meilleur contraste 

(différence de concentration) entre tissus sains et tissus tumoraux. 

I.5.3.1. Nanoparticules hybrides à base de gadolinium pour l’imagerie médicale, 
plateformes multimodales 

- IRM :

Les SRPs sont constituées d’ions paramagnétiques Gd3+, connus pour leur capacité à relaxer 

les spins nucléaires des protons de leur entourage. Le gadolinium est un agent de contraste positif 

pour l’IRM, couramment utilisé en application clinique (Lee G.H. et al., 2012 ; Hermann et al., 2008 ; 

Werner et al., 2008). L’efficacité de cet agent de contraste dépend de sa relaxivité longitudinale (r1), 

c'est-à-dire de sa capacité à raccourcir les temps de relaxation longitudinaux des protons les 

entourant (Li Y. et al., 2012). De nombreux complexes à base de Gd(III) sont en cours de 

développement afin d’augmenter leur relaxivité. Dans cette optique, la nouvelle génération d’agents 

de contraste pour l’IRM implique que plusieurs complexes de Gd(III) soient greffés à un support 

macromoléculaire comme c’est le cas des SRPs (Botta et al., 2012). L’efficacité des SRPs en tant 

qu’agent de contraste positif pour l’IRM a d’ailleurs été démontrée : les relaxivités longitudinales (r1) 

des agents de contraste commerciaux sont comprises entre 4 et 6 mM-1.s-1 à 1,5 Tesla, à 37°C, tandis 

que la relaxivité longitudinale des SRPs est de 11,8 mM-1.s-1 dans ces mêmes conditions (Lux et al., 

2011). D’autre part, les SRPs ont été testées in vivo sur des souris males saines de type c57Bl/6J et 

observées par IRM à 7 Tesla (Figure I.22). 

Figure I.22. Images IRM par pondération T1 de cerveaux de souris males saines de type c57Bl/6J sans agent de contraste, 

avec les SRPs ou avec un agent de contraste commercial : Dotarem (Guerbet®). Adaptée de Lux et al., 2011. 
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Ces études par IRM confirment l’hypothèse de l’évacuation des SRPs par voie rénale et 

l’amélioration du contraste de l’image par rapport aux agents de contraste commerciaux ou à 

l’absence d’agent de contraste. Ce meilleur contraste est dû (i) à la relaxivité plus élevée des SRPs et 

(ii) au temps de résidence prolongé des SRPs, comparés aux agents de contraste commerciaux (Lux 

et al., 2011). 

- TEMP-TDM :

L’imagerie TEMP utilise des radionucléides émetteurs de rayonnements , comme l’indium 

111 (t1/2 = 67,9 h) (Pimlott et al., 2011). Les SRPs ont été marquées à l’indium 111 par complexation 

de l’ion 111In3+ par les DOTA vacants des nanoparticules, puis injectées par intraveineuse dans des 

souris males saines de type c57Bl/6J (Figure I.23) (Lux et al., 2011). 

Figure I.23. Images TEMP-TDM à 15 min après injection IV des SRPs radiomarquées à l’111In sur des souris males saines de 

type c57Bl/6J. De gauche à droite : projection d’intensité maximale, et vues sagittale, coronale et transversale centrées sur le 

rein droit. Adaptée de Lux et al., 2011. 

 Ces études par TEMP-TDM confirment à nouveau l’élimination des SRPs par voie rénale (dès 

12 min après injection IV) et l’absence d’évacuation par voie hépatique (Lux et al., 2011). 

- Imagerie optique :

Les SRPs peuvent également être marquées par des fluorophores organiques par greffage 

covalent de ces derniers à la matrice de polysiloxane. Les molécules émettant des photons dans le 

proche-IR sont les plus adaptées pour les applications sur le vivant car elles causent moins de 

dommages sur les échantillons biologiques, pénètrent plus profondément dans les tissus et interfèrent 

peu avec l’autofluorescence de fond des tissus dans les systèmes vivants (Wagh et al., 2012 ; Yuan et 

al., 2012 ; Terwisscha van Scheltinga et al., 2011 ; Paganin-Gioanni et al., 2010). Les fluorophores 

émettant dans le proche-IR permettent de réduire l’impact de l’absorption des tissus endogènes et 

celui de l’autofluorescence des tissus (rapport de fluorescence tumeur/fond suffisant) et offrent ainsi la 

plus grande sensibilité parmi le large éventail de fluorophores commercialisés (Azhdarinia et al., 

2012 ; Schaafsmaa et al., 2011). 

Les SRPs ont été marquées par de la Cy5.5 (fluorophore émettant dans le proche-IR) par 

couplage covalent de la Cy5.5 activée sous forme d’ester NHS aux amines primaires de l’APTES, 

pendant l’étape d’enrobage du cœur oxyde par la matrice de polysiloxane. Les SRPs fluorescentes 
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ont été injectées par intraveineuse à des souris nude (swiss) femelles saines (Figure I.24) (Lux et al., 

2011). 

Figure I.24. Images de fluorescence sur des souris nude (swiss) femelles saines avant injection (t = 0), 1h30 et 3h après 

injection des SRPs marquées par de la Cy5.5. Adaptée de Lux et al., 2011. 

 A nouveau, les SRPs s’éliminent par voie rénale et aucune accumulation indésirable dans le 

foie et les poumons n’a été détectée. La fluorescence observée dans l’estomac est due à 

l’alimentation des souris (Lux et al., 2011). 

- SRPs pour l’imagerie multimodale :

 De manière surprenante, le temps de résidence moyen des SRPs, estimé entre 13 et 18 min 

selon les techniques d’imagerie employées, est plus élevé que celui du Dotarem®, agent de contraste 

commercialisé pour l’IRM ( SRP,IRM = 13,2 min / Dotarem®,IRM = 6,8 min). Les SRPs se limitent 

uniquement à la circulation dans les vaisseaux sanguins tandis que les petites molécules organiques 

sont sujettes à des problèmes de diffusion dans les espaces extravasculaires ; par conséquent, le 

volume disponible étant plus faible pour les SRPs, leur temps de résidence dans le sang devrait être 

plus court. Or, c’est le contraire qui a été observé : les nanoparticules hybrides à base de gadolinium 

circulent plus longtemps dans le sang que les petites molécules organiques, ce qui signifie (i) que 

l’élimination par voie rénale est plus faible pour les SRPs et (ii) que cette évacuation rénale est 

inversement proportionnelle à la taille des particules (Lux et al., 2011). Comme espéré, les SRPs sont 

suffisamment petites pour être éliminées par voie rénale et suffisamment larges pour obtenir des 

temps de résidence dans le sang plus élevés que les petites molécules, attribuant plus de temps aux 

SRPs pour atteindre la tumeur et s’y accumuler. 

 Outre leur taille particulièrement adaptée pour un ciblage passif optimal (effet EPR), les SRPs 

ont démontré leur capacité à être détectées par 3 techniques d’imagerie médicale différentes, à 

savoir, l’IRM, la TEMP et l’imagerie optique. Ces nanoparticules sont tout à fait adaptées pour des 

applications en imagerie multimodale et contribuent aux recherches sur l’amélioration de la sensibilité 

et de la précision du diagnostic.  
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I.5.3.2. Nanoparticules hybrides à base de gadolinium pour un effet 
radiosensibilisant en radiothérapie 

Le gadolinium est un élément de numéro atomique élevé (Z = 64). Il confère aux 

nanoparticules des sections transversales de capture des rayons X et  élevées pouvant, selon 

l’énergie du faisceau utilisé, intensifier l’absorption photoélectrique et/ou la production d’électrons 

Compton ou de paires électrons/positons (Mowat et al., 2011 ; Roux et al., 2010). Si la biodistribution 

du gadolinium est contrôlée, le gadolinium est susceptible d’augmenter le dépôt de dose et son 

uniformité au sein du volume tumoral, ainsi que de diminuer la dose dans les tissus sains. Ce 

phénomène est accompagné d’une grande production de photoélectrons et d’espèces radicalaires, 

pour un effet plus destructeur. Plus l’absorption d’énergie est élevée, plus la quantité d’espèces 

réactives est importante : ce phénomène favorise à la fois une destruction plus efficace de la tumeur 

et la préservation des tissus sains (Le Duc et al., 2011).  

Les nanoparticules hybrides à base de complexes [DTPA-GdIII] (PC-4Si-DTPA) ont démontré 

leur effet radiosensibilisant en MRT (radiothérapie par microfaisceaux X par rayonnement 

synchrotron) (Figure I.25). La MRT se distingue de la radiothérapie conventionnelle (larges faisceaux) 

par l’utilisation de gammes de faisceaux microplanaires étroits (25-100 m), appelés « pics », séparés 

par des espaces microplanaires plus larges (100-400 m), appelés « vallées » : cette géométrie exige 

que les profils de dose distribuée par les gammes de microfaisceaux présentent une succession de 

pics (forte dose) et de vallées (faible dose). Cette technique permet de mieux préserver les tissus 

sains malgré l’administration de doses d’irradiation plus fortes (Le Duc et al., 2011). 

Figure I.25. (A) Evolution temporelle du signal en IRM des nanoparticules PC-4Si-DTPA au sein de la tumeur et dans une 

surface équivalente de tissu sain sur des rats porteurs de tumeur de type 9LGS. (B) Comparaison des courbes de survie sur 

des rats porteurs de tumeur de type 9LGS sans traitement (courbe noire, 4 rats), avec MRT seule (courbe bleue, 7 rats), avec 

nanoparticules PC-4Si-DTPA et MRT 5 min après injection des nanoparticules (courbe rouge, 8 rats) et avec nanoparticules 

PC-4Si-DTPA et MRT 20 min après injection des nanoparticules (courbe verte, 8 rats). Adaptée de Le Duc et al., 2011. 
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Les nanoparticules PC-4Si-DTPA ont été injectées à des rats porteurs de tumeur de type 

9LGS et ont montré un effet radiosensibilisant (meilleure courbe de survie) lorsque la MRT est 

réalisée 20 min après injection des nanoparticules. Cependant, lorsque la MRT est pratiquée 5 min 

après injection des nanoparticules, elle est néfaste pour la survie des rongeurs. Cette étude prouve 

qu’une accumulation maximale des nanoparticules dans la tumeur n’est pas suffisante pour être 

efficace ; il est également nécessaire que la concentration en nanoparticules soit minimale dans les 

tissus sains (Le Duc et al., 2011). Enfin, cette expérience démontre que la présence de gadolinium 

permet d’augmenter l’effet de la radiothérapie. 

Les nanoparticules GC-2Si-DOTA – choisies pour leur faible toxicité – ayant une structure 

semblable aux nanoparticules PC-4Si-DTPA, elles sont susceptibles de présenter des effets 

radiosensibilisants proches. Pour un effet radiosensibilisant optimal, la quantité de SRPs dans la 

tumeur et le rapport en élément radiosensibilisant entre les tissus tumoraux et les tissus sains doivent 

être maximums (Le Duc et al., 2011). La vectorisation des SRPs pourrait augmenter cet effet 

radiosensibilisant en apportant un ciblage actif aux nanoparticules en supplément de leur ciblage 

passif. 

I.5.3.3. Vectorisation des SRPs en vue de l’obtention d’un ciblage actif et 
présentation du travail de thèse 

Le présent travail de thèse s’inscrit dans une optique d’amélioration du ciblage des SRPs pour 

une meilleure efficacité de ces nanoparticules en tant qu’agents d’imagerie multimodale et agents 

thérapeutiques. Plus exactement, nos efforts se sont concentrés sur la vectorisation des SRPs par de 

petites molécules organiques ou des oligopeptides pour un ciblage actif. 

Comme énoncé précédemment, il existe deux stratégies de ciblage : l’une visant le ciblage 

des cellules tumorales, l’autre celui des cellules endothéliales de la vascularisation tumorale. 

La première stratégie s’inscrit dans le cadre du projet Lantharad, portant sur les nanosondes 

hybrides radiosensibilisantes pour le traitement des tumeurs radiorésistantes : deux vecteurs 

principaux validés pour le ciblage du mélanome et du chondrosarcome ont été utilisés au cours de ce 

travail de thèse. Il s’agit plus particulièrement de petites molécules organiques, présentées en Figure 

26. L’une appelée Iqnx (pour iodoquinoxaline) cible plus particulièrement la mélanine, une 

macromolécule naturellement présente dans la peau et surexprimée dans le cas du mélanome, 

cancer de la peau. Le second vecteur, appelé AQ (pour Amine Quaternaire), cible spécifiquement les 

protéoglycanes (PGs), des protéines fortement glycosilées surexprimées par le chondrosarcome, 

cancer du cartilage. 

La seconde stratégie, visant le ciblage des cellules endothéliales de la vascularisation 

tumorale a également été étudiée lors de ce travail de thèse. Plus précisément, nous nous sommes 

intéressés au pentapeptide cyclique c(RGDfK) (Figure I.26), dont le motif RGD (Arg-Gly-Asp) est 

connu pour être un bon ligand de l’intégrine 3. Celle-ci est hautement exprimée sur les cellules 

endothéliales de la vascularisation tumorale et très peu sur le reste des cellules endothéliales et la 

plupart des organes sains. Elle est également surexprimée par les cellules tumorales de certains 
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cancers (comme le mélanome, le glioblastome, et les cancers de l’ovaire et du sein) (Lammers et al., 

2012 ; Ruoslahti, 2012 ; Danhier et al., 2010). 

Figure I.26. 3 vecteurs utilisés au cours du présent travail de thèse. (A) Iqnx : N-[2-[N-éthyl-N-(2-

aminoéthyl)amino]éthyl]-6-iodoquinoxaline-2-carboxamide : vecteur ciblant la mélanine, surexprimée par le mélanome (tumeur 

de la peau). (B) AQ : 1-(3-aminopropyl)pyridinium : vecteur ciblant les protéoglycanes, surexprimés par le chondrosarcome 

(tumeur du cartilage). (C) c(RGDfK) : pentapeptide cyclique ciblant l’intégrine 3, surexprimée par les cellules endothéliales 

de la vascularisation tumorale et par les cellules tumorales de certains cancers (large éventail de cancers). 

Les petites molécules ciblantes (< 2 kDa) sont particulièrement intéressantes dans le cadre 

d’un greffage sur les SRPs en vue de l’obtention d’un ciblage actif pour les raisons suivantes : ces 

vecteurs présentent des groupements fonctionnels (-NH2) permettant des réactions de couplage 

chimique simples aux nanoparticules (-COOH des DOTA vacants). De plus, du fait de leur petite taille, 

ces molécules sont peu encombrantes et permettent d’atteindre des densités de ligands en surface de 

nanoparticule plus élevées que dans le cas des anticorps. Enfin, ces petites molécules organiques 

sont moins sujettes à la dégradation au sein de l’organisme que les biomolécules (Kamaly et al., 2012, 

Sun et al., 2006). 

Dans un premier temps, des stratégies de greffage covalent des vecteurs aux SRPs ont été 

mises en place, en tenant compte des conditions de stabilité colloïdale des nanoparticules, de 

solubilité des vecteurs, et des applications souhaitées (synthèses de couplage peptidique réalisées en 

milieu aqueux, principalement) ; elles sont présentées dans le Chapitre II.  

Le couplage covalent des vecteurs aux SRPs, les analyses permettant la vérification du 

couplage et la quantification du nombre de vecteurs par nanoparticule et les tests de ciblage des 

SRPs vectorisées font l’objet d’une étude détaillée. Le cas de l’Iqnx est présenté en Chapitre III, celui 

l’AQ en Chapitre IV et celui du c(RGDfK) en Chapitre V. Plusieurs techniques d’analyse ont été 

développées pour vérifier et quantifier le greffage des vecteurs aux SRPs. Si certaines analyses ont 

pu être réalisées au laboratoire – comme c’est le cas de la DLS, du potentiel , de l’IR, de l’absorption 

UV-visible, de la fluorescence, de la phosphorescence, de la relaxométrie, de l’HPLC et de l’ICP, 

d’autres ont été le fruit de collaborations bio-physico-chimiques – comme la spectrométrie de masse, 
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les profils NMRD, la FCS et l’analyse élementaire. Enfin, les nanoparticules vectorisées ont été 

testées in vitro et in vivo et ont fait l’objet de nombreuses collaborations pour la validation du ciblage 

actif des SRPs, notamment pour le BIAcore® (technique utilisant le principe de résonance plasmon de 

surface), la FCS, la cytométrie de flux, la microscopie confocale et les nombreux tests in vivo sur le 

petit animal. 
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II. Etudes de pré-vectorisation des SRPs : 
optimisation des réactions de couplage peptidique 
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Les nanosystèmes multifonctionnels théranostiques, combinant ciblage, imagerie et thérapie, 

se déclarent comme de puissants outils émergents et présentent d’indéniables perspectives en termes 

de lutte contre le cancer. L’utilisation de nanosystèmes multifonctionnels pour une détection plus 

précoce du cancer, une thérapie plus efficace et/ou un contrôle de la progression du cancer est un 

concept à l’origine d’un intérêt croissant en oncologie (Crielaard et al., 2012 ; Abeylath et al., 2011). 

L’une des stratégies pour améliorer considérablement l’efficacité clinique de tels agents est le 

ciblage actif. Au cours de la dernière décennie, les avancées concernant la compréhension de la 

biologie de signalisation cellulaire ont permis d’introduire sur le marché de nouveaux traitements 

rationnellement conçus pour le ciblage de facteurs moléculaires spécifiques surexprimés par la tumeur 

ou impliqués dans sa croissance. En agissant de manière plus sélective sur les cellules cancéreuses, 

les agents vectorisés d’imagerie, de thérapie ou théranostiques voient leur efficacité augmenter et, 

dans le cas des agents thérapeutiques, leur toxicité diminuer. L’utilisation de ligands ciblants aidant 

ces agents à s’accumuler dans la tumeur et à y rester augmente leur spécificité pour le tissu ciblé et 

réduit davantage les risques liés à l’exposition systémique (Crielaard et al., 2012 ; Soria et al., 2011). 

Dans cette optique, nous nous sommes intéressés à la vectorisation des SRPs décrites dans 

le Chapitre I par des ligands non-anticorps de petite taille (peptides ou molécules organiques < 10 

kDa), par opposition aux protéines (anticorps et leurs fragments) et aux acides nucléiques 

(aptamères) (My Cancer Genome ; Lammers et al., 2012 ; Ruoslahti, 2012 ; Kamaly et al., 2012 ; Yu 

et al., 2012 ; Danhier et al., 2010). 

Le présent travail de thèse porte sur le greffage covalent de peptides ou de molécules 

organiques aux SRPs afin d’ajouter une ou plusieurs fonctionnalité(s) à ces dernières. La 

fonctionnalisation des SRPs par les trois vecteurs décrits dans le Chapitre I permet de rendre les 

nanoparticules spécifiques de la cible visée, tandis que leur fonctionnalisation par des fluorophores 

organiques, et plus particulièrement la Cyanine 5.5 (Cy5.5), offre la possibilité d’un suivi in vitro et in 

vivo des SRPs par imagerie optique. Ces molécules présentent des fonctions terminales de type 

amine primaire ou acide carboxylique (voire acide carboxylique activé).  

Le greffage d’une molécule possédant une fonction amine primaire terminale est réalisé sur 

une des quatre fonctions acides carboxyliques des DOTA, tandis que le greffage d’une molécule 

disposant d’une fonction acide carboxylique terminale s’effectue sur une fonction amine primaire issue 

du réseau de polysiloxane. La Figure II.1 présente les deux modes de greffage des molécules 

sélectionnées possédant les fonctions terminales modifiables de type amine primaire ou acide 

carboxylique. 
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–COOH–NH2

Création d’une liaison amide

Figure II.1. Représentation des deux approches possibles pour la vectorisation d’une SRP avec des molécules possédant les 

fonctions terminales sélectionnées, à savoir : amine primaire ou acide carboxylique. 

Dans les deux cas, la réaction entre une amine primaire et un acide carboxylique aboutit à la 

formation d’une liaison amide et à l’élimination d’une molécule d’eau. Cette réaction de couplage 

peptidique est réalisée par activation de l’acide carboxylique, que nous développerons dans la 

première partie de ce chapitre. Les deuxième et troisième parties de ce chapitre seront quant à elles 

consacrées à l’estimation du nombre de sites de greffage accessibles à la surface des SRPs. 

II.1. Réaction de couplage peptidique 

Récemment, le champ de la bioconjugaison s’est élargi de façon considérable : il existe 

aujourd’hui de nombreuses possibilités pour conjuguer des entités apportant une fonctionnalité aux 

nanoparticules (Yu et al., 2012 ; Hermanson, 2008). Weissleder et al. ont, par exemple, dressé une 

bibliothèque recensant les différentes méthodes de modification de surface de nanoparticules 

magnéto-fluorescentes présentant des fonctions amines primaires par de petites molécules possédant 

des fonctions réactives terminales de type anhydride, amine, hydroxy, carboxy, thiol et époxyde sur 

(Sun et al., 2006). Nous nous sommes inspirés de l’une d’entre elles, à savoir le couplage d’une 

fonction acide carboxylique et d’une fonction amine, pour greffer les molécules désirées sur les SRPs.
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II.1.1. Généralités 

 Un acide carboxylique, en présence d’une amine, forme rapidement un carboxylate 

d’ammonium selon la réaction acido-basique suivante (1) : 
(1)

 L’amine primaire, lorsqu’elle se protonne, perd son caractère nucléophile (perte du doublet 

non-liant : l’addition nucléophile sur l’acide carboxylique n’est plus possible). Le carboxylate 

d’ammonium formé met un terme à la réaction de condensation. 

Certains sels d’ammonium, chauffés à haute température, peuvent néanmoins se déshydrater 

et donner lieu à la formation d’amides, comme c’est le cas pour l’éthanamide (2). 

(2) 

Cette méthode est rarement suivie car elle nécessite de hautes températures de chauffage et par 

conséquent, des solvants organiques à haut point d’ébullition. De plus, elle n’est pas compatible avec 

tous les sels d’ammonium. Des méthodes plus adéquates pour la préparation d’amides ont été 

développées et décrites par Hermanson (Hermanson, 2008).  

II.1.2. Agents de couplage 

Les plus petits agents de couplage crées pour la bioconjugaison sont appelés « agents de 

réticulation de taille nulle » (zero-length crosslinkers) (Hermanson, 2008). Ces composés interviennent 

dans les réactions de couplage peptidique pour la formation de liaisons sans ajout d’atome ou de bras 

espaceur. 

Les carbodiimides font partie de cette famille d’agents de couplage et permettent la création 

de liaisons amides par condensation d’amines primaires avec des acides carboxyliques. L’EDC 

(chlorhydrate de N-(3-diméthylaminopropyl)-N’-éthylcarbodiimiide) est le carbodiimide le plus répandu.

Utilisé dans les procédés de conjugaison avec le NHS (N-hydroxysuccinimide), il est pratiquement 

universel ; le couple EDC/NHS représente le couple d’agents d’activation le plus couramment employé 

dans le monde pour la bioconjugaison (eq 3) (Hermanson, 2008). 

(3) 

Le schéma réactionnel du couplage peptidique d’une amine primaire avec un acide 

carboxylique activé par le couple EDC/NHS est proposé en Figure II.2. 
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Figure II.2. Schéma réactionnel du couplage peptidique par activation de l’acide carboxylique avec le couple EDC/NHS.  

L’EDC réagit avec l’acide carboxylique pour former un intermédiaire o-acylisourée instable et 

hautement réactif, susceptible de réagir à toute attaque nucléophile. L’amine primaire peut alors 

directement réagir avec cet intermédiaire pour former une liaison amide stable (Figure II.2, voie (3)). 
Cependant, les atomes d’oxygène de l’eau peuvent également jouer le rôle de nucléophile, conduisant 

à l’hydrolyse de l’ester o-acylisourée puis à la régénération de l’acide carboxylique initial (Figure II.2, 

voie (2)). Ces deux réactions peuvent se produire parallèlement : si l’amine primaire ne réagit pas 

avec l’intermédiaire o-acylisourée avant qu’il ne s’hydrolyse, le couplage peptidique en question ne 

peut plus avoir lieu. Afin de palier cette réaction secondaire non désirée, un deuxième agent de 

couplage est introduit dans le milieu : il s’agit du NHS (Figure II.2, voie (1)). L’ajout de NHS permet de 

transformer l’ester o-acylisourée en ester-NHS, dont la réactivité est comparable à celle des 

anhydrides (couplage rapide avec l’amine primaire), et ainsi d’augmenter considérablement le 

rendement de la réaction de couplage peptidique. Le produit final de cette réaction en deux étapes 

conduit à la formation d’une liaison amide stable. 

II.1.3. Conditions de la réaction de couplage peptidique 

Le pH de la solution affecte fortement la réaction de couplage peptidique. Les esters NHS ont 

des temps de demi-vie de l’ordre de quelques heures à pH physiologique (Hermanson, 2008). Leur 

réactivité vis-à-vis des amines augmente avec le pH, cependant, c’est aussi le cas de la réaction 

concurrente d’hydrolyse. Pour optimiser le rendement du couplage et minimiser les effets de 

l’hydrolyse, les nanoparticules et molécules à coupler doivent être maintenues aux concentrations les 

plus élevées possibles, de manière à augmenter les opportunités de rencontre entre les fonctions 

esters activées et les amines primaires, plutôt qu’avec les molécules d’eau (Hermanson, 2008). 

EDC

NHS

Ester o-acylisourée, 
instable et très réactif

Liaison amide 
stableEster-NHS, semi-stable et très 

réactif vis-à-vis des amines

Liaison amide stable

Acide carboxylique 
initial régénéré

(1)

(2)

(3)
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Nakajima et al. ont démontré par ailleurs que le pH devait être compris entre 3,5 et 4,5 pour 

favoriser l’étape d’activation des fonctions acides carboxyliques (sous forme d’ions carboxylates) alors 

que des pH plus élevés sont nécessaires pour la formation de la liaison amide, de manière à éliminer 

la forme protonée de l’amine (Nakajima et al., 1995). Typiquement, cette deuxième étape de la 

réaction (étape de couplage peptidique) est réalisée à pH physiologique (pH 7,4) (Hermanson, 2008).  

II.1.4. Réactions de couplage peptidique de petites molécules aux SRPs – 
Stratégies de synthèse 

II.1.4.1. Choix du solvant 

Les synthèses de couplage peptidique sont réalisées à partir de SRPs lyophilisées. La 

première étape consiste nécessairement à redisperser les nanoparticules dans l’eau.  

Les SRPs vectorisées étant destinées à être testées in vitro ou in vivo, l’eau apparaît comme 

le solvant le plus approprié pour les réactions de couplage peptidique de petites molécules aux SRPs. 

Lorsque les molécules à greffer sont difficilement solubles dans l’eau ou lorsqu’elles sont 

présentées sous forme d’esters activés (esters NHS), elles sont préalablement dissoutes dans du 

DMSO (DMSO anhydre si ester activés) avant d’être ajoutées à la solution aqueuse de SRPs. Le 

DMSO sera éliminé ultérieurement, lors de la purification des nanoparticules, de manière à assurer la 

biocompatibilité in vivo des SRPs. 

II.1.4.2. Concentration 

 Des études de vieillissement des SRPs en solution aqueuse à pH physiologique à 37°C ont 

permis d’évaluer la limite de concentration en GdIII pour laquelle les SRPs restaient stables (Figure 

II.3) (Mignot, 2012). 

Figure II.3. Relaxivité longitudinale (r1) des protons de l’eau en présence de SRPs en fonction du temps et de la concentration 

en GdIII, à pH 7,4, à 37°C, à 1,4 Tesla. Adaptée de Mignot, 2012. 
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 La relaxivité longitudinale (r1) des protons de l’eau en présence de SRPs est mesurée en 

fonction du temps à des concentrations en GdIII différentes ([GdIII] = 0.5, 1, 5 et 10 mM). Pour les 

solutions à 5 et 10 mM en GdIII, la relaxivité longitudinale diminue les deux premières heures (r12h = 

9,2 et 10,9 s-1.mM-1 respectivement, tandis que : r1init. = 11,7 s-1.mM-1) puis reste constante. En 

revanche, pour les solutions à 0,5 et 1 mM en GdIII, la relaxivité longitudinale diminue jusqu’à une 

valeur de 3,9 s-1.mM-1, relativement similaire à celle des complexes [GdIII(DOTA)] isolés. Cette chute 

de relaxivité traduit l’effondrement de la couche de polysiloxane et l’éclatement de la nanoparticule en 

plusieurs fragments, d’où une relaxivité longitudinale proche de celle des complexes [GdIII(DOTA)] 

isolés. Les SRPs doivent donc être maintenues à des concentrations en gadolinium supérieures à 5 

mM pour éviter leur dégradation. 

De plus, les effets de l’hydrolyse des intermédiaires actifs formés peuvent être minimisés 

lorsque les réactifs à coupler sont maintenus à de fortes concentrations vis-à-vis du solvant (cf. partie 

II.1.3.). Ainsi, les réactions de couplage peptidique sont réalisées à des concentrations en SRPs et en 

petites molécules élevées. Cependant, une trop forte concentration peut favoriser l’agrégation des 

nanoparticules entre elles et empêcher le couplage peptidique. Les SRPs sont généralement 

redispersées à une concentration équivalente à 100 mM en élément gadolinium et la concentration en 

ions GdIII est comprise entre 50 et 100 mM lors des réactions de couplage peptidique et reste 

supérieure à 10 mM lors de l’étape de purification.

II.1.4.3. Optimisation du pH de la réaction 

Les études de Nakajima et al. ont défini les conditions de pH les plus adaptées pour les deux 

étapes d’un couplage peptidique classique : l’activation des fonctions acides carboxyliques est 

favorisée à pH compris entre 3,5 et 4,5 ; au contraire, la forme protonée de l’amine est défavorable à 

la formation de la liaison amide et cette deuxième étape nécessiterait donc des pH bien plus élevés 

(Nakajima et al., 1995). Or, les SRPs se dégradent lorsque le pH de la solution est supérieur à 9 

(dissolution de la matrice de polysiloxane) (Mignot, 2012). Ainsi, lors des réactions de couplage 

peptidique, le pH sera maintenu autour de 4,5 pour l’étape d’activation des fonctions carboxylates 

tandis que la deuxième étape aboutissant à la création de la liaison amide sera réalisée à pH 

physiologique. 

II.1.4.4. Ajout d’ions GdIII pour « remonter les SRPs en Gd » 

Les complexes paramagnétiques de type [GdIII(DOTA)] sont des agents de contraste positifs 

pour l’IRM car ils augmentent le taux de relaxation longitudinale des protons de l’eau les entourant 

(Lee G.H. et al., 2012 ; Hermann et al., 2008 ; Werner et al., 2008 ; Idée et al., 2006 ; Lu et al., 2003). 

- Principe de l’IRM : 

Le principe de l’IRM repose sur la relaxation des moments magnétiques de spin des atomes 

d’hydrogène contenus dans l’organisme (issus de l’eau et, moins généralement, des tissus adipeux). 
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En présence d’un champ magnétique externe, le moment magnétique de spin ( ) des protons cherche 

à s’aligner au champ magnétique appliqué (Figure II.4.). 

Figure II.4. (A) Représentation des moments magnétiques de spin de protons pivotant autour de leur axe, de manière aléatoire. 

(B) Représentation des moments magnétiques de spin de protons en présence d’un champ magnétique : ils cherchent à 

s’aligner au champ magnétique, parallèlement ou antiparallèlement. (C) Représentation de la polarisation partielle d’un moment 

magnétique de spin d’un proton : en présence d’un champ magnétique externe, il tend à s’aligner au champ appliqué et forme 

un angle avec ce dernier. (D) Représentation de la résultante de la magnétisation des moments magnétiques de spin de 

protons. Adaptée de Understanding the basic principles of NMRI. 

En IRM, l’objectif est de perturber cet alignement des moments magnétiques de spin des 

protons avec une série d’impulsions de fréquence radio (Figure II.5). 

Figure II.5. Représentation du changement de direction de la résultante globale des protons due à l’ajout d’une impulsion de 

fréquence radio en plus du champ magnétique appliqué aux moments magnétiques de spin des protons. Adaptée de

Understanding the basic principles of NMRI. 

Lorsque l’impulsion de fréquence radio se termine, les moments magnétiques de spin se 

« relaxent » et reprennent leur position d’équilibre en restituant l’énergie sous la forme d’un signal 
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radiofréquence (sinusoïde amortie) recueillie par une antenne dans le plan xy (Figure II.6). On 

distingue les composantes longitudinales des composantes transversales. 

  

Figure II.6. Représentation du retour à la position d’équilibre des moments magnétiques de spin des protons. Le temps de 

relaxation longitudinale T1 représente le temps au bout duquel 63 % de l’aimantation maximale est regagnée après une 

impulsion à 90°. Le temps de relaxation transversal e T2 représente le temps au bout duquel 63 % de l’aimantation transversale 

maximale est perdue après une impulsion à 90°. Adap tée du Principe de la Résonance Magnétique Nucléaire. 

C’est le paramètre de relaxation des moments magnétiques de spin des protons qui est 

responsable du contraste obtenu sur l’image. En IRM, ce n’est donc pas le lieu ou la manière dont 

l’énergie est absorbée par les protons, mais bien la vitesse de relaxation de leur moment magnétique 

de spin qui est primordiale. Le contraste dépend des temps de relaxation longitudinal (T1) et 

transversal (T2), correspondant à la relaxation des composantes magnétiques longitudinale et 

transversale, mais aussi de l’environnement des protons, susceptible d’affecter leur relaxation, et bien 

sûr, de la composition en eau des tissus (Understanding the basic principles of NMRI). 

 Grâce à ses sept électrons non appariés (S = 7/2), le gadolinium(III) présente un moment 

magnétique élevé (   = 7,9 BM) et un temps de relaxation des spins électroniques suffisamment long 

pour transmettre l’information magnétique aux molécules d’eau environnantes ; ces propriétés en font 

un candidat idéal comme agent de relaxation des moments magnétiques de spin des protons 

(Hermann et al., 2008). L’efficacité d’un agent de contraste dépend de sa relaxivité (r), c'est-à-dire de 

sa capacité à raccourcir les temps de relaxation des moments magnétiques de spin des protons les 

entourant. La relaxivité ri d’un agent de contraste est inversement proportionnelle à sa concentration 

(eq 4) (Li Y. et al., 2012 ; Nonat, 2007) : 

(4) 

où ri est la relaxivité exprimée en mM-1.s-1, C est la concentration réelle en agent de contraste 

(mM) et, Ti,obs et Ti,H2O sont les temps de relaxation des moments magnétiques de spin des protons (s) 

1
Ti obs.

=
1
Ti H2O

+ riC (i = 1,2)
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en présence et en l’absence de l’agent de contraste, respectivement. La relaxivité dépend du champ 

magnétique appliqué et de la température ; elle est généralement donnée avec la fréquence du 

champ magnétique et la température lors de la mesure. 

De nombreux agents de contraste ont été développés au cours de ces 25 dernières années et 

plusieurs sont commercialisés. Ils sont classés en deux catégories : ils sont de type T1 ou de type T2

selon qu’ils affectent majoritairement la vitesse de relaxation longitudinale (1/T1) ou transversale 

(1/T2). Lorsque la vitesse (1/Ti) augmente, l’intensité du signal augmente pour les agents de contraste 

de type T1, dits positifs, et diminue pour les agents de contraste de type T2, dits négatifs (Nonat, 

2007). Les complexes à base d’ions GdIII sont des agents de contraste positifs. 

De nombreux complexes à base de GdIII sont perpétuellement en voie de développement afin 

d’obtenir de meilleures relaxivités. Dans cette optique, la nouvelle génération d’agents de contraste 

pour l’IRM implique que plusieurs complexes de GdIII soient greffés à un support macromoléculaire 

comme les nanoparticules, les protéines, les polymères, les dendrimères, les micelles, les liposomes, 

les virus, les oxydes de métal, les zéolites ou encore les silices mésoporeuses (Botta et al., 2012).  

Ces études portent sur l’optimisation des paramètres suivants, dont les principaux sont illustrés en 

Figure II.7 (Hermann et al., 2008) : 

- nombre d’hydratation q (nombre de molécules d’eau contenues dans la sphère de 

coordination interne de l’ion métallique) : q > 1 pour une meilleure relaxivité ; 

- nombre d’hydratation de la seconde sphère de coordination qss : augmentation de qss par 

utilisation de ligands hydrophiles ; 

- temps moyen de résidence des molécules d’eau M : augmentation de M  pour des 

complexes chargés négativement et dont les ligands sont flexibles et contiennent des bras 

provoquant l’encombrement stérique du complexe près des molécules d’eau ; 

- temps moyen de résidence des molécules d’eau dans la seconde sphère de coordination 

(solvant) Mss ; 

- temps de corrélation rotationnel R : augmentation de R par utilisation d’agglomérats rigides 

et par augmentation de la masse globale de l’agent de contraste ; 

- temps de relaxation électronique Tie le plus long possible par utilisation de ligands 

symétriques ; 

Figure II.7. La relaxivité d’un complexe de GdIII dépend principalement du temps de relaxation rotationnel global RG, du degré 

de mouvement interne RL et du taux d’échange 1/ M des molécules d’eau de la sphère de coordination interne du GdIII. 

Adaptée de Botta et al., 2012. 
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Une approche relativement simple pour augmenter la concentration locale d’ions GdIII consiste 

à réaliser un cluster composé de plusieurs complexes de GdIII (Langereis et al., 2006). C’est le cas 

des SRPs, qui présentent une dizaine de ligands DOTA par nanoparticule, susceptibles de complexer 

chacun un ion GdIII. De plus, cette méthode permet d’augmenter la relaxivité longitudinale par ion GdIII

comparée celle des complexes commerciaux de type [GdIII(DOTA)] (Langereis et al., 2006). 

 Si l’optimisation combinée de chacun des paramètres décrits précédemment permet d’obtenir 

de meilleurs agents de contraste positifs pour l’IRM, elle ne doit pas se faire au détriment de la 

stabilité des complexes car la libération d’ions GdIII au sein de l’organisme pourrait être fatale au 

patient (Lee G.H. et al., 2012 ; Werner et al., 2008 ; Berland et al., 2007 ; Nonat, 2007). En effet, l’ion 

GdIII-aqua est particulièrement toxique : des cas de fibrose systémique néphrogénique induite par le 

gadolinium ont été détectés, et plus particulièrement chez des patients atteints d’insuffisance rénale 

(Berland et al., 2007). Par conséquent, l’ion GdIII doit impérativement être chélaté par un ligand pour 

former un complexe extrêmement stable et résistant à la transmétallation. Ainsi, il est nécessaire que 

la sélectivité de complexation du ligand avec l’ion GdIII soit plus élevée que celle avec les ions 

contenus dans l’organisme, et notamment les cations CaII et ZnII. Le taux de 

dissociation/transmétallation du complexe formé avec l’ion GdIII par rapport à son taux d’élimination au 

sein de l’organisme constitue alors sa caractéristique toxicologique la plus importante. La condition 

préalable à remplir pour l’obtention d’un complexe stable in vivo réside dans le fait que la stabilité 

cinétique du complexe est plus importante que sa stabilité thermodynamique. D’ailleurs, les ligands 

macrocycliques de type DOTA forment des complexes plus stables cinétiquement et 

thermodynamiquement parlant que les ligands acycliques de type DTPA (Hermann et al., 2008).  

- Ajout d’ions GdIII pour une meilleure relaxivité longitudinale des SRPs : 

En fin de couplage peptidique, des ions GdIII supplémentaires sont  donc ajoutés aux SRPs 

afin d’occuper un maximum de sites de coordination vacants et d’obtenir la relaxivité par ion GdIII la 

plus élevée possible. 

Cette étape est régie par le pH de la solution. Bianchi et al. ont défini les propriétés 

thermodynamiques et structurales des complexes d’ions GdIII chélatés par des ligands polyaminés et 

polycarboxyliques (Bianchi et al., 2000). Le ligand DOTA complexe plus facilement l’ion GdIII lorsque 

ses quatre acides carboxyliques sont déprotonés (Moore et al., 2009 ; Bianchi et al., 2000). L’ajout 

d’ions GdIII devrait donc être réalisé à pH très basique. Cependant, dans ces conditions, les SRPs 

risquent de se dégrader (fragmentation de la matrice de polysiloxane lorsque pH > 9). De plus, à pH 

supérieur à 6, la formation d’hydroxydes de gadolinium est favorisée (Hemmer et al., 2012 ; Moore et 

al., 2009 ; Zhang et al., 2009). Par conséquent, le pH de la solution sera maintenu aux alentours de 5-

6 lors de l’ajout d’ions GdIII et ce, pendant 6 h, afin d’assurer la lente complexation des ions GdIII et 

d’éviter la dégradation des SRPs ainsi que la précipitation non souhaitée d’hydroxydes de gadolinium. 



Chapitre II – Etudes de pré-vectorisation des SRPs 

105

SRPs dans H2O

SRP-NHSEDC/NHS

30 min

pH 4,5

Molécule à greffer 
(dans H2O ou DMSO)

8h

pH 7,4

SRP 
fonctionnalisées

6h

pH 5-6

Gd3+

supplémentaires
15 min

SRPs
fonctionnalisées 

« remontées en Gd »

5 kDa

SRPs fonctionnalisées, 
« remontées en Gd », 

purifiées et lyophilisées

STOCKAGE PURIFICATION

COUPLAGE PEPTIDIQUE AJOUT Gd3+REDISPERSION DES 
SRPs DANS L’EAU

x 1000

1 eq. Gd

2-3 eq.

2 eq. 0,5 eq.

50 < [Gd3+] < 100 mM 50 < [Gd3+] < 100 mM
[Gd3+] = 100 mM

[Gd3+] > 10 mM

ACTIVATION DES 
CARBOXYLATES DES 

DOTA DES SRPs

50 < [Gd3+] < 100 mM

II.1.4.5. Partie expérimentale : modèles de protocoles de couplage peptidique 
de petites molécules aux SRPs 

- Protocole de couplage peptidique d’une molécule possédant une fonction amine primaire 

terminale sur les fonctions acides carboxyliques des DOTA des SRPs (Figure II.8) :

Les SRPs lyophilisées sont redispersées dans l’eau pendant 15 min à une concentration 

équivalente à 100 mM en élément Gd. La solution aqueuse de SRPs est ajoutée sur les agents de 

couplage EDC et NHS en poudre (2 à 3 équivalents molaires d’EDC/NHS par Gd). Le pH de la 

solution est ajusté à 4,5 par ajout de quelques microlitres d’une solution d’acide chlorhydrique à 5 mM, 

et le tout est agité pendant 30 min. 

La molécule à greffer est ensuite ajoutée à la solution aqueuse de SRPs dont les fonctions 

carboxylates sont activées (généralement 2 équivalents par Gd). Si cette molécule n’est pas soluble 

dans l’eau, elle est préalablement dissoute dans du DMSO à la concentration la plus élevée possible. 

Le pH de la solution est ajusté à 7,4 par ajout de quelques microlitres d’une solution de soude à 5 

mM, et le tout est agité pendant 8 h. 

Un certain volume de solution aqueuse à 100 mM de GdIII, préparée à partir de GdCl3.6H2O, 

est ajouté sur la solution aqueuse de SRPs vectorisées (0,5 équivalents molaires de GdIII

supplémentaires par Gd initial) afin d’occuper un maximum de sites de coordination vacants et 

d’obtenir la relaxivité par ion GdIII la plus élevée possible. Le pH de la solution est ajusté à 5-6 par 

ajout de quelques microlitres d’une solution d’acide chlorhydrique ou de soude à 5 mM (selon le cas), 

et le tout est agité pendant 6 h minimum. 

Les SRPs vectorisées et « remontées en Gd » sont purifiées par filtration tangentielle sur une 

membrane 5 kDa par un facteur 1000 minimum, puis lyophilisées. Les SRPs lyophilisées sont stables 

une dizaine de mois sans altération à température ambiante. 

Figure II.8. Schéma du mode opératoire pour le greffage d’une molécule possédant une fonction amine primaire terminale sur 

les fonctions acides carboxyliques des molécules de DOTA des SRPs. 
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- Protocole de couplage peptidique d’une molécule possédant une fonction acide carboxylique 

terminale sur les fonctions amines primaires issues du réseau de polysiloxane des SRPs (Figure II.9) :

La molécule est dissoute dans l’eau ou le DMSO si elle n’est pas soluble dans l’eau, à la 

concentration la plus élevée possible. La solution contenant la molécule est ajoutée sur les agents de 

couplage EDC et NHS en poudre (2 équivalents molaires d’EDC/NHS par fonction acide carboxylique 

à activer). Si l’activation est réalisée en milieu aqueux, le pH de la solution est ajusté à 4,5 par ajout 

de quelques microlitres d’une solution d’acide chlorhydrique ou de soude à 5 mM (selon le cas), et le 

tout est agité pendant 30 min. 

Si la molécule est présentée sous forme d’ester NHS (forme activée de l’acide carboxylique), 

ces étapes sont inutiles. La molécule est dissoute dans du DMSO anhydre pour éviter l’hydrolyse de 

l’ester activé. 

En parallèle, les SRPs lyophilisées sont redispersées dans l’eau (15 min minimum) à une 

concentration équivalente à 100 mM en élément Gd. Les SRPs sont ajoutées à la solution contenant 

la molécule dont les fonctions carboxylates ont été activées (généralement 2 équivalents molaires de 

molécule par Gd). Le pH de la solution est ajusté à 7,4 par ajout de quelques microlitres d’une solution 

de soude à 5 mM, et le tout est agité pendant 8 h. 

Un certain volume de solution aqueuse à 100 mM de GdIII, préparée à partir de GdCl3.6H2O, 

est ajouté sur la solution aqueuse de SRPs vectorisées (0,5 équivalents molaires de GdIII

supplémentaires par Gd initial) afin d’occuper un maximum de sites de coordination vacants et 

d’obtenir la relaxivité par ion GdIII la plus élevée possible. Le pH de la solution est ajusté à 5-6 par 

ajout de quelques microlitres d’une solution d’acide chlorhydrique ou de soude à 5 mM (selon le cas), 

et le tout est agité pendant 6 h minimum. 

Les SRPs vectorisées et « remontées en Gd » sont purifiées par filtration tangentielle sur une 

membrane 5 kDa par un facteur 1000 minimum, puis lyophilisées. Les SRPs lyophilisées sont stables 

une dizaine de mois sans altération à température ambiante. 

Avant d’optimiser la réaction de couplage peptidique de petites molécules sur les SRPs, une 

étude préliminaire sur la disponibilité et l’accessibilité de leurs sites de greffage, à savoir les acides 

carboxyliques et les amines primaires, s’avère nécessaire et fait l’objet des deux parties suivantes. 
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Figure II.9. Schéma du mode opératoire pour le greffage d’une molécule possédant une fonction acide carboxylique terminale 

sur les fonctions amines primaires issues du réseau de polysiloxane des SRPs. 

II.2. Estimation du nombre de ligands DOTA vacants par 
nanoparticule 

L’ion GdIII est coordiné au ligand octadentate DOTA par le doublet non liant des quatre 

atomes d’azote et par l’un des doublets non liants d’un atome d’oxygène de chacun des bras 

carboxylates. Le neuvième site de coordination est occupé par une molécule d’eau (Chang et al., 

1993). Par conséquent, le greffage de molécules présentant une fonction amine primaire terminale à 

l’un des carboxylates du DOTA n’est possible que si le ligand n’est pas impliqué dans la complexation 

d’un ion GdIII. Dans cette optique, un dosage par luminescence a été mis en place afin d’évaluer le 

nombre de ligands DOTA vacants. 

II.2.1. Principe général 

II.2.1.1. Principe de la luminescence 

La luminescence est une méthode analytique extrêmement sensible (Bünzli, 2004). Il s’agit 

d’un processus au cours duquel une espèce chimique absorbe un rayonnement à une certaine 

longueur d’onde et émet en retour un rayonnement à une longueur d’onde supérieure. L’énergie 
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d’absorption excite la molécule de son état électronique fondamental singulet (S0) vers un état de plus 

haute énergie (S1, S2, etc.) (Figure II.10). Les molécules excitées à des états singulets d’énergie plus 

élevée (  S2) retournent rapidement (< 10-10 s) à l’état excité d’énergie la plus basse (S1) sans émettre 

de rayonnement. Depuis cet état excité d’énergie la plus basse (S1), différentes transitions radiatives 

(fluorescence) ou non-radiatives peuvent avoir lieu pour que la molécule retrouve un des niveaux 

d’énergie rotationnelle et/ou vibrationnelle de l’état électronique fondamental (S0) (Figure II.10). La 

transition de l’état singulet (S1) vers un état triplet (T1) est appelée conversion inter-système et peut 

être suivie par la relaxation vers l’état électronique fondamental (S0) de manière radiative 

(phosphorescence) ou non-radiative (Figure II.10) (Hagan et al., 2011). 

Figure II.10. Diagramme d’énergie de Jablonsky. Adaptée de Microscopy Resource Center. 

II.2.1.2. Luminescence des lanthanides 

- Généralités :

Les lanthanides sont des éléments du bloc f et leurs cations trivalents (LnIII) possèdent une 

structure électronique caractéristique de type [Xe]4fn (n = 0-14). A l’exception des ions lanthane et 

lutécium (LaIII et LuIII), tous les ions lanthanides trivalents sont luminescents : ils peuvent être 

fluorescents (PrIII, NdIII, HoIII, ErIII, YbIII) ou phosphorescents (EuIII, GdIII, TbIII, DyIII, TmIII). Les états 

excités des ions LnIII phosphorescents ont une durée de vie longue ( s – ms), ce qui permet de 

séparer la phosphorescence de l’ion en temps résolu de la fluorescence des échantillons biologiques 

(de l’ordre de la nanoseconde). En raison de la nature des électrons 4f, protégés de l’environnement 

de coordination par les électrons 5s25p6, le couplage de spin avec l’environnement est très peu 

observé. Ainsi, la bande d’émission des ions LnIII, basée sur les transitions f-f interdites de Laporte, 

est étroite et spécifique à chaque ion ; d’autre part, les coefficients d’extinction molaire de ces cations 

trivalents sont très faibles (1 <  < 10 M-1.cm-1) – conséquence des règles de parité (et parfois du 
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changement de multiplicité de spin) (Fomina et al., 2012 ; Zhu et al., 2011 ; Moore et al., 2009). Les 

bandes d’émission des ions LnIII sont alors facilement différentiables (bandes fines de faible intensité) 

des bandes d’émission de fluorescence des composés organiques : ce sont des sondes 

luminescentes idéales pour les systèmes biologiques (Figure II.11) (Bünzli, 2004). 

Figure II.11. Déclin de fluorescence des complexes de LnIII. La fluorescence des complexes de LnIII a une durée bien plus 

longue que celle des composés organiques. Ceci permet de commencer la mesure de la fluorescence des complexes de LnIII

après la fin de la fluorescence des composés organiques. Adaptée de Biotek® et de Hagan et al., 2011. 

En spectroscopie en temps résolu, l’excitation se produit via une lumière pulsée (ou laser) et 

un temps de retard est imposé avant la mesure (Figure II.11). De cette façon, la luminescence des 

composés organiques (durée de vie des états excités de l’ordre de la nanoseconde) est éliminée et 

permet la mesure de la luminescence du métal uniquement avec un rapport signal sur bruit optimisé. 

De plus, comme cette opération est réalisée en l’espace de quelques millisecondes, elle peut être 

répétée des centaines de fois pendant une minute, aboutissant à une sensibilité accrue.   

L’excitation directe des ions LnIII conduit rarement à une intensité de luminescence élevée, du 

fait de la règle de sélection dipolaire électrique (règle Laporte). De plus, le rendement quantique d’un 

complexe dépend fortement des propriétés du ligand utilisé. En effet, les oscillateurs moléculaires de 

type O-H ou N-H sont susceptibles d’interagir avec les niveaux électroniques excités de l’ion LnIII, 

provoquant alors un « quenching » (atténuation) de luminescence. Ainsi, plus le nombre de molécules 

de solvant protique (typiquement H2O) dans la première sphère de coordination de l’ion LnIII est élevé, 

plus le rendement quantique de l’ion métallique est affecté. La luminescence de l’ion LnIII est 

maximale lorsque la sphère de coordination du complexe est saturée (Nonat, 2007). En conclusion la 

luminescence de l’ion LnIII au sein d’un complexe de type [LnIII(DOTA)(H2O)]- est plus élevée que celle 

de l’ion LnIII-aqua [LnIII(H2O)8]3+. 

- Choix de l’Europium pour le dosage du nombre de ligands DOTA vacants par luminescence :

L’ion EuIII est l’ion LnIII le plus couramment employé pour des applications bioanalytiques car 

les complexes à base d’ions EuIII émettent fortement dans le domaine du visible (Fomina et al., 2012 ; 
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Schäferling, 2012 ; Hagan et al., 2011 ; Zhu et al., 2011). Les particularités spectroscopiques de l’ion 

EuIII le rendent spécialement attractif en termes d’analyse structurale de complexes de LnIII. En effet, 

la transition 5D0
7F0 peut générer des informations sur la coordination de l’ion EuIII. Lorsque l’ion 

EuIII est complexé, l’énergie émise sous forme de photon due à cette transition 5D0
7F0 est 

différente de l’énergie émise par l’ion libre. La complexation déformant le nuage électronique autour 

de l’ion EuIII, cette variation d’énergie dépend de la nature des atomes coordinant du ligand. De plus, 

l’intensité de la transition est fonction de la symétrie du complexe. Le nombre de composantes de 

chacune des transitions 5D0
7FJ et leur intensité relative permettent de déterminer la géométrie 

précise du complexe (Ferrand, 2004). Les intensités d’émission les plus fortes ont été observées pour 

les transitions 5D0
7F1 et 5D0

7F2 (Schäferling, 2012).

II.2.1.3. Principe de l’estimation du nombre de ligands DOTA vacants par 
nanoparticule 

Des quantités croissantes d’ions EuIII sont ajoutées à une solution aqueuse de SRPs, l’objectif 

étant que les ligands DOTA vacants complexent petit à petit les ions EuIII jusqu’à saturation puis excès 

comme l’illustre la Figure II.12.  

Figure II.12. Schématisation du dosage du nombre de ligands DOTA vacants par nanoparticule. Représentation de l’évolution 

de l’intensité de phosphorescence des complexes [EuIII(DOTA)] ( excitation = 395 nm) au fur et à mesure de l’ajout d’ions EuIII dans 

le milieu.
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Les spectres d’émission de phosphorescence des complexes [EuIII(DOTA)] formés ( excitation = 

395 nm) sont recueillis entre 550 et 650 nm (Figure II.12). Deux pics d’émission sont observés à 593 

et 615 nm, correspondant respectivement aux transitions de spin interdites f-f 5D0
7F1 et 5D0

7F2 de 

l’ion EuIII chélaté (Matsumoto, 2010). L’intensité de phosphorescence de la seconde bande de 

transition (5D0
7F2) dépend fortement de la symétrie du ligand chélatant l’ion EuIII ; par conséquent, 

seule la première bande de transition (5D0
7F1) est prise en considération pour le dosage du nombre 

de ligands DOTA vacants (Jokanovi et al., 2006). En présence de ligands DOTA vacants, l’europium 

est chélaté et le maximum d’intensité de phosphorescence augmente au fur et à mesure que l’ion EuIII

est ajouté (Figure II.12. Etapes (1) à (3)). Quand les DOTA sont saturés, c'est-à-dire que chacun 

d’entre eux chélate soit un ion GdIII, soit un ion EuIII, le maximum d’intensité de phosphorescence 

devient quasiment constant (Figure II.12. Etapes (3) et (4)). 

La courbe représentant le maximum d’intensité de phosphorescence à 593 nm (transition 
5D0

7F1) en fonction du rapport molaire Eu/Gd est ensuite tracée. La première partie de la courbe est 

une droite linéaire : l’intensité de phosphorescence augmente avec la concentration en complexes 

[EuIII(DOTA)]. La deuxième partie de la courbe est un plateau et représente la saturation des DOTA : 

quelque soit la quantité d’EuIII ajoutée, l’intensité de phosphorescence du complexe [EuIII(DOTA)]  est 

constante. En effet, la phosphorescence des ions EuIII libres (EuIII-aqua) est négligeable devant celle 

des ions EuIII chélatés du fait du quenching de luminescence de l’ion EuIII par les désexcitations non 

radiatives vibrationnelles liées aux oscillateurs O-H des molécules d’eau. L’intersection des deux 

droites indique le nombre d’ions EuIII nécessaires à ajouter par ion GdIII pour saturer les ligands DOTA 

vacants (cf. § II.2.2.). 

II.2.2. Partie expérimentale 

Les SRPs sont redispersées dans l’eau et divisées en quinze aliquots. Différentes quantités 

de chlorure d’europium hexahydraté (EuCl3.6H2O) sont ajoutées à chacun des aliquots (rapports 

molaires Eu/Gd compris entre 0 et 10). Les solutions sont agitées pendant 48 h à pH 5-6, de manière 

à assurer la complexation totale des ions EuIII par les ligands DOTA vacants, sans former 

d’hydroxydes de gadolinium ou d’europium (Hemmer et al., 2012 ; Moore et al., 2009 ; Zhang et al., 

2009) (cf. § II.1.4.4.). 

Les quinze spectres d’émission de phosphorescence des complexes [EuIII(DOTA)] des SRPs 

( excitation = 395 nm) sont recueillis entre 550 et 650 nm (Figure II.13). Les deux pics d’émission à 593 

et 615 nm, correspondant respectivement aux transitions de spin interdites f-f 5D0
7F1 et 5D0

7F2 de 

l’ion EuIII chélaté, sont observés (Matsumoto, 2010). 
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Figure II.13. Spectres d’émission de phosphorescence des complexes [EuIII(DOTA)] des SRPs en fonction de leur rapport 

molaire Eu/Gd ( excitation = 395 nm – concentration SRP : [Gd3+] = 30 M)

La courbe représentant les maxima d’intensité de phosphorescence à 593 nm (transition 
5D0

7F1) en fonction du rapport molaire Eu/Gd est alors tracée (Figure II.14). 

Figure II.14. Courbe représentant les maxima d’intensité de phosphorescence des complexes [EuIII(DOTA)] des SRPs à 593 

nm en fonction de leur rapport molaire Eu/Gd.

Comme annoncé dans le principe du dosage, la première partie de la courbe est une droite 

linéaire : l’intensité de phosphorescence augmente avec la concentration en complexes [EuIII(DOTA)]. 

La deuxième partie de la courbe est un plateau et représente la saturation des ligands DOTA : quelle 

que soit la quantité d’EuIII ajoutée, l’intensité de phosphorescence du complexe [EuIII(DOTA)] est 
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constante. L’intersection des deux droites indique le nombre d’ions EuIII nécessaires à ajouter par ion 

GdIII pour saturer les ligands DOTA vacants. 

Conformément à la méthode décrite précédemment, l’intersection des deux droites indique 

que 2,2 ions EuIII par ion GdIII doivent être ajoutés pour arriver à saturation des ligands DOTA vacants. 

Ainsi, les SRPs étudiées disposent de 69% de sites coordinants libres. Par conséquent, si le nombre 

total de ligand est évalué à 10 environ, 3 ± 0.5 ligands DOTA chélatent un ion GdIII tandis que les 7 ± 

0.5 ligands DOTA restants sont vacants. 

Ces ligands DOTA vacants permettent la vectorisation des SRPs par des molécules 

présentant une fonction amine primaire terminale, ou encore la complexation d’autres ions métalliques 

d’intérêt, comme par exemple l’111In pour la TEMP. Après chaque greffage de molécule ciblante, du 

chlorure de gadolinium hexahydraté (GdCl3.6H2O) est généralement ajouté aux solutions de 

nanoparticules pour atteindre des relaxivités longitudinales plus élevées (cf. § II.1.4.4.). 

II.3. Etude de l’accessibilité des fonctions amines primaires du 
réseau de polysiloxane 

Le réseau de polysiloxane des SRPs est composé de TEOS et d’APTES, dont le rapport 

molaire considéré constant au cours des différentes étapes de synthèse et de purification, est de 40% 

TEOS / 60% APTES (cf. Chapitre I, § I.5.1.2.). Les fonctions amines primaires du réseau de 

polysiloxane proviennent des molécules d’APTES. Elles ne sont cependant pas toutes accessibles 

pour les raisons suivantes : 

- des molécules d’APTES ont pu être « piégées » au sein du réseau de polysiloxane ; leurs fonctions 

amines primaires demeurent inaccessibles ; 

- certaines fonctions amines primaires ont été utilisées pour le greffage du DOTA-GA ; le couplage 

peptidique a donné lieu à une fonction amide et les fonctions amines primaires initiales ne sont plus 

disponibles ; 

- la matrice de polysiloxane constitue l'élément central de la nanoparticule : elle est entourée d’une 

dizaine de ligands DOTA ; le greffage de grosses molécules risque d’être soumis à des problèmes 

d’encombrement stérique. 

L’objectif de cette partie est de démontrer que le greffage de molécules présentant une 

fonction acide carboxylique terminale sur les SRPs reste possible et d’estimer le pourcentage 

d’amines accessibles pour mener à bien ce greffage.

II.3.1. Choix du fluorophore pour fonctionnaliser les SRPs via les 
fonctions amines primaires du réseau de polysiloxane 

Pour cette étude, nous avons choisi de greffer aux SRPs un fluorophore organique possédant 

une fonction acide carboxylique terminale présentée sous sa forme activée (ester NHS) (Figure II.18). 

Le marquage fluorescent des SRPs présente plusieurs avantages : il fournit aux nanoparticules une 
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grande sensibilité, leur permettant ainsi d’être détectées à de très faibles concentrations et les rendant 

extrêmement performantes pour de nombreuses applications biologiques in vitro et in vivo (imagerie 

de fluorescence par exemple). 

II.3.1.1. Fluorescence pour la biologie – Généralités 

Il existe une vaste sélection de fluorophores ; ces fluorochromes peuvent être répartis en trois 

grandes catégories : les molécules organiques, les fluorophores biologiques et les quantum-dots 

(QDs) (Aït-Slimane). Nous avons opté pour des fluorophores organiques car leur petite taille leur 

permet d’être couplés de manière covalente à des ensembles macromoléculaires sans interférer avec 

leurs fonctions initiales. Une large gamme de fluorophores organiques disposant de propriétés 

spécifiques (excitation/émission, rendement quantique et coefficient d’extinction molaire 

caractéristiques) est commercialisée. Il s’agit généralement d’hydrocarbures ou d’hétérocycles 

polyaromatiques avec des systèmes de délocalisation d’électrons (Thermo Scientific). 

L’intensité de fluorescence d’un fluorophore dépend son environnement (pH, température, 

polarité, etc.). L’intensité de fluorescence équivaut approximativement au produit des deux paramètres

suivants (I~ ) (Fluorescence imaging, Handbook) : 

- sa capacité à absorber la lumière (coefficient d’extinction molaire, ), 

- l’efficacité avec laquelle il convertit la lumière absorbée en lumière de fluorescence 

(rendement quantique, ) :  = nombre de photons émis / nombre de photons absorbés (0 < 

 < 1). 

Le fluorophore idéal pour des applications en biologie présente (Aït-Slimane) : 

- un coefficient d’extinction molaire  élevé, 

- un fort rendement quantique , 

- une durée de vie de l’état excité courte (< 3 ns)

- un grand déplacement de Stokes (grande différence entre les longueurs d’onde d’excitation 

et d’émission de fluorescence) 

- une faible sensibilité au photobleaching (participation du fluorophore à des réactions 

chimiques altérant sa structure moléculaire et réduisant ainsi sa fluorescence globale) 

- des longueurs d’onde d’absorption et d’émission situées dans le proche IR (cf. § II.3.1.2.). 

II.3.1.2. Intérêt des fluorophores émettant dans le proche IR pour l’imagerie de 
fluorescence 

L’imagerie de fluorescence est devenue l’une des techniques les plus puissantes pour le suivi 

de biomolécules dans les systèmes vivants (Bunschoten et al., 2012). De nombreux marqueurs 

fluorescents ont été développés mais peu d’entre eux ont des propriétés spectrales dans le domaine 

du proche-infrarouge (650 nm < absorption et émission < 900 nm). Or, les molécules fluoresçant dans le 

proche-IR sont les plus adaptées pour les applications cliniques car les photons émis causent moins 

de dommages sur les échantillons biologiques, pénètrent plus profondément dans les tissus et 
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interfèrent peu avec l’autofluorescence de fond des tissus dans les systèmes vivants (Wagh et al., 

2012 ; Yuan et al., 2012 ; Terwisscha van Scheltinga et al., 2011). 

La large absorption de l’hémoglobine désoxygénée, de l’hémoglobine oxygénée et de la 

mélanine à des longueurs d’onde inférieures à 600 nm et l’absorbance prédominante de l’eau dans la 

région infrarouge (>1000 nm) empêchent la caractérisation optique en dessous d’un millimètre de 

tissu hors de la fenêtre thérapeutique (Figure II.15) (Wagh et al., 2012 ; Yuan et al., 2012 ; Paganin-

Gioanni et al., 2010). 

Figure II.15. Absorbance des hémoglobines oxygénée (HbO2) et désoxygénée (Hb), de la mélanine et de l’eau. Adaptée de 

Hamblin et al., 2006 et de Richards-Kortum et al., 1996.

D’autre part, l’absorption de la lumière par les fluorochromes des tissus endogènes peut 

entraîner une émission de lumière : c’est ce qu’on appelle l’autofluorescence des tissus. Ce 

phénomène est dû à des formes oxydées de la riboflavine (vitamine B2). De même, d’autres 

molécules comme la lipofuscine (pigment cellulaire), les céroïdes ou d’autres composants de la peau 

comme le collagène et la mélanine, y contribuent aussi. La chlorophylle contenue dans certains 

aliments peut également en être une cause. Ce phénomène d’autofluorescence des tissus est présent 

dans le domaine de l’UV et du visible (Paganin-Gioanni et al., 2010). 

Les fluorophores émettant dans le proche-IR permettent de réduire l’impact de l’absorption 

des tissus endogènes et celui de l’autofluorescence des tissus (rapport de fluorescence tumeur/fond 

suffisant) et offrent ainsi la plus grande sensibilité parmi le large éventail de fluorophores 

commercialisés (Azhdarinia et al., 2012 ; Schaafsmaa et al., 2011). 

II.3.1.3. Imagerie par fluorescence – Applications et Perspectives 

Au vue de la sensibilité démontrée lors de ces études d’investigation sur des sujets humains, 

les nouvelles sondes fluoresçant dans le proche-IR et couplées à des vecteurs, actuellement en cours 
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de développement, sont prometteuses pour des opportunités cliniques uniques de chirurgie guidée 

par fluorescence avec de l’imagerie moléculaire ciblée (Azhdarinia et al., 2012). 

L’imagerie par fluorescence est de plus en plus appréciée pour sa grande sensibilité et sa 

résolution spatio-temporelle élevée ; de plus elle permet un suivi en temps réel, elle utilise une source 

lumineuse plutôt que des rayonnements ionisants et elle est relativement bon marché (Terwisscha van 

Scheltinga et al., 2011 ; Paganin-Gioanni et al., 2010). 

Dans cette optique, les recherches actuelles s’orientent vers la synthèse de fluorophores 

couplés à des vecteurs spécifiques de certaines tumeurs ou d’activités enzymatiques. Or, jusqu’à 

présent, aucun de ces agents fluoresçant dans le proche-IR et ciblant des tumeurs spécifiques n’a été 

commercialisé. Les seuls fluorophores émettant dans le proche-IR actuellement disponibles sont le 

bleu de méthylène ( em ~ 700 nm) et le vert d’indocyanine (VIC) ( em ~ 830 nm) et ils ne sont pas 

spécifiques de certaines tumeurs (Schaafsmaa et al., 2011). Néanmoins, ils peuvent potentiellement 

pénétrer et être retenus au sein de la tumeur par effet EPR (accumulation passive d’agents non 

spécifiques dans les tumeurs) (Hutteman et al., 2011). 

L’identification per-opératoire, c'est-à-dire pendant l’acte chirurgical, de certaines tumeurs 

reste complexe ; l’évaluation inadéquate de la localisation et de l’étendue de la tumeur peut causer 

des cas de récurrence. C’est par exemple le cas pour 72 à 86% des tumeurs pancréatiques 

(Hutteman et al., 2011). L’imagerie par fluorescence sur des molécules fluorescentes vectorisées 

pourrait permettre la détection visuelle en temps réel et la résection guidée par imagerie des tissus 

tumoraux (délimitation exacte des contours de la tumeur et détection des masses cancéreuses 

invisibles à l’œil nu), tout en profitant du champ de vision opératoire (Figure II.16) (Azhdarinia et al., 

2012). Ainsi, de nombreux cas de récurrence pourraient être évités (Hutteman et al., 2011). 

Tissus tumoraux visibles à l’œil 
nu lors de l’opération chirurgicale

Tissus sains 
à l’œil nu

Ablation 
chirurgicale

Chirurgie 
guidée par 
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Pas de récurrence

Cellules cancéreuses 
métastatiques
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métastatique

Récurrence
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Figure II.16. Principe de la chirurgie guidée par imagerie de fluorescence et bénéfices apportés par rapport à la chirurgie 

traditionnelle. Adaptée de University of Wisconsin-Madison. 

 Plusieurs études précliniques ont démontré l’efficacité de ces fluorophores vectorisés 

(Hutteman et al., 2011). Par exemple, Terwisscha van Scheltinga et al. se sont intéressés à des 

anticorps ciblant le VEGF ou l’HER2 marqués par des fluorophores émettant dans le proche-IR et ont 

prouvé leur spécificité pour la tumeur ainsi que la détection sensible des lésions tumorales in vivo

(Figure II.17) (Terwisscha van Scheltinga et al., 2011).  

Figure II.17. Images per-opératoires representatives d’un fluorophore vectorisé (bevacizumab-800CW) injecté dans une souris 

porteuse d’une tumeur ovarienne de lignée A2780, en sous-cutané. Le faible bruit de fluorescence observé dans l’estomac 

provient de la chlorophylle contenue dans la nourriture de l’animal. Adaptée de Terwisscha van Scheltinga et al., 2011.

Ces études s’avèrent prometteuses pour de futures études cliniques avec ce genre 

d’anticorps spécifiques marqués par des fluorophores pour des applications en chirurgie guidée par 

imagerie de fluorescence (Terwisscha van Scheltinga et al., 2011). 

Les chirurgiens se fiant essentiellement à la palpation des tumeurs et à leur inspection 

visuelle, il existe un besoin urgent de développer de nouvelles modalités d’imagerie per-opératoire 

capables de délimiter avec exactitude et en temps réel les contours d’une tumeur et des ganglions 

lymphatiques atteints. Ainsi, les risques de dommages au niveau des structures vitales et de cas de 

récurrence du cancer sont moindres. L’identification de structures devant être réséquées, comme les 

tissus tumoraux et les ganglions lymphatiques, ou bien épargnées, telles que les nerfs, les uretères et 

les canaux biliaires, revêt alors une importance capitale dans le domaine de la chirurgie oncologique 

(Schaafsmaa et al., 2011). 

L’expérience clinique du VIC en imagerie par fluorescence dans le proche-IR en per-

opératoire est assez étendue et montre un profil d’innocuité très favorable. Cependant, l’utilisation du 

VIC pour la détection et la démarcation de tumeurs reste limitée principalement parce qu’il ne 

présente pas de fonction chimique permettant de le coupler à des vecteurs spécifiques de tumeur, ce 

qui en fait un fluorophore non spécifique. Le VIC n’est donc pas une sonde fluorescente idéale et de 

nombreux fluorophores disposant de groupements fonctionnalisables et présentant des propriétés 

optiques supérieures sont en cours de développement. Le passage de ces sondes fluorescentes 

idéales à des essais cliniques représente un défi de taille et est susceptible d’améliorer 

considérablement la chirurgie guidée par imagerie de fluorescence dans le proche-IR. 

Couleur Fluorescence Superposition
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II.3.1.4. Présentation des Cyanines et choix de la Cy5.5 

La Cyanine (Cy) est l’un des fluorophores organiques les plus répandus pour le marquage des 

biomolécules (Hermanson, 2008). Elle est constituée de deux structures cationiques hétérocycliques 

azotées reliées par un pont polyméthinique. L’une des deux structures cycliques comporte 

nécessairement un atome d’azote quaternarisé (charge positive). Les structures cycliques sont 

généralement des cycles indoles (dans le cas des Cy3, 5 ou 7) ou benzo-indoles (dans le cas des 

Cy3.5 ou 5.5) (Figure II.18) car ces structures aromatiques possèdent des coefficients d’extinction 

molaire extrêmement élevés et fournissent alors des marqueurs fluorescents vifs et intenses.

Figure II.18. Représentation de différentes molécules de Cyanine sous leur forme activée (ester NHS). Adaptée de GE 

Healthcare®.

Le pont polyméthinique quant à lui est responsable du caractère fluorescent de la Cyanine et 

détermine sa nomenclature. La structure générale de la famille des Cyanines peut être représentée 

par la formule suivante : X-(CH=CH)n-CH=Y où X et Y sont les hétérocycles azotés aux deux 

extrémités du pont polyméthinique et n peut varier de 1 à 3 (n=1 : Cy3, n=2 : Cy5, n=3 : Cy7). Plus le 

pont polyméthinique est long, plus les longueurs d’onde d’absorption et d’émission se rapprochent de 

l’infrarouge. Les Cyanines sont souvent présentées avec quatre groupements négatifs (sulfonates) de 

manière à augmenter leur solubilité dans l’eau et à créer des répulsions de charges entre les 

différents marqueurs pour éviter les interactions fluorophore-fluorophore et ainsi empêcher le 

quenching de luminescence (Hermanson, 2008). 

La Cy5 est utilisée depuis plus de 5 ans dans l’équipe FENNEC de l’ILM pour ses propriétés 

spectrales dans le domaine du proche-IR (Cy5 : Absorbance max.= 649 nm,  = 250 000 M-1.cm-1, Emission 

max.= 670 nm,  > 0,28) (Faure et al., 2009 ; Bridot et al., 2007). La Cy5.5 s’avère légèrement plus 

avantageuse que la Cy5 du fait du décalage de 15-20 nm de ses longueurs d’ondes d’absorbance et 

d’émission maximales vers le proche-IR par rapport à celles de la Cy5 (Cy5.5 : Absorbance max.= 675 nm, 

 = 250 000 M-1.cm-1, Emission max.= 694 nm,  > 0,28), permettant de s’affranchir un peu plus des 

problèmes liés à l’absorption de la mélanine et des hémoglobines oxygénée et désoxygénée. Ainsi, le 

marquage fluorescent des SRPs est désormais réalisé avec de la Cy5.5 (Lux et al., 2011). 

Cy3-NHS: n = 1

Cy5-NHS : n=2

Cy7-NHS : n=3

Cy3.5-NHS : n=1

Cy5.5-NHS : n=2
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SRPs dans H2O

[Gd3+] = 100 mM

Cy5.5 dans DMSO 
anhydre

[Cy5.5] = 1,8 mM

SRPs + 
Cy5.5-NHS

8h

pH 7,4

Gd3+

supplémentaires

SRP-Cy5.5
SRP-Cy5.5 

+ Gd3+

12h

pH 5-6

SRP-Cy5.5 
« remontées en Gd »

5 kDa
x 1000

NP-Cy5.5 « remontées en 
Gd » purifiées et lyophilisées

COUPLAGE PEPTIDIQUE

PURIFICATION STOCKAGE

AJOUT Gd3+

Numero aliquot Cy5.5 / Gd Gd suppl. / Gd

Rapports molaires initiaux

1 1/10000 = 0,0001 0,5
2 1/1000 = 0,001 0,5
3 1/500 = 0,002 0,5
4 1/200 = 0,005 0,5
5 1/100 = 0,010 0,5
6 1/40 = 0,025 0,5

50 < [Gd3+] < 100 mM 50 < [Gd3+] < 100 mM

[Gd3+] > 10 mM

II.3.2. Greffage de la Cy5.5 aux nanoparticules et caractérisations 

Le greffage de la Cy5.5-NHS aux SRPs permet de démontrer la possibilité de couplage 

peptidique d’une molécule possédant une fonction acide carboxylique terminale (présentée sous sa 

forme active) avec les fonctions amines primaires du réseau de polysiloxane des SRPs. Pour estimer 

le nombre d’amines primaires accessibles en surface des SRPs, une gamme de SRPs fluorescentes 

est réalisée. 

II.3.2.1. Réalisation d’une gamme de nanoparticules fluorescentes – Partie 
expérimentale 

La Figure II.19 représente les différentes étapes du greffage de la Cy5.5 sur les 

nanoparticules. Chaque étape est réalisée à température ambiante et les concentrations des 

nanoparticules sont indiquées en mol/L d’élément gadolinium.  

Figure II.19. Schéma représentant les différentes étapes de greffage de la Cy5.5 sur les nanoparticules et Tableau indiquant 

les rapports molaires de Cy5.5 et d’ions GdIII supplémentaires introduits par rapport à la quantité de GdIII initiale.

Les SRPs sont redispersées dans l’eau ([Gd3+] = 100 mM) tandis que la Cy5.5-NHS est 

dissoute dans du DMSO anhydre ([Cy5.5] = 1,8 mM). Les SRPs sont réparties en six aliquots et la 

quantité de Cy5.5-NHS désirée est ajoutée à chacun des aliquots selon le tableau de la Figure II.19. 

Pour que les SRPs soient soumises aux mêmes conditions, le volume de DMSO est égalisé dans 

chacun des aliquots. Le pH est ajusté à 7,4 dans chacun des aliquots et les solutions sont agitées 

pendant 8h. Des ions GdIII supplémentaires sont ajoutés à chacun des aliquots via une solution 

aqueuse préparée à partir de GdCl3.6H2O (rapport molaire Gd supplémentaire / Gd initial = 0.5 / 1). Le 
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Quantification par Absorption UV-visible

1 100% 0,0002
2 100% 0,002
3 94% 0,003
4 92% 0,009
5 82% 0,015
6 61% 0,026

pH de chacun des aliquots est ajusté à 5-6 et les solutions finales sont agitées pendant 12h. Enfin, les 

SRPs sont purifiées par filtration tangentielle jusqu’à un facteur 1000 minimum, sur une membrane de 

5 kDa, de manière à éliminer le fluorophore non conjugué, le NHS hydrolysé (issu de la Cy5.5) et les 

ions GdIII non chélatés. Le pH des solutions aqueuses de SRPs fluorescentes purifiées est ajustés à 

7,4 puis ces solutions aqueuses sont lyophilisées. Les SRPs 1 à 6 (selon la quantité de Cy5.5 

contenue) peuvent ainsi être stockées de manière stable pendant plusieurs mois, sans altération, à 

température ambiante et à l’abri de la lumière. 

II.3.2.2. Rendements de greffage des nanoparticules fluorescentes 

Les spectres d’absorption UV-visible des différentes SRPs fluorescentes 1 à 6 sont 

enregistrés et comparés avant et après purification. Les maxima d’absorption des SRPs 1 à 6 (679 

nm) (Figure II.20. (A)) sont légèrement décalés par rapport au maximum d’absorption de la Cy5.5 

seule (675 nm). 

Figure II.20. (A) Spectres d’absorption UV-visible des SRPs fluorescentes 1 à 6 après purification. (B) Rendements de greffage 

de la Cy5.5 et rapports molaires Cy5.5/Gd finaux calculés à partir des spectres d’absorption UV-visible avant et après 

purification des SRPs.

Les calculs de rendements de greffage de la Cy5.5 sont réalisés à partir des maxima 

d’absorption avant et après purification (Figure II.20. (B)). Plus la quantité de Cy5.5 introduite est 

élevée, plus les rendements de greffage diminuent, ce qui s’explique par la diminution de 

l’accessibilité des sites de greffage et l’encombrement stérique au fur et à mesure du greffage de la 

Cy5.5 sur les nanoparticules. Lors de la purification, la Cy5.5 non greffée ainsi que les nanoparticules 

dont la masse moléculaire était inférieure à celle de la membrane, à savoir 5 kDa, sont éliminées : 

c’est la raison pour laquelle les rapports molaires Cy5.5/Gd finaux sont plus élevés que les initiaux 

(Figure II.20. (B)). 

Cette étude démontre l’accessibilité des amines primaires en surface des SRPs. Cette gamme 

de SRPs fluorescentes est ensuite testée in vivo, de manière à observer leur biodistribution et à 
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démontrer que la modification de surface des SRPs par la Cy5.5 a relativement peu d’influence sur 

leur biodistribution. 

II.3.2.3. Etude de la biodistribution des SRPs fluorescentes par imagerie de 
fluorescence 
  

Les études de biodistribution des SRPs fluorescentes sont réalisées sur des souris porteuses 

de tumeurs issues de deux lignées cellulaires différentes : HEK293( 3), lignée de cellules rénales 

embryonnaires humaines, et TS/A-pc, lignée de cellules de carcinome mammaire murin. A la 

différence de la lignée cellulaire HEK293( 3), la lignée TS/A-pc est connue pour favoriser 

l’accumulation des nanoparticules dans les tumeurs par effet EPR. Cette différence est liée aux temps 

de croissance tumorale : 10 jours pour la lignée TS/A-pc contre 6 semaines pour la lignée 

HEK293( 3) pour l’obtention d’une tumeur de 5 mm de diamètre (Goutayer et al., 2010) ; le 

développement relativement rapide des vaisseaux angiogéniques au sein des tumeurs TS/A-pc 

implique que la structure tumorale présente de nombreuses ouvertures, favorisant ainsi le ciblage 

passif par effet EPR. 

Les objectifs de cette étude sont la validation de l’élimination rénale des SRPs fluorescentes, 

l’observation d’un éventuel changement de biodistribution du fait de la modification de surface des 

SRPs (avec plus ou moins de Cy5.5) et d’une éventuelle accumulation dans les tumeurs issues de la 

lignée cellulaire TS/A-pc par effet EPR. 

 Deux séries de douze souris nude porteuses de xénogreffes HEK293( 3) ou TS/A-pc selon la 

série sont préparées. Les SRPs fluorescentes sont injectées par intraveineuse dans la veine de la 

queue des souris. Chaque SRP fluorescente est injectée quatre fois en tout : deux souris par lignée 

cellulaire. Ainsi, les résultats sont présentés sous forme de moyenne sur deux souris pour chaque 

lignée cellulaire. L’imagerie de fluorescence de ces souris est réalisée à différents temps après 

l’injection (200 L, [Gd3+] ~ 2,5 mM) : 30 min, 1,5 h, 3 h, 5 h et 24 h. Les souris sont sacrifiées à 24 h 

et une image de la fluorescence du sang et des différents organes est réalisée afin de quantifier la 

fluorescence contenue dans chaque organe : la Figure II.21 présente la biodistribution des SRPs 

fluorescentes dans les souris nude porteuses de xénogreffes TS/A-pc par imagerie de fluorescence. 

La biodistribution des SRPs fluorescentes dans les souris nude porteuses de xénogreffes 

HEK293( 3)  par imagerie de fluorescence étant relativement semblable à celle des souris nude

porteuses de xénogreffes TS/A-pc – à l’exception de la tumeur où la quantité des SRPs fluorescentes 

dans la tumeur ne se détache pas de celle mesurée dans les autres organes du fait de l’absence 

d’effet EPR sur cette lignée cellulaire – les données ne sont pas présentées. 

Les images de fluorescence des souris à 30 min après injection (données non présentées) 

démontrent que les SRPs fluorescentes présentent une biodistribution importante avec une excrétion 

rénale rapide. L’élimination par voie rénale est confirmée par l’observation des organes, et plus 

particulièrement des reins, après dissection des animaux, 24 h après injection (Figure II.21. (B)). 
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Figure II.21. (A) Image de fluorescence in vivo d’une souris nude porteuse d’une xénogreffe TS/A-pc à 24 h après 

injection IV de SRPs fluorescentes (200 L, [Gd3+] ~ 2,5 mM) dans la veine caudale. (B) Biodistribution des SRPs fluorescentes 

24 h après injection dans les souris nude porteuses de xénogreffes TS/A-pc. (C) Agrandissement de la figure (B) (sans la 

fluorescence du rein).

Comme attendu, une légère accumulation passive due à l’effet EPR (Enhanced Permeability 

and Retention) est observée dans les tumeurs issues de la lignée TS/A-pc (Figure II.21. (A) et (C)). 

L’injection ayant été réalisée à une même concentration en gadolinium, l’intensité de fluorescence 

dans les organes augmente avec la quantité de Cy5.5 introduite dans les SRPs (Figure II.21. (B) et 

(C)). 

II.3.2.4. Etude de la biodistribution des SRPs fluorescentes par ICP-OES 

Les reins, foies et tumeurs sont conservés pour le dosage du gadolinium par spectrométrie 

par torche à plasma – spectrométrie d’émission optique (ICP-OES). Pour ce faire, les organes sont 

préparés en plusieurs étapes : ils sont décongelés, puis séchés à l’étuve à 80 °C pendant 48 h, 

ensuite immergés dans l’eau régale et minéralisés à 80 °C pendant 48 h et enfin redispersés dans la 

matrice (5 % HNO3 – 95 % H2O) servant à réaliser les analyses par ICP-OES. Une gamme étalon est 

réalisée à partir d’une solution commerciale à 1000 ppm de gadolinium dans cette même matrice (5 % 

HNO3 – 95 % H2O).  
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Lors de l’ionisation des échantillons, trois raies caractéristiques de l’élément gadolinium sont 

observées (335,048 nm, 342,246 nm et 336,224 nm) et trois répliques par raie sont réalisées afin de 

garantir la reproductibilité des mesures. La gamme d’étalonnage permet de remonter à la quantité de 

gadolinium contenue dans chacun des organes. Les Figures II.22 (A) et (B) illustrent la moyenne sur 

deux souris xénogreffées respectivement HEK293( 3) et TS/A-pc de la quantité de gadolinium restant 

dans les reins, foies et tumeurs 24 h après injection (en ng par mg d’organe) pour chaque SRP 

fluorescente. 

Figure II.22. (A) Lignée HEK293( 3) : Quantité de gadolinium restant dans les reins, foies et tumeurs 24 h après 

injection (en ng/mg d’organe) en fonction des SRPs fluorescentes. (B) Lignée TS/A-pc : Quantité de gadolinium restant dans les 

reins, foies et tumeurs 24 h après injection (en ng/mg d’organe) en fonction des SRPs fluorescentes. (C) Agrandissement sur 

les foies de la figure (A). (D) Moyenne des quantités de gadolinium restant dans les reins, foies et tumeurs 24 h après injection 

(en ng/mg d’organe et en pourcentage de dose injectée) pour chaque lignée.

 L’analyse des organes après dissection des animaux par ICP-OES permet de confirmer 

l’hypothèse de l’élimination par voie rénale (DH < 5 nm) (Figure II.22. (A) et (B)). En effet, 24 h après 

injection, il reste 5 à 7 % de la dose injectée en gadolinium dans les reins (Figure II.22. (D)). Le foie, 

lui, accumule 9 à 17 fois moins de SRPs : 0,3 % de la dose injectée en gadolinium après sacrifice de 

l’animal, en moyenne, reste dans le foie pour la série HEK293( 3), contre 0,7 % pour la série TS/A-pc 

(Figure II.22. (D)). D’autre part, la quantité de gadolinium restant dans le foie sur la série HEK293( 3) 

(Figure II.22. (C)) semble témoigner du léger caractère hydrophobe de Cy5.5 : plus la quantité de 
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HEK293( 3)

Agrandissement 
sur les Foies

Lignée cellulaire Quantité de Gd restant 24h après injection
de la tumeur Unité Rein Foie Tumeur

Quantification par ICP-OES

HEK293( 3) (en ng/mg d'organe) 25,6 ± 3,0 0,66 ± 0,19 0,36 ± 0,14
(en % de dose injectée) 5,1% 0,3% 0,2%

TS/A-pc (en ng/mg d'organe) 34,1 ± 2,4 1,56 ± 0,49 1,40 ± 0,51
(en % de dose injectée) 6,6% 0,7% 0,5%
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Cy5.5 est importante sur les SRPs, plus la quantité restante de gadolinium dans le foie augmente. La 

Cy5.5 est susceptible d’apporter un caractère légèrement hydrophobe aux SRPs, responsable de son 

accumulation dans le foie. Cependant, les quantités de SRPs contenues dans le foie (0,3-0,7 % de la 

dose injectée), comparées à celles contenues dans les reins (5-7 % de la dose injectée) sont 

négligeables et l’élimination par voie rénale reste favorisée. 

Les quantités de gadolinium restant 24 h après injection sont plus élevées dans les reins, 

foies et tumeurs des souris xénogreffées TS/A-pc que ceux des souris xénogreffées HEK293( 3) 

(Figure II.22. (A), (B) et (D)). Aussi, la lignée TS/A-pc étant plus favorable au ciblage passif par effet 

EPR que la lignée HEK293( 3) (Goutayer et al., 2010), la quantité de gadolinium 24 h après injection 

dans la tumeur est plus importante dans la série TS/A-pc (0,5% de la dose injectée) que dans la série 

HEK293( 3) (0,2% de la dose injectée) (Figure II.22. (D)). 

 En  résumé, l’étude réalisée sur les SRPs fluorescentes démontre une bonne biodistribution, 

avec une excrétion rénale rapide. De plus, le léger ciblage passif observé principalement pour la série 

TS/A-pc est encourageant pour les expériences à venir concernant le ciblage des tumeurs. 

II.3.2.5. Confirmation du ciblage passif des SRPs fluorescentes par effet EPR 

 Une étude complémentaire est menée sur des SRPs fluorescentes, également marquées 

avec de la Cy5.5 (1 Cy5.5 / 500 Gd) dans le but de confirmer le ciblage passif de ces SRPs par effet 

EPR. Les SRPs fluorescentes ont été injectées par intraveineuse (200 L, [Gd3+] ~ 10 mM) à des 

souris porteuses de tumeurs issues de trois lignées cellulaires différentes : les deux lignées étudiées 

précédemment HEK293( 3) et TS/A-pc, et une supplémentaire : U-87 MG, lignée cellulaire de 

glioblastome humain (Figure II.23). L’étude a été réalisée sur 3 souris par lignée cellulaire tumorale, 

soit 9 au total. 

Figure II.23. Images de fluorescence in vivo de souris nude porteuses de xénogreffe issues de trois lignées 

différentes : HEK293( 3), U87-MG, TS/A-pc à 24 h après injection IV des SRPs fluorescentes (200 L, [Gd3+] ~ 10 mM) dans la 

veine caudale et intensités de fluorescence dans les trois tumeurs 24h après injection (3 souris par lignée). 
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 Ces images de fluorescence in vivo et les intensités de fluorescence mesurées dans les 

tumeurs 24h après injection démontrent l’existence d’un ciblage passif des SRPs fluorescentes. Les 

SRPs s’accumulent par effet EPR dans les tumeurs issues des lignées cellulaires TS/A-pc et U87-MG. 

Les tumeurs issues de la lignée cellulaire HEK293( 3) se développant moins rapidement : elles sont 

moins favorables à l’effet EPR ; c’est la raison pour laquelle le ciblage passif des SRPs n’est pas 

observé. 

 Cette étude a permis de démontrer le potentiel de ciblage passif par effet EPR des SRPs et 

de sélectionner les modèles tumoraux de lignées cellulaires appropriés pour les études de 

biodistribution à venir. La lignée cellulaire TS/A-pc favorise le ciblage passif tandis que la lignée 

HEK293( 3) n’y est pas favorable. En revanche, cette dernière est modifiée génétiquement et 

surexprime fortement l’intégrine 3, alors que la lignée TS/A-pc ne l’exprime que naturellement. En 

d’autres termes, la lignée TS/A-pc est adaptée pour la démonstration d’un ciblage passif des SRPs 

tandis que la lignée HEK293( 3) semble plus adaptée pour l’observation d’un ciblage actif des SRPs 

qu’il faudra alors vectoriser par des peptides contenant le motif RGD. Or, le ciblage actif ne peut avoir 

lieu qu’après un ciblage passif (cf. Chapitre I). Par conséquent, le modèle de lignée cellulaire 

HEK293( 3) semble uniquement adapté pour des applications in vitro. La lignée cellulaire U87-MG 

apparaît alors comme le meilleur compromis entre ciblage passif et ciblage actif. 

II.4. Conclusion 

Ce chapitre a abordé trois points principaux et nécessaires aux réactions de greffage de 

molécules organiques aux SRPs. La compréhension du mécanisme de couplage peptidique utilisant 

la chimie standard du carbodiimide est primordiale pour réaliser le greffage de molécules sur les SRPs 

dans les conditions les plus favorables. L’estimation du nombre de ligands DOTA vacants par 

phosphorescence s’avère essentiel pour le greffage de molécules terminées par une fonction amine 

primaire sur les SRPs. Enfin, l’accessibilité des fonctions amines primaires a été démontrée par le 

greffage de la Cy5.5-NHS aux SRPs et a permis d’observer la biodistribution des nanoparticules 

fluorescentes in vivo, prometteuse pour les études de ciblage à venir. 

Le greffage covalent des trois vecteurs présentés dans le Chapitre I aux SRPs fait l’objet des 

trois chapitres suivants. Chacun de ces chapitres présente la molécule ciblante en question, le 

couplage covalent du vecteur aux SRPs, la quantification du nombre de vecteurs greffés par SRP et 

les tests de ciblage mis en place selon les cibles visées.  
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III.1. Introduction 
Le développement embryonnaire, ainsi que les processus physiologiques et pathologiques 

développés à l’âge adulte tels que la cicatrisation d’une plaie, l’ovulation et les menstruations, sont 

régulés par l’angiogenèse. Ce phénomène, qui régit la formation de nouveaux vaisseaux sanguins à 

partir du système vasculaire existant, est également prépondérant dans la croissance des tumeurs et 

des métastases : il fournit les tissus en oxygène et en éléments nutritifs essentiels. Lorsque la taille 

des tumeurs dépasse quelques mm3, la diffusion seule ne suffit plus à approvisionner les cellules 

tumorales avec les quantités nécessaires en oxygène et en éléments nutritifs essentiels. La 

croissance tumorale n’est alors possible qu’une fois le réseau vasculaire développé en direction de la 

masse de croissance. Ce « switch angiogénique » est un phénomène commun à la plupart des 

néoplasies malignes (Gaertner et al., 2012 ; Mas-Moruno et al., 2010 ; Nussenbaum et al., 2010). 

III.1.1. L’angiogenèse 
Au cours de la croissance tumorale, l’angiogenèse est induite par divers stimuli. La diffusion 

d’oxygène étant limitée, l’hypoxie de la tumeur est provoquée par la rapide prolifération cellulaire. 

L’hypoxie tissulaire est un stimulus déterminant dans la croissance de la vascularisation tumorale et 

entraîne la stabilisation des facteurs induits par l’hypoxie (HIFs : Hypoxia-Inductible Factors) et des 

gènes cibles de HIF-1 (Prager et al., 2012). Les HIFs sont des protéines qui agissent comme des 

facteurs de transcription dans les tissus régulés par l’absence d’oxygène et HIF-1  est le complexe le 

plus actif de la famille des HIFs. Plus de 100 gènes cibles de HIF-1 , impliqués dans la métastase, 

l’angiogenèse, le métabolisme énergétique, la différenciation cellulaire ou l’apoptose des cellules 

tumorales, ont été identifiés à ce jour (Liu et al., 2012 ; Prager et al., 2012 ; Nussenbaum et al., 

2010) ; parmi ces gènes régulés par HIF-1 : 

 de nombreux facteurs ou récepteurs de croissance pro-angiogéniques : VEGF, HGF, 

FGF (signifiant respectivement Vascular Endothelial, Fibroblast, ou Hepatocyte – 

Growth Factors), etc., 

 des facteurs de transcription, 

 des protéines et protéases de la matrice extracellulaire : uPAR (récepteur de 

l’urokinase), MMPs (Matrix Metalloproteinases), etc., 

 des molécules d’adhésion cellulaire (récepteurs d’adhésion tels que les intégrines). 

Les intégrines ont plus particulièrement retenu notre attention. La formation de vaisseaux 

sanguins dépend essentiellement de la matrice extracellulaire, où les intégrines sont les récepteurs 

d’adhésion cellulaire principaux : elles lient les protéines de la matrice au cytosquelette. Les intégrines 

sont des récepteurs de surface cellulaire hétérodimères, constitués de deux sous-unités 

transmembranaires liées de manière non covalente :  et  (18 sous-unités  et 8 sous-unités 

différentes, avec 24 combinaisons différentes de sous-unités existantes à ce jour) (Figure III.1). Ce 

sont des protéines transmembranaires dont l’une des extrémités interagit avec les protéines de la 
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matrice extracellulaire (collagène, fibronectine, laminine, vitronectine, etc.) tandis que l’autre extrémité 

interagit avec des protéines intracellulaires. Les intégrines arbitrent l’attachement des cellules 

endothéliales aux protéines de la matrice extracellulaire, mais elles agissent également comme des 

molécules transductrices bidirectionnelles transmettant des signaux de l’extérieur vers l’intérieur des 

cellules et inversement, régulant ainsi l’adhésion, la propagation, la mobilité et la survie cellulaires 

(Gaertner et al., 2012 ; Prager et al., 2012 ; Colombo et al., 2010 ; Nussenbaum et al., 2010 ; Beer et 

al., 2008).  

Figure III.1. Représentation schématique des intégrines (Mas-Moruno et al., 2010 ; Schottelius et al., 2009). 

III.1.2. L’intégrine 3

Parmi toutes les intégrines, l’intégrine 3 est la plus étudiée, en raison de son rôle primordial 

dans l’angiogenèse. Elle est fortement exprimée par les cellules endothéliales de la vascularisation 

tumorale tout juste formée, mais aussi par les cellules tumorales de certains cancers (comme le 

mélanome, le glioblastome, et les cancers de l’ovaire et du sein), tandis que les cellules endothéliales 

latentes et autres cellules non-cancéreuses ne l’expriment pas ou très faiblement. Ainsi, le ciblage de 

l’intégrine 3 permet d’atteindre aussi bien les cellules endothéliales angiogéniques que les cellules 

tumorales. La séquence d’acides aminés Arg-Gly-Asp (RGD) – également présente dans les protéines 

matricielles, comme la fibronectine, le fibrinogène, la vitronectine et l’ostéopontine – est un ligand de 

l’intégrine 3. De nos jours, un large éventail de molécules et de systèmes macromoléculaires aux 

propriétés intrinsèques variées et intégrant la séquence peptidique RGD a été développé afin de 

mettre en évidence les diverses réponses cellulaires existantes (Danhier et al., 2012 ; Lee M.H. et al., 

2012 ; Ventre et al., 2012 ; Snoeks et al., 2010 ; Schottelius et al., 2009 ; Perlin et al., 2008 ; Haubner 

et al., 1999). 
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III.1.3. Différentes applications des peptides contenant le motif RGD 
La séquence RGD est utilisée en imagerie médicale pour suivre la progression de 

l’angiogenèse. Le greffage de ce tripeptide à un agent d’imagerie conventionnel permet de tirer parti 

du processus de reconnaissance du motif RGD par l’intégrine 3, spécifique à l’angiogenèse et à 

certaines cellules tumorales (Li Z.H. et al., 2012 ; Ventre et al., 2012 ; Dobrucki et al., 2010 ; Beer et 

al., 2008). De nombreuses sondes ciblantes ont alors été développées pour les différents types 

d’imagerie médicale existants comme la TEMP (Briat et al., 2012 ; Johnson et al., 2008), la TEP 

(Wadas et al., 2009), l’IRM (Lin et al., 2012 ; Kluza et al., 2010 ; Montet et al., 2006), les ultrasons 

(Borden et al., 2008) et l’imagerie optique (Briat et al., 2012 ; Lin et al., 2012 ; Sancey et al., 2009). 

Dans le cadre d’une application à visée thérapeutique, la séquence tripeptidique RGD peut également 

être greffée à des agents thérapeutiques de manière à optimiser la délivrance de ces agents 

thérapeutiques au niveau de la tumeur et ainsi améliorer leur efficacité (Li Z.H. et al., 2012 ; Han et al., 

2010 ; Borgman et al., 2009). Enfin, l’utilisation du motif RGD comme inhibiteur de croissance 

tumorale est devenue une stratégie répandue pour interrompre la néovascularisation autour de la 

tumeur, entraînant alors la cessation du développement de la tumeur et parfois, la réduction, voire 

l’élimination, du volume tumoral (Li Z.H. et al., 2012 ; Strijkers et al., 2010 ; Cai et al., 2006 ; Ferrara et 

al., 2005). 

  

III.1.4. Optimisation de la structure, de la conformation spatiale et de la 
composition du peptide contenant le motif RGD 

Les SRPs (Small Rigid Platforms) décrites dans le Chapitre I disposent d’un fort potentiel 

théranostique. Nous avons cherché à leur greffer un peptide contenant le motif RGD, de manière à 

obtenir un ciblage actif de l’intégrine 3 et par conséquent, à maximiser l’efficacité de ces SRPs en 

leur conférant une spécificité. 

III.1.4.1. Peptides linéaires versus peptides cycliques 

D’un point de vue structural, des études antérieures ont démontré que les peptides linéaires 

étaient plus sensibles à la fragmentation in vivo par protéolyse que les peptides cycliques (Kämmerer 

et al., 2011). De plus, une structure linéaire permet plusieurs conformations, ce qui réduit la sélectivité 

du peptide pour l’intégrine 3 (Figure III.2) (Mas-Moruno et al., 2010 ; Sutcliffe-Goulden et al., 2002). 

Par conséquent, des petits peptides synthétiques cycliques contenant le motif RGD ont été 

développés pour le ciblage de l’intégrine 3. Cette nouvelle génération de peptides cycliques 

apparaît plus stable que les peptides linéaires : la stabilité de la forme cyclique est due au 

positionnement du groupement guanidine de l’arginine par rapport au groupement acide carboxylique 

de l’acide aspartique (deux plans distincts dans la forme cyclique) – alors que dans le cas des 

peptides linéaires, les chaînes latérales de l’arginine et de l’acide aspartique sont positionnées 
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parallèlement dans un même plan (Kim et al., 2004). D’autre part, les peptides cycliques présentent 

une plus forte affinité envers l’intégrine 3 lors des tests de ciblage que leurs homologues linéaires 

(Kämmerer et al., 2011 ; Mas-Moruno et al., 2010 ; Fani et al., 2006 ; Haubner et al., 1999). 

III.1.4.2. Pentapeptides cycliques versus hexapeptides cycliques 

La sélectivité des peptides ciblant l’intégrine 3 dépend fortement de leur conformation. Des 

études antérieures visant à comparer les pentapeptides cycliques aux hexapeptides cycliques 

contenant le motif RGD ont démontré que seuls les premiers avaient une affinité pour l’intégrine 3. 

En effet, l’intégrine 3 présente un site de liaison étroit qui nécessite que la distance entre les C  de 

l’arginine et de l’acide aspartique soit la plus faible possible. La distance moyenne entre les C  de 

l’arginine et de l’acide aspartique est inférieure à 0,67 nm pour les pentapeptides cycliques tandis 

qu’elle est comprise entre 0,75 et 0,85 nm pour les hexapeptides cycliques (Figure III.2) (Mas-Moruno 

et al., 2010). 

Figure III.2. Optimisation de la structure et de la conformation spatiale du peptide contenant le motif RGD. La cyclisation du 

peptide permet une restriction de la conformation et par conséquent, une plus grande sélectivité. La distance entre les C  de 

l’arginine et de l’acide aspartique est représentée par la lettre d. (Mas-Moruno et al., 2010) 

Les pentapeptides cycliques contenant le motif RGD sont donc les plus appropriés pour le 

ciblage de l’intégrine 3. 
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III.1.4.3. Composition du pentapeptide cyclique contenant le motif RGD – Choix 
des acides aminés en position 4 et 5 

Dans ce paragraphe, l’ordre des acides aminés au sein du pentapeptide cyclique est fixé 

comme suit : c(Arg1-Gly2-Asp3-Xxx4-Yyy5), Xxx et Yyy étant les deux acides aminés supplémentaires à 

définir. 

Si la cyclisation des peptides restreint leurs différentes possibilités de conformation, la 

structure des pentapeptides cycliques reste néanmoins relativement flexible grâce aux mouvements 

des liaisons amides. Le comportement conformationnel des pentapeptides cycliques, et plus 

particulièrement celui des 5 C , pourrait d’ailleurs être assimilé à celui d’un cyclopentane. Le 

cyclopentane adoptant généralement la conformation enveloppe, 4 des 5 C  seraient positionnés dans 

un unique plan. Or, pour que 4 des 5 C  soient dans un seul et même plan, ces 4 acides aminés ne 

peuvent pas tous être sous la forme de l’énantiomère L. L’un d’entre eux doit être sous la forme de 

l’énantiomère D ou être une glycine, ce qui est le cas : Gly2 (Haubner et al., 1996). 

Les acides aminés Xxx4 et Yyy5 supplémentaires doivent être choisis de manière stratégique 

car ils sont susceptibles d’affecter l’affinité de l’intégrine 3 pour le pentapeptide. 

- Choix de l’énantiomère (L ou D) des acides aminés en position 4 et 5 (Xxx4 et Yyy5) et 

influence du proton de la liaison amide entre Asp3 et Xxx4 :

Le proton de la liaison amide entre l’acide aspartique (Asp3) et l’acide aminé en position 4 

(Xxx4) joue un rôle primordial dans l’interaction de ciblage avec l’intégrine 3. En effet, ce proton 

forme une liaison hydrogène avec un groupement accepteur au sein de l’intégrine 3 (Haubner et al., 

1996). 

Ainsi, la proline – seul acide aminé qui présente une amine secondaire terminale – ne 

convient pas pour la position 4 : lorsque la proline est couplée à d’autres acides aminés, elle forme 

une liaison amide secondaire et ne présente alors pas de proton pour former une liaison hydrogène 

avec le récepteur de l’intégrine 3 (Haubner et al., 1996). 

D’autre part, le proton de la liaison amide entre Asp3 et Xxx4 doit être orienté vers l’extérieur 

du pentapeptide cyclique, de manière à être disponible pour cette liaison hydrogène avec le 

groupement accepteur du récepteur de l’intégrine 3. Pour ce faire, l’acide aminé en position 4 doit 

nécessairement être sous la forme de l’énantiomère D et l’acide aminé en position 5 sous la forme de 

l’énantiomère L : c((L)Arg1-Gly2-(L)Asp3-(D)Xxx4-(L)Yyy5). Dans le cas inverse - c((L)Arg1-Gly2-

(L)Asp3-(L)Xxx4-(D)Yyy5), le proton de la liaison amide entre Asp3 et Xxx4 est orienté vers l’intérieur du 

pentapeptide cyclique et forme une liaison hydrogène intramoléculaire (Haubner et al., 1996). 

Enfin, cette stratégie où l’acide aminé en position 4 est sous la forme de l’énantiomère D et 

celui en position 5 sous la forme de l’énantiomère L permet de réduire la distance moyenne entre les 

C  de l’arginine et de l’acide aspartique (0,52 nm). Dans le cas inverse, où l’acide aminé en position 4 

est sous la forme de l’énantiomère L et celui en position 5 sous la forme de l’énantiomère D, la 
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distance moyenne entre les C  de Arg1 et Asp3 est légèrement supérieure : 0,6 nm, ce qui rend 

l’interaction avec le récepteur de l’intégrine 3 moins favorable (Haubner et al., 1996). 

- Choix de l’acide aminé en position 4 (Xxx4):

 Des études antérieures ont démontré que la présence d’un acide aminé à caractère 

hydrophobe en position 4 augmentait l’activité du pentapeptide cyclique. Par conséquent, la 

phénylalanine est souvent sélectionnée pour occuper la quatrième position (Mas-Moruno et al., 2010 ; 

Haubner et al., 1996). 

- Choix de l’acide aminé en position 5 (Yyy5):

Pour la position 5, en revanche, les chaînes latérales des acides aminés, qu’elles soient 

polaires ou non, n’ont démontré aucune influence notable sur l’activité du peptide final (Mas-Moruno 

et al., 2010 ; Liu, 2009 ; Haubner et al., 1996). Ainsi, la lysine, qui présente une fonction amine 

primaire sur sa chaîne latérale, facilement modifiable et permettant alors le couplage aux SRPs, a été 

retenue. 

III.1.4.4. Peptide final sélectionné pour le couplage aux SRPs en vue d’un 
ciblage actif de l’intégrine 3

Pour résumer, le motif RGD est un ligand de l’intégrine 3 et cette séquence ne doit pas être 

modifiée. L’arginine et l’acide aspartique favorisent des interactions ioniques avec le récepteur de 

l’intégrine 3, le groupement carboxylate de l’acide aspartique coordinant des cations divalents 

(Figure III.3) (Mas-Moruno et al., 2010 ; Haubner et al., 1996). 

Figure III.3. Représentation du pentapeptide cyclique c(RGDfK). (Mas-Moruno et al., 2010 ; Haubner et al., 1996)
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Pour augmenter l’affinité avec l’intégrine 3, l’acide aminé en position 4 doit comporter une 

chaîne latérale hydrophobe, c’est pourquoi la phénylalanine occupe généralement cette position. Elle 

doit également se présenter sous la forme de l’énantiomère D, de façon à positionner le proton de la 

liaison amide entre les positions 3 et 4 à l’extérieur du peptide pour favoriser la liaison hydrogène avec 

un groupement accepteur du récepteur de l’intégrine 3 (Mas-Moruno et al., 2010 ; Haubner et al., 

1996). Enfin, l’acide aminé en positon 5 n’ayant pas d’influence sur l’affinité avec l’intégrine 3, nous 

avons opté pour la lysine, dont la chaîne latérale présente une amine primaire permettant le greffage 

aux SRPs par couplage peptidique aux groupements acides carboxyliques des DOTA (Figure III.3). 

Par conséquent, le pentapeptide cyclique sélectionné pour le couplage aux SRPs présente la 

séquence d’acides aminés suivante ((L)Arg1-Gly2-(L)Asp3-(D)Phe4-(L)Lys5), notée c(RGDfK). 

III.1.5. Présentation multimérique du peptide pour une affinité pour 
l’intégrine 3 accrue 

Le processus de reconnaissance naturel du motif RGD par le récepteur de l’intégrine 3 est 

régi par des interactions multivalentes. Ainsi, la présentation multimérique de la séquence RGD 

permet d’augmenter le ciblage en termes de sélectivité, d’efficacité et d’aptitude du ligand à pénétrer 

au sein des cellules exprimant l’intégrine 3, comparée à une même densité de surface de ligands 

RGD présentés de manière individuelle (Lee B.W. et al., 2010 ; Wängler et al., 2010 ; Liu, 2009 ; 

Sancey et al., 2009 ; Dijkgraaf et al., 2007 ; Wester et al., 2005 ; Boturyn et al., 2004 ; Kok et al., 

2002 ; Mammen et al., 1998). Dans cette optique, nous avons cherché à développer des SRPs 

présentant plusieurs motifs RGD. 

III.2. Article 
 Nos travaux sur la fonctionnalisation des SRPs avec le pentapeptide cyclique RGDfK font 

l’objet de l’article ci-après, soumis à la revue Small.
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III.3. Résultats complémentaires 
 L’article ci-dessus décrit les stratégies mises en place pour le greffage de plusieurs 

pentapetides cycliques contenant le motif RGD aux SRPs, la caractérisation du greffage et 

l’observation in vitro et in vivo du ciblage des SRPs vectorisées sur l’intégrine 3. 

Certains tests biologiques in vitro et in vivo reposant sur la détection d’un fluorophore 

organique, une partie des SRPs est marquée par de la Cyanine 5.5 (Cy5.5), pour les raisons 

exposées dans le Chapitre II. L’article détaille le mode opératoire pour le couplage covalent de la 

Cy5.5, du c(RGDfK) et du c(RADfK) aux SRPs. La Cy5.5-NHS est greffée aux fonctions amines 

primaires provenant des molécules d’APTES de la matrice de polysiloxane ; quant aux pentapeptides 

cycliques RGDfK et RADfK, leur fonction amine primaire issue de la lysine est greffée aux acides 

carboxyliques – préalablement activés par voie EDC/NHS – des molécules de DOTA vacantes, c'est-

à-dire non engagées dans la complexation d’un ion GdIII. Dans les deux cas, il s’agit d’un couplage 

peptidique par activation carbodiimide standard (cf. Chapitre II). Ensuite, les SRPs sont « remontées 

en GdIII » : des ions GdIII sont ajoutés après l’étape de couplage peptidique afin de compléter un 

maximum de DOTA vacants dans le but d’obtenir une meilleure relaxivité longitudinale des SRPs (cf.

Chapitre II). Enfin, les SRPs sont purifiées puis lyophilisées (cf. article). 

L’objectif de cette thèse consistant à greffer des molécules ciblantes en surface des SRPs, 

puis à valider le couplage et à quantifier le nombre de molécules greffées par SRPs, nous souhaitons 

détailler plus amplement les différentes méthodes ayant permis la caractérisation du couplage du 

c(RGDfK) aux SRPs. Ainsi, nous reprenons ici toutes les techniques de caractérisation 

physicochimiques utilisées pour valider et quantifier le greffage du pentapeptide cyclique aux SRPs. 

 Toutes les analyses sont réalisées sur les SRPs finales, donc « remontées en GdIII », et les 

concentrations en ions GdIII sont mesurées par ICP-OES. 

III.3.1. Validation du greffage du c(RGDfK) aux SRPs 

III.3.1.1. Spectroscopie Infrarouge (IR) 

Les spectres IR du c(RGDfK) et des deux types de SRPs (fonctionnalisées ou non) ont été 

collectés. Les 2 spectres de SRPs ont ensuite été corrigés par un facteur multiplicateur de façon  à les 

ramener à la même concentration. Pour ce faire, nous avons sélectionné le pic à 1317 cm-1, 

spécifique des SRPs, et non spécifique du c(RGDfK) : il correspond aux déformations O-H dans le 

plan des groupements acides carboxyliques issus des molécules de DOTA des SRPs. Le 

pentapeptide c(RGDfK) contient lui aussi un acide carboxylique mais ne présente pas de signal à 

1317 cm-1 : les déformations O-H dans le plan du groupement acide carboxylique issu de l’acide 

aspartique sont repérées à 1287 cm-1. Les spectres IR des deux types de SRPs ont alors été corrigés 

par un facteur multiplicateur de manière à ramener les SRPs fonctionnalisées et les SRPs non 
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fonctionnalisées à la même valeur de transmittance au niveau du pic à 1317 cm-1, afin de pouvoir 

comparer les SRPs entre elles à une même concentration. Le spectre IR corrigé des SRPs non 

fonctionnalisées a été soustrait à celui des SRPs fonctionnalisées, afin de constater la présence du 

pentapeptide c(RGDfK) dans l’échantillon des SRPs fonctionnalisées. La courbe résultant de la 

soustraction de ces spectres IR a été superposée au spectre IR du pentapeptide cyclique (Figure 

III.4).  

Figure III.4. Spectres IR : Spectre résultant de la soustraction des spectres IR des SRPs aux SRP-c(RGDfK) et Spectre IR du 

peptide c(RGDfK) seul, sous forme de sel de TFA (c(RGDfK)+,TFA-). 

L’augmentation de la bande comprise entre 1500 et 1720 cm-1 – comprenant les pics à 1654 

cm-1 attribué à l’élongation C=O des amides primaires, à 1636 cm-1 attribué à l’élongation C-N du 

groupement guanidine de l’arginine (Arg1) (Morales-Avila et al., 2011 ; Braiman et al., 1999), et à 1598 

cm-1 attribué à la déformation N-H des amides primaires – atteste de la présence du peptide. La 

bande à 1430 cm-1 assignée à la déformation C-O-H des acides carboxyliques, et celle à 1084-1198 

cm-1, caractéristique de l’élongation C-O des acides carboxyliques, semblent conservées. Ces 

observations concordent avec l’hypothèse du couplage covalent du c(RGDfK) aux SRPs. 

III.3.1.2. Spectrométrie de Masse (SM) 

Les études de spectrométrie de masse ont été réalisées à l’ILM, au sein de l’équipe 

Spectrométrie des Biomolécules et Agrégats, en collaboration avec les Directeurs de Recherche 

Philippe Dugourd et Rodolphe Antoine, afin de confirmer le couplage covalent du pentapeptide 

cyclique aux SRPs. 
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Dans un premier temps, une solution aqueuse de SRP-c(RGDfK) a été soumise à une 

ionisation électrospray (ESI) pour générer des ions intacts en phase gazeuse, de manière à obtenir 

des informations sur le rapport masse sur charge (m/Z). Comme l’article ci-dessus le décrit, les SRPs 

comprennent de nombreux groupements ionisés (comme les complexes [GdIII(DOTA)]-), responsables 

de la distribution d’états de charge observée sur chaque spectre de masse obtenu. Un algorithme de 

corrélation multiplicatif a permis d’estimer la masse moyenne des SRP-c(RGDfK) à partir du spectre 

présentant le rapport m/Z, obtenu par ESI (Figure III.5). La distribution principale a été observée à une 

masse de 10,1 ± 0,4 kDa, avec une distribution plus large aux alentours de 8,7 kDa. Les états de 

charge pour les SRP-c(RGDfK) vont jusqu’à 8.  

Figure III.5. (A) Spectre ESI des SRPs et des SRP-c(RGDfK) en mode positif. Le pic à m/Z 1217 semble caractéristique des 

SRP-c(RGDfK). (B) Algorithmes de correlation multiplicatifs des SRPs et des SRP-c(RGDfK) déduits des spectres ESI.

 De précédentes études menées sur les SRPs non fonctionnalisées ont apporté des 

informations supplémentaires sur la structure des SRPs aux basses masses, en mode négatif (Lux et 

al., 2011). Par exemple, il a été démontré que le pic à m/Z 749 était spécifique du fragment 

[GdIII(DOTA-Si(OH)3)]-, à savoir, le complexe [GdIII(DOTA)]- porté par un silanetriol issu de la matrice 

de polysiloxane ; la charge négative est partagée par les 4 carboxylates du ligand DOTA (Figure III.6). 

Conformément à nos attentes, ce pic a été observé à la fois pour les SRPs et les SRP-c(RGDfK). Un 

pic supplémentaire à m/Z 630 a également été observé pour les SRPs et les SRP-c(RGDfK), 

correspondant au clivage de la liaison amide entre les molécules de DOTA et d’APTES par la perte 

d’un fragment [NH(CH2)3Si(OH)3]- (Harrison et al., 2003). Cette rupture s’accompagne par la création 

d’une double liaison C=C. Aussi, le nombre de coordination de l’ion GdIII variant entre 8 et 9, une 

molécule d’eau complète la sphère de coordination de l’ion métallique (Figure III.6). 

Les pics à m/Z 1215 en mode négatif et à m/Z 1217 en mode positif décrivent le même 

fragment : [GdIII(DOTA-c(RGDfK))], comme le démontre la distribution isotopique, à savoir, le peptide 

c(RGDfK) conjugué à une molécule de DOTA complexant aussi un ion GdIII ; la charge négative est 

cette fois-ci portée par le carboxylate de l’acide aspartique du peptide (Figure III.6). D’ailleurs, cette 

masse (1215 Da) correspond au pic observé à m/Z 630 auquel on additionnerait la masse du peptide 
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seul (603 Da) et auquel on enlèverait la masse d’une molécule d’eau (18 Da) pour la création de la 

liaison amide entre la molécule de DOTA et le pentapeptide cyclique. 

  

Figure III.6. Spectre ESI des SRP-c(RGDfK) aux basses masses, en mode négatif. Les pics à m/Z 630 et 749 ont été observés 

à la fois pour les SRPs et les SRP-c(RGDfK). Le pic à m/Z 1215, lui, est caractéristique des SRP-c(RGDfK).

 Afin d’obtenir de plus amples informations sur la structure des SRPs, une technique de 

spectrométrie de masse en tandem (SM/SM) a été utilisée. L’ion d’intérêt est sélectionné par le 

premier analyseur de masse et est ensuite activé par des collisions avec de l’hélium, provoquant une 

« dissociation induite par collision » (CID) dans le deuxième analyseur de masse (Paizs et al., 2005). 

Dans notre cas, l’ion à m/Z 1215 a été sélectionné pour réaliser la SM/SM en mode négatif. Le spectre 

obtenu par la spectrométrie de masse en tandem est dominé par 4 fragments anioniques issus de l’ion 

précurseur (m/Z 1215) (Figure III.7). 

Figure III.7. Spectre obtenu après CID des SRP-c(RGDfK) en mode négatif, à partir de l’ion précurseur à m/Z 1215. Les 

distributions isotopiques ont été réalisées pour chacun des fragments et correspondent aux formules brutes proposées.
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 Le pic à m/Z 1197 correspond à la perte d’un fragment de 18 Da, soit la molécule d’eau de la 

sphère de coordination de l’ion GdIII (représentée en bleu sur la Figure III.7). Le pic à m/Z 1173 

coïncide avec la perte d’un fragment de 42 Da (m/Z 1215  1173), soit le groupement guanidine 

(HN=C=NH) de l’arginine (représenté en rouge sur la Figure III.7) (Paizs et al., 2005 ; Summerfield et 

al., 1995). Le pic à m/Z 1115 correspond à la perte d’un fragment de 100 Da (m/Z 1215  1115), 

c'est-à-dire la perte complète de la chaîne latérale de l’arginine (représenté en orange sur la Figure 

III.7). La perte de la chaîne latérale de l’arginine se produit par clivage homolytique de la liaison reliant 

la chaîne latérale à l’acide aminé (Laraillet et al., 2010 ; Summerfield et al., 1995). Enfin, le pic à m/Z

630 correspond au fragment [GdIII(DOTA)]-, observé également en ESI (Figure III.6). 

 Les observations tirées des spectres ESI et CID confirment le couplage covalent du c(RGDfK) 

aux SRPs. Elles démontrent également que, lors de l’étape de l’ajout d’ions GdIII supplémentaires pour 

atteindre des relaxivités plus élevées, les ions GdIII peuvent être aussi bien complexés par des ligands 

DOTA vacants que par des ligands DOTA couplés au pentapeptide cyclique. 

III.3.1.3. Spectrophotométrie d’absorption moléculaire UV-visible 

Le spectre d’absorption UV-visible du pentapeptide c(RGDfK) en solution aqueuse présente 4 

pics caractéristiques (  = 252, 258, 264 et 308 nm) (Figure III.8. (A)). Une gamme d’étalonnage a été 

réalisée en milieux aqueux, afin d’obtenir les coefficients d’extinction molaire du c(RGDfK) pour les 

différentes longueurs d’onde :  252 nm = 24.1,  258 nm = 64.2, 264 nm = 55.1 et  308 nm = 12.1 L.mol-1.cm-1. 

Figure III.8. (A) Gamme d’étalonnage du c(RGDfK) par absorption UV-visible. (B) Spectre d’absorption UV-visible des SRPs. 

Le spectre d’absorption UV-visible des SRPs en solution aqueuse présente un pic intense à 

295 nm (Figure III.8. (B)). Par conséquent, une nouvelle gamme d’étalonnage du peptide a été 

réalisée, en présence de SRPs : l’absorption a été mesurée pour des quantités croissantes de 

peptide, en présence d’une quantité constante de SRPs (Figure III.9).  
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Figure III.9. Gamme d’étalonnage du c(RGDfK), en présence de SRPs, par absorption UV-visible.

La courbe représentant l’absorption du peptide (en présence de SRPs) en fonction de sa 

concentration a été tracée : l’absorption varie très peu et ce, de manière aléatoire. Ce phénomène 

était prévisible du fait des faibles valeurs des coefficients d’extinction molaire du pentapeptide 

cyclique : l’absorption des SRPs semble trop intense par rapport à celle du c(RGDfK) et rend 

l’étalonnage du peptide impossible, lorsqu’il est en présence de SRPs. La spectrophotométrie 

d’absorption UV-visible est donc un moyen rapide de détecter la présence du peptide dans une 

solution aqueuse de SRP-c(RGDfK), mais cette technique reste cependant inadaptée pour le calcul du 

taux de greffage du c(RGDfK) aux SRPs. En revanche, elle convient parfaitement pour la 

quantification du nombre de molécules de Cy5.5 greffées aux SRPs (cf. article). 

III.3.2. Estimation du taux de greffage du c(RGDfK) aux SRPs 

 La spectroscopie infrarouge et la spectrophotométrie d’absorption UV-visible ont démontré la 

présence du c(RGDfK) dans les échantillons de SRP-c(RGDfK) et la spectrométrie de masse a mis en 

évidence le couplage covalent du peptide aux SRPs. Le greffage du pentapeptide cyclique aux SRPs 

a été validé mais ces dernières techniques ont montré leurs limites pour la quantification du nombre 

de c(RGDfK) par SRP. Afin d’estimer le rendement de greffage du peptide aux SRPs, 3 techniques 

quantitatives ont été utilisées : la spectroscopie de fluorescence, la chromatographie liquide haute 

performance et l’analyse élémentaire. 

III.3.2.1. Spectroscopie de fluorescence 

La spectroscopie de fluorescence est un outil qualitatif et quantitatif puissant, du fait de sa 

sensibilité élevée et de sa grande sélectivité (Lawaetz et al., 2009). Cette technique de caractérisation 

nous a permis d’estimer le taux de greffage du c(RGDfK) aux SRPs. 
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- Réglages de l’appareil pour la réalisation d’une gamme d’étalonnage du c(RGDfK) :

Une gamme d’étalonnage de fluorescence du peptide a tout d’abord été réalisée, de manière 

à optimiser les paramètres du spectrophotomètre. En considérant les spectres d’absorption UV-

visibles du c(RGDfK) précédents, la longueur d’onde d’excitation a d’abord été fixée à 250 nm. Le 

spectre d’émission de fluorescence du peptide présente un signal global, résultant de la contribution 

de deux espèces : le Raman de l’eau et l’émission du peptide. Le pic du Raman de l’eau est une 

conséquence de la perte d’énergie des photons incidents issus de la vibration dans les molécules 

d’eau ; la fréquence de cette perte d’énergie a été fixée approximativement autour de 3400 cm-1. 

L’équation suivante permet de calculer la position spectrale du pic du Raman de l’eau pour toute 

solution aqueuse en fonction de la longueur d’onde d’excitation (Lawaetz et al., 2009) : 

em pic Raman eau = 107 / [(107/ exc) – 3400]

où em pic Raman eau est la longueur d’onde d’émission du pic du Raman de l’eau et exc la longueur d’onde 

d’excitation (en nm). Dans notre cas, la longueur d’onde d’excitation a été décalée de 10 nm et fixée à 

240 nm, de manière à séparer le pic du Raman de l’eau du pic d’émission de fluorescence du peptide.  

- Réglages de l’appareil pour la réalisation d’une gamme d’étalonnage du c(RGDfK) en 

présence de SRPs :

Les paramètres du spectrophotomètre doivent être judicieusement choisis et adaptés au 

c(RGDfK) en présence des SRPs. Par exemple, la longueur d’onde d’excitation a été fixée la plus 

basse possible ( exc = 240 nm), non seulement pour décaler le pic du Raman de l’eau, mais aussi pour 

éviter une éventuelle interférence avec la luminescence du gadolinium contenu dans les SRPs. En 

effet, l’ion GdIII dispose d’une intensité d’émission de luminescence maximale à 312 nm lorsqu’il est 

excité à 274 nm. Ainsi, plus la longueur d’onde d’excitation est basse, moins l’émission de 

fluorescence du c(RGDfK) sera perturbée par la luminescence des ions GdIII contenus dans les SRPs. 

Pour les mêmes raisons, la largeur des fentes d’excitation et d’émission a été réduite au maximum, de 

manière à centrer l’excitation sur le peptide et à récupérer son signal sans être gêné par la 

luminescence des ions GdIII. Par conséquent, la largeur des fentes d’excitation et d’émission a été 

fixée à 2,5 nm. 

D’autre part, pour des solutions fortement concentrées, un phénomène de ré-absorption du 

photon est susceptible de se produire, et plus particulièrement pour les photons émis à la longueur 

d’onde correspondant au domaine de recouvrement des spectres d’absorption et d’émission. 

L’intensité de l’émission de fluorescence risque alors de ne pas être proportionnelle à la concentration 

de l’espèce mesurée (Valeur, 2001). Pour éviter ce phénomène de ré-absorption, les échantillons 

doivent être suffisamment dilués pour atteindre des valeurs d’absorption UV-visible les plus faibles 

possibles au niveau de la longueur d’onde d’excitation sélectionnée (dans notre cas : exc = 240 nm). 

Par conséquent, la cuve servant aux mesures de fluorescence doit présenter le chemin optique le plus 

court (dans notre cas : 5 mm). 
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- Réalisation de la gamme d’étalonnage du c(RGDfK) en présence de SRPs par spectroscopie 

de fluorescence :

Les paramètres du spectrophotomètre ayant été optimisés et l’absorbance des échantillons 

étant la plus faible possible (A240 nm < 0,1), la gamme d’étalonnage du c(RGDfK) en présence des 

SRPs a pu être réalisée par fluorescence. Une quantité invariante de SRPs a été ajoutée aux 

échantillons contenant le peptide à différentes concentrations, puis les spectres d’émission de 

fluorescence ont été mesurés entre 240 et 315 nm (Figure III.10. (A)). Ces spectres présentent deux 

pics : le plus large et le plus intense, dont le maximum d’émission de fluorescence est à 282 nm, 

correspond au c(RGDfK) et varie linéairement en fonction de sa concentration. L’autre pic, dont le 

maximum d’émission de fluorescence est à 261 nm, est attribué au Raman de l’eau et son intensité 

reste constante, quelle que soit la concentration du peptide.  

Figure III.10. (A) Spectres d’émission de fluorescence d’échantillons contenant du c(RGDfK) à différentes 

concentrations et des SRPs en quantités égales pour la réalisation d’une gamme d’étalonnage du peptide, en présence de 

SRPs (courbes noire, rouge, bleue et cyan foncé) ( exc = 240 nm). Spectre d’émission de fluorescence des SRP-c(RGDfK) pour 

le calcul du taux de greffage du peptide aux SRPs (courbe magenta) ( exc = 240 nm). (B) Courbe représentant l’intensité de 

fluorescence à 282 nm en fonction de la concentration du c(RGDfK). 

La courbe représentant les maxima d’intensité d’émission fluorescence du peptide en fonction 

de sa concentration est tracée (Figure III.10. (B)) : il s’agit d’une droite affine dont l’équation est la 

suivante :  

IF ( em = 282 nm) = 32.2 [c(RGDfK)] + 0.2 

(où IF est l’intensité d’émission de fluorescence observée à 282 nm et [c(RGDfK)] la concentration du 

peptide (en mmol/L), R2=0.91). 
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- Fluorescence des SRP-c(RGDfK) et estimation du taux de greffage du c(RGDfK) aux SRPs :

Les mesures de fluorescence des SRP-c(RGDfK) ont été réalisées dans les conditions 

définies précédemment. Le spectre d’émission de fluorescence des SRP-c(RGDfK) a été superposé à 

la gamme d’étalonnage précédente (Figure III.10. (A)). La quantité de c(RGDfK) par ion GdIII est 

déterminée grâce à l’équation de la courbe d’étalonnage du peptide en présence des SRPs. Les 

résultats sont regroupés dans le Tableau III.1. 

Tableau III.1. Exploitation des spectres obtenus par émission de fluorescence à 282 nm ( exc = 240 nm) pour l’estimation du 

nombre de c(RGDfK) par ion GdIII. 

Les SRP-c(RGDfK) présentent 0,41 peptide par ion GdIII ; ce rapport est légèrement inférieur 

pour les SRP-Cy5.5-c(RGDfK) (0,35). 

III.3.2.2. Chromatographie liquide à haute performance (HPLC) 

Les spectres d’absorption UV-visible et d’émission de fluorescence des SRP-c(RGDfK) et des 

SRP-Cy5.5-c(RGDfK) ont permis de sélectionner 3 longueurs d’ondes spécifiques pour réaliser les 

mesures d’HPLC.  La longueur d’onde du détecteur d’absorption UV-visible est fixée à 295 nm ; cette 

longueur d’onde est spécifique aux SRPs et permettra de détecter toutes les populations de SRPs 

(fonctionnalisées ou non). Les émissions de fluorescence seront mesurées simultanément à 2 

longueurs d’onde différentes : 281 nm ( exc = 240 nm) et 692 nm ( exc = 590 nm) pour observer 

respectivement les signaux dus au c(RGDfK) et ceux dus à la Cy5.5. Les chromatogrammes de 

chacun des échantillons de SRPs (fonctionnalisées avec du cRGDfK ou non, et marquées par de la 

Cy5.5 ou non) ont été réalisés pour les 3 longueurs d’onde différentes. 

- Observation des chromatogrammes détectant un signal d’absorption UV-visible à 295 nm :

La proportion principale du signal détecté par absorption UV-visible à 295 nm est observée à 

des temps de rétention compris entre 13 et 23 min (Figure III.11). Le plus petit pic à 2,5 min est 

attribué à des fragments de dégradation et reste négligeable devant le signal précédent. A 295 nm, 

l’absorption détectée entre 13 et 23 min suggère la présence de plusieurs populations de SRPs, 

pouvant résulter d’une hétérogénéité en taille, ainsi qu’en quantité d’éléments greffés à la surface des 

SRPs. 

Les SRPs fonctionnalisées par de la Cy5.5 et/ou du c(RGDfK) semblent être plus retenues par 

la colonne que les SRPs non fonctionnalisées. Au vu des chromatogrammes obtenus pour les 

c(RGDfK) SRP-c(RGDfK) SRP-Cy5.5-c(RGDfK)

Emission de Fluoresence ( exc=240nm, em=282nm)

IF = 32.2 [c(RGDfK)] + 0.22

Intensité de fluorescence / 1.201 1.062
Rapport c(RGDfK) / GdIII / 0.41 0.35
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différents échantillons de SRPs à 295 nm, une première population de SRPs non fonctionnalisées 

semble être détectée à un temps de rétention avoisinant 13,7 min, puis une seconde population de 

SRPs marquées par de la Cy5.5 serait détectée aux alentours de 15,2 min et une troisième population 

autour de 16 min pourrait être attribuée aux SRPs fonctionnalisées par du c(RGDfK). 

Figure III.11. Chromatogrammes normalisés de chacun des échantillons de SRPs, obtenus par détection du signal d’absorption 

UV-visible à 295 nm. 

- Observation des chromatogrammes détectant un signal d’émission de fluorescence à  692 

nm ( exc = 590 nm) :

Les hypothèses énoncées ci-dessus sont confirmées par les chromatogrammes obtenus par 

détection d’émission de fluorescence ( em = 692 nm ( exc = 590 nm)) (Figure III.12). Les pics uniques 

observés par émission de fluorescence à 692 nm sont exclusivement dus à la conjugaison de la Cy5.5 

aux SRPs. La population relative aux SRP-Cy5.5 est détectée à un temps de rétention autour de 15,2 

min tandis que celle des SRP-Cy5.5-c(RGDfK) est trouvée à 16,5 min. Ce décalage suggère que les 

particules observées dans le deuxième cas sont plus grosses et par conséquent, confirme le greffage 

du peptide. 

Figure III.12. Chromatogrammes des échantillons de SRPs marqués par de la Cy5.5, obtenus par détection du signal 

d’émission de fluorescence à 692 nm ( exc = 590 nm). 

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Temps de rétention (min)

A 295 nm

- SRPs

- SRP-c(RGDfK)

- SRP-Cy5.5

- SRP-Cy5.5-c(RGDfK)



Chapitre III – Fonctionnalisation des SRPs avec un peptide cyclique 

contenant le motif RGD pour le ciblage de l’intégrine 3 

183

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
0

5000
10000
15000
20000
25000
30000
35000
40000
45000

In
te

ns
ité

 (m
ic

ro
V

)

Temps de rétention (min)

IF 281 nm ( exc = 240 nm)

- c(RGDfK)

- SRP-c(RGDfK)

- SRP-Cy5.5-c(RGDfK)

- Observation des chromatogrammes détectant un signal d’émission de fluorescence à  281 

nm ( exc = 240 nm) :

En ce qui concerne l’étude des chromatogrammes détectant un signal d’émission de 

fluorescence à 281 nm, une étude préliminaire s’est avérée nécessaire : le chromatogramme du 

peptide seul en solution aqueuse a été réalisé. Un unique pic dont le temps de rétention est centré sur 

7,75 min a été détecté (Figure III.13). Les chromatogrammes des deux échantillons de SRPs 

fonctionnalisées par du c(RGDfK) (SRP-c(RGDfK) et SRP-Cy5.5-c(RGDfK)) présentent un petit pic à 

ce même temps de rétention, attribué aux fragments de dégradation des SRPs, à savoir Si(OH)3-

DOTA-c(RGDfK) et/ou [GdIII(Si(OH)3-DOTA-c(RGDfK))] (Figure III.13). Cependant, la majeure 

proportion d’émission de fluorescence observée a été détectée pour des temps de rétention compris 

entre 13 et 23 min, rendant la quantité de fragments de dégradation négligeable. 

Figure III.13. Chromatogrammes du c(RGDfK) seul et des échantillons de SRPs fonctionnalisés avec du c(RGDfK), obtenus par 

détection du signal d’émission de fluorescence à 281 nm ( exc = 240 nm). 

En considérant la linéarité de la relation entre l’aire sous le pic et la concentration du peptide 

(pas d’émission de fluorescence détectée en l’absence de peptide), l’aire sous le pic des SRP-

c(RGDfK) et sous celui des SRP-Cy5.5-c(RGDfK) devrait être proportionnelle à la concentration en 

c(RGDfK) (Kafka et al., 2010). Pour faciliter la quantification du peptide, une seule gaussienne a été 

tracée ; l’aire de cette gaussienne et son temps de rétention sont rapportés dans le Tableau III.2. 

Tableau III.2. Exploitation des chromatogrammes obtenus par détection d’émission de fluorescence à 281 nm ( exc = 240 nm) 

pour l’estimation du nombre de c(RGDfK) par ion GdIII. 

c(RGDfK) SRP-c(RGDfK) SRP-Cy5.5-c(RGDfK)

HPLC ( exc=240nm, em=281nm)

([c(RGDfK)] = 0.246mM)

Temps de Rétention (min) 7.93 16.85 16.61
Aire sous la Gaussienne 29423 30190 32604
Rapport c(RGDfK) / GdIII / 0.40 0.44
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SRPs SRP-c(RGDfK) SRP-Cy5.5 SRP-Cy5.5-c(RGDfK)

Analyses Elémentaires - (Pourcentages massiques)

Exp. Theo. Err. Exp. Theo. Err. Exp. Theo. Err. Exp. Theo. Err.
%Gd 8.23 8.24 0.01 6.98 7.35 0.37 7.88 8.10 0.22 7.11 7.22 0.11
%Si 10.08 10.13 0.05 8.03 8.48 0.45 10.64 10.97 0.33 9.26 9.43 0.17
%N 8.63 8.91 0.28 10.42 10.72 0.30 8.60 9.10 0.50 10.40 9.88 0.52
%C 31.94 31.72 0.22 35.85 35.42 0.43 35.54 35.17 0.37 32.86 33.38 0.52

 Les quantités de peptide par ion GdIII obtenues par HPLC (0,40 pour les SRP-c(RGDfK) et 

0,44 pour les SRP-Cy5.5-c(RGDfK)) sont du même ordre de grandeur que celles obtenues par 

fluorescence. 

III.3.2.3. Analyse élémentaire 

Les analyses élémentaires ont également permis d’évaluer le taux de greffage du c(RGDfK) 

aux SRPs. Les pourcentages massiques obtenus par analyse élémentaire sont regroupés dans le 

Tableau III.3 et les rapports molaires déduits de ces pourcentages massiques sont rapportés dans le 

Tableau III.4. 

Deux hypothèses ont été faites pour estimer la composition chimique de chacun des 

échantillons contenant les SRPs : 

 chaque SRP possède 10 molécules de DOTA ; 

 le rapport molaire APTES/TEOS de la matrice de polysiloxane reste constant pendant 

les différentes étapes de synthèse et de purification (0,6 APTES / 0,4 TEOS). 

Enfin, en accord avec les résultats de dosage des molécules de DOTA vacantes par 

phosphorescence (cf. article), une dernière hypothèse sur le nombre d’atomes de gadolinium par SRP 

est prise en compte : les SRPs initiales contenaient 3 (±0.5) atomes de gadolinium par SRP tandis 

que les SRPs finales (après marquage à la Cy5.5 et/ou greffage du c(RGDfK), et « remontée en ions 

GdIII ») en contiennent 5 (±0.8). 

 En considérant ces hypothèses et les rapports molaires – à savoir Si/Gd, C/Gd and N/Gd – il 

est possible de déduire une formule brute approximative par une méthode empirique. Comme seuls 

les pourcentages massiques des atomes de Gd, Si, C et N ont été mesurés, il convenait de prendre 

en compte dans nos calculs les atomes différents de ceux-ci, susceptibles d’être contenus dans les 

échantillons. Par exemple, les molécules d’eau ont dû être prises en compte, tout comme les 

molécules de solvant. D’ailleurs, les SRPs initiales ayant été synthétisées dans du diéthylène glycol 

(DEG), quelques molécules de solvant ont pu être piégées au sein de la matrice de polysiloxane 

durant la synthèse. 

 Les formules brutes indiquées dans le Tableau III.5 sont approximatives. Le nombre de 

molécules d’eau a été estimé à titre indicatif et ces molécules d’eau pourraient d’ailleurs être 

remplacées par des contre-ions par exemple. Ces formules brutes ont été déduites avec une erreur 

absolue inférieure à 0,55% par rapport aux pourcentages massiques fournis dans le Tableau III.3. 

Tableau III.3. Analyses élémentaires (en pourcentages massiques). Pour chaque échantillon, les données expérimentales sont 

présentées en premier (en noir) ; elles sont fournies par le Service Central d’Analyses de Solaize, du CNRS. Ensuite, les 
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SRPs SRP-c(RGDfK) SRP-Cy5.5 SRP-Cy5.5-c(RGDfK)

Analyses Elémentaires - Rapports molaires

Si/Gd 6.9 6.5 7.6 7.3
N/Gd 11.8 16.8 12.3 16.4
C/Gd 50.9 67.3 59.1 60.6

SRPs SRP-c(RGDfK) SRP-Cy5.5 SRP-Cy5.5-c(RGDfK)

Analyses Elémentaires - Formules brutes

Nombre d'atomes/molécules de ……. par SRP

Gd 5 5 5 5.5
DOTA 10 10 10 10
APTES/TEOS 20.6 / 13.8 19.4 / 12.9 22.7 / 15.2 24.1 / 16.1
Cy5.5 / / 0.15 0.27
c(RGDfK) / 2.5 / 2.2
H2O (ou contre-ions) 60 54 15 83
DEG 0 0 5 0

SRP-c(RGDfK) SRP-Cy5.5-c(RGDfK)

Analyse élémentaire

Nombre d'ions GdIII par SRP 5 5,5
Nombre de c(RGDfK) par SRP 2,5 2,2

Spectroscopie de Fluorescence

Nombre de c(RGDfK) par SRP 2,1 1,9

HPLC

Nombre de c(RGDfK) par SRP 2 2,4

Moyenne 2,2 ± 0,3 2,2 ± 0,3

pourcentages massiques théoriques sont indiqués (en bleu) : ils correspondent aux pourcentages massiques déduits des 

formules brutes estimées présentées dans le Tableau III.5. Enfin, les écarts absolus entre les données expérimentales et 

théoriques sont indiqués. 

Tableau III.4. Rapports molaires déduits des pourcentages massiques fournis par le Service Central d’Analyses de Solaize.

Tableau III.5. Formules brutes estimées pour chacun des échantillons et déduites des pourcentages massiques fournis par le 

Service Central d’Analyses de Solaize.

 Par analyse élémentaire, le nombre de c(RGDfK) par SRP est estimé à 2,5 pour les SRP-

c(RGDfK) et à 2,2 pour les SRP-Cy5.5-c(RGDfK). 

III.3.2.4. Récapitulatif des 3 techniques ayant permis l’estimation de la quantité 
de c(RGDfK) par SRP 

 En multipliant les rapports molaires c(RGDfK)/GdIII obtenus par spectrométrie de fluorescence 

et par HPLC par le nombre d’ions GdIII estimés par analyse élémentaire, nous obtenons un nombre de 

peptide par SRP. Les résultats sont regroupés dans le Tableau III.6.  

Tableau III.6. Récapitulatif des quantités de c(RGDfK) par SRP obtenues par les 3 techniques de caractérisation différentes.
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 Les quantités de c(RGDfK) par SRP obtenues sont du même ordre de grandeur pour les 3 

techniques de caractérisation (analyse élémentaire, spectroscopie de fluorescence et HPLC). Les 

SRP-c(RGDfK) et les SRP-Cy5.5-c(RGDfK) présentent environ 2,2 peptides par SRP. La présentation 

multimérique du ligand RGD étant connue pour améliorer le ciblage de l’intégrine 3, les SRPs 

fonctionnalisées avec du c(RGDfK) disposent des pré-requis nécessaires pour exprimer une forte 

affinité pour l’intégrine 3 lors des tests de ciblage in vitro et une captation accrue par les tumeurs 

sur-exprimant l’intégrine 3 lors des tests in vivo (cf. résultats in vitro et in vivo dans l’article). 

III.4. Conclusion 

L’intégrine 3 est sur-exprimée par les cellules endothéliales néoformées de la 

vascularisation tumorale, ainsi que par les cellules tumorales de nombreux cancers. La séquence 

RGD étant un ligand hautement sélectif de l’intégrine 3, le pentapeptide cylclique RGDfK a été 

greffé aux SRPs dont le fort potentiel en termes de détection par imagerie médiale et de 

radiosensibilisation a déjà été présenté (Lux et al., 2011). 

Des techniques qualitatives – à savoir : les profils NMRD (Nuclear Magnetic Relaxation 

Dispersion), la PCS (Photon Correlation Spectroscopy), la FCS (Fluorescence Correlation 

Spectroscopy), la mesure du potentiel , la spectroscopie infrarouge, la spectrométrie de masse et la 

spectroscopie par absorption UV-visible – ont validé le greffage covalent du c(RGDfK) aux SRPs. 

Trois méthodes de caractérisation – à savoir : la spectroscopie de fluorescence, la chromatographie 

liquide haute performance et les analyses élémentaires – ont ensuite permis d’estimer la quantité de 

peptide par nanoparticule. Les SRPs fonctionnalisées avec du c(RGDfK) présentant plus de 2 

peptides par nanoparticule, ce sont des candidats prometteurs pour un diagnostic tumoral sélectif et 

une thérapie ciblée. 

Le ciblage des SRPs fonctionnalisées avec du c(RGDfK) sur l’intégrine 3 a d’ailleurs été 

mis en évidence par différentes techniques biologiques in vitro (cytométrie de flux, FCS (Fluorescence 

Correlation Spectroscopy), tests IC50 et microscopie de fluorescence) sur deux lignées cellulaires : 

HEK293( 3) and U87MG. La sélectivité des SRPs fonctionnalisées avec du c(RGDfK) pour l’intégrine 

3 a été démontrée par la mise en place de témoins négatifs comme les SRPs non fonctionnalisées 

ou les SRPs fonctionnalisées avec du c(RADfK). 

Enfin, la captation tumorale des SRPs fluorescentes fonctionnalisées avec du c(RGDfK) a été 

reflétée de manière significative lors de tests in vivo par imagerie optique sur des souris porteuses de 

tumeurs issues de la lignée U87MG. Cette première expérience de ciblage actif sur les modèles 

U87MG s’avère prometteuse pour de futures études sur la radiothérapie guidée par imagerie sur 

glioblastome. 
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IV.1. Introduction 

IV.1.1. Le mélanome  
Le mélanome est un cancer qui affecte 132 000 nouveaux patients chaque année dans le 

monde. Le mélanome représente seulement 4% des cas de cancer de la peau, pourtant, il cause 79% 

des décès liés aux cancers de la peau et il concerne plus particulièrement les individus situés dans la 

tranche d’âge comprise entre 30 et 50 ans. Alors que les tumeurs primaires localisées au niveau de la 

peau sont généralement traitées avec succès par ablation chirurgicale, il n’existe aucun traitement 

satisfaisant pour le mélanome métastatique. Ces 25 dernières années, les efforts réalisés dans le but 

d’améliorer le pronostic du mélanome métastatique ont été vains. Le taux de survie moyen des 

patients atteints d’un mélanome au stade IV est d’environ 9 mois, et les cas de taux de survie au-delà 

de 3 ans sont inférieurs à 15% (Baldea et al., 2012 ; Ballard et al., 2011). 

Les mélanomes peuvent se développer dans tous les territoires anatomiques comportant des 

mélanocytes. Le mélanome cutané, qui se développe à partir les mélanocytes épidermiques de la 

peau, est le site d’origine le plus courant. Cependant, des mélanocytes non cutanés – comme ceux 

qui tapissent la couche choroïdienne de l’œil, les surfaces respiratoires, gastro-intestinales et celles 

des muqueuses génito-urinaires, ou encore les méninges (membranes enveloppant le système 

nerveux central) – peuvent parfois faire l’objet d’une transformation maligne, bien qu’à une fréquence 

relativement lente (Tsao et al., 2012). 

IV.1.2. La mélanine, une cible de choix pour le diagnostic et le traitement 
du mélanome – Structure et propriétés physicochimiques 

La plupart des mélanomes sont pigmentés par la présence de mélanine. Bien que certains 

mélanomes puissent être amélanotiques (incolores), ils contiennent de la mélanine (Ballard et al., 

2011). Les pigments de mélanine sont détectés dans plus de 90% des mélanomes primaires (McClain 

et al., 2012) et dans 40 à 50% des lésions métastatiques (Premkumar et al., 1996). La mélanine est 

donc une cible de choix pour le développement d’agents d’imagerie, de thérapie ou théranostiques, 

pour le diagnostic et/ou le traitement du mélanome métastatique. 

IV.1.2.1. Différents rôles de la mélanine dans le corps humain 

Les mélanines sont particulièrement connues pour absorber la lumière ultraviolette et visible 

et la dissiper sous forme de chaleur : elles ont longtemps été considérées comme des pigments, dont 

le rôle principal était de protéger la peau, les yeux et les cheveux des effets néfastes du rayonnement 

solaire (Shanmuganathan et al., 2011). Cependant, leur présence dans la substantia nigra (substance 

noire, noyau du système nerveux) au sein du tronc cérébral et dans d’autres régions non exposées au 

soleil suggère d’autres fonctions. Par exemple, il a été proposé que les mélanines jouent un rôle plus 

important en termes de réponse immunitaire qu’en termes de photoprotection. Paradoxalement, les 
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précurseurs d’eumélanine et de phéomélanine – les deux formes prédominantes de mélanine dans le 

corps humain – sont impliqués dans le développement du mélanome. De plus, des insuffisances en 

neuromélanine (une forme hybride d’eumélanine et de phéomélanine) ont été remarquées au niveau 

du tronc cérébral des patients souffrant de différentes maladies neuro-dégénératives comme 

Parkinson. Manifestement, ces bio-macromolécules sont importantes d’un point de vue biologique et 

médical (Meredith et al., 2006). 

IV.1.2.2. Structure et propriétés physicochimiques de la mélanine 

L’organisation supramoléculaire des macromolécules biologiques comme les protéines et 

l’ADN influe directement sur leurs propriétés physicochimiques et leurs fonctions correspondantes. 

Cette organisation est essentiellement dirigée par des interactions non covalentes, et plus 

particulièrement les liaisons hydrogène et les forces de Van der Waals. Les interactions non 

covalentes contrôlent une grande variété de phénomènes biomoléculaires, à savoir : (i) la 

conformation en double hélice des brins complémentaires d’ADN, (ii) la formation de structures 

secondaire ou tertiaire d’une protéine, (iii) les mécanismes de reconnaissance moléculaire, ainsi que 

(iv) les délocalisations électroniques et transferts de charges dans les systèmes photosynthétiques 

(Watt et al., 2009). 

- Structure de la mélanine :

La mélanine est un copolymère amorphe et statistique d’eumélanine (pigments brun-noir) et 

de phéomélanine (pigments jaune à rouge), tous deux dérivés d’un précurseur commun : la 

dopaquinone (Figure IV.1) (Sono et al., 2012 ; Shanmuganathan et al., 2011 ; Wakamatsu et al., 

2002 ; Wood et al., 1999 ; Jimbow et al., 1984). 

Figure IV.1. Représentation de la dopaquinone, précurseur commun à l’eumélanine et à la phéomélanine, les deux formes 

prédominantes de mélanine dans le corps humain (Sono et al., 2012 ; Shanmuganathan et al., 2011). L’eumélanine est un 

pigment brun-noir dérivé de la polymérisation par couplage oxydant de la DHI (5,6-dihydroxyindole) et de la DHICA (5,6-
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dihydroxyindole-2-carboxylic acid). La phéomélanine est un pigment jaune à rouge dérivé d’unités cysteinyl-dopa impliquées 

dans la formation des intermédiaires benzothiazine et benzothiazole. 

Si les sous-unités basiques de la mélanine telles que l’eumélanine et la phéomélanine sont 

bien connues, l’organisation de ces sous-unités est néanmoins encore incomprise et reste à l’origine 

de nombreux débats. En effet, certains s’accordent à dire que les mélanines sont des polymères 

hétérogènes hautement réticulés tandis que d’autres affirment qu’il s’agit d’oligomères condensés 

sous formes de nano-agrégats (Bernsmann et al., 2011 ; Shanmuganathan et al., 2011). De récentes 

études ont mis en évidence l’organisation supramoléculaire des sous-unités sous forme de feuillets 

planaires empilés et espacés de manière régulière, ce qui concorde avec la deuxième hypothèse. 

L’interaction dite aromatique est d’ailleurs une sous-classe particulièrement importante d’effets non 

covalents : elle est dominée par de fortes interactions intermoléculaires attractives entre les systèmes 

. Ces interactions -  provoquent un empilement (« stacking ») des molécules dont les distances de 

« stacking » sont comprises entre 3 et 4 Å (Watt et al., 2009). 

- Propriétés physicochimiques de la mélanine :

Les mélanines naturelles sont des pigments amorphes insolubles dans l’eau, les solutions 

acides et la plupart des solvants organiques, ce qui a souvent limité leurs analyses physicochimiques 

(Shanmuganathan et al., 2011 ; Zonios et al., 2008). Les mélanines naturelles sont généralement 

uniquement solubles dans des solutions alcalines (Ye et al., 2011). Le développement de mélanines 

synthétiques solubles dans le DMF (diméthylformamide), présentant des propriétés physicochimiques 

semblables à celles des mélanines naturelles, a permis de contourner ce problème (Shanmuganathan 

et al., 2011 ; Zonios et al., 2008). 

Les mélanines, et plus particulièrement l’eumélanine, possèdent un ensemble de propriétés 

physicochimiques particulières, à savoir (Shanmuganathan et al., 2011 ; Solis et al., 2007 ; Meredith 

et al., 2006) : 

 une large bande d’absorption monotone dans l’UV et le visible (Figure IV.2). Comparé 

à la plupart des systèmes organiques aromatiques, aucune bande spécifique d’un 

substituant chromophorique n’est observée : le profil de la bande d’absorption est 

comparable à celui d’une exponentielle. L’absorbance est maximale dans l’UV : c’est 

ce qui confère à la peau sa propriété photoprotectrice. 

 un très faible rendement quantique radiatif (de l’ordre de 10-4). 

 une forte capacité à piéger les radicaux libres, signe d’une importante activité 

antioxydante. 

 et, curieusement, une conductivité électrique et une photoconductivité en phase 

condensée. Il a d’ailleurs été suggéré que de tels systèmes soient employés comme 

semi-conducteurs bio-organiques amorphes. 
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Figure IV.2. (A) Spectre d’absorption de l’eumélanine synthétique dans l’eau à pH 7 et dans le DMF (concentration 

d’eumélanine : 0,005 % m/m). Adaptée de Watt et al., 2009. (B) Photo d’une solution de mélanine synthétique dispersée dans 

du Soluène (concentration de mélanine : 1 mg/mL). Adaptée de Shanmuganathan et al., 2011. 

Les spectres d’absorption de l’eumélanine synthétique présentés en Figure IV.2 ont été 

réalisés dans l’eau et dans le DMF à la même concentration (0,005 % m/m). Le mode opératoire de 

dissolution de l’eumélanine synthétique consiste, dans un premier temps, à mettre 5 mg d’eumélanine 

en suspension dans 45 mL d’eau et 5 mL d’ammoniaque à 25 %, le tout plongé dans un bain 

d’ultrasons pendant 20 min. Ensuite, les protocoles diffèrent selon le solvant retenu. Pour la réalisation 

d’une solution aqueuse d’eumélanine synthétique à 0,005 % (m/m) à pH 7, 70 mL d’eau sont ajoutés 

aux 50 mL de solution précédente, puis le tout est agité et chauffé à 90 °C pendant plusieurs heures 

jusqu’à évaporation complète de l’ammoniac. La neutralité du pH est alors vérifiée, puis de l’eau est 

ajoutée pour compléter le volume à 100 mL. Dans le cas d’une préparation dans le DMF, les 50 mL de 

solution aqueuse d’eumélanine synthétique sont ajoutés à 50 mL d’eau et 100 mL de DMF. Le tout est 

alors placé sous vide partiel et chauffé à 80 °C à l’aide d’un évaporateur rotatif, afin d’évaporer l’eau et 

d’éliminer l’ammoniac. Lorsque le volume total est abaissé jusqu’à 30 mL environ, 100 mL de DMF 

supplémentaires sont ajoutés et la procédure d’évaporation est répétée jusqu’à ce que le volume total 

soit encore abaissé à 30 mL. Enfin, le volume est complété à 106 mL par du DMF pour atteindre la 

concentration finale d’eumélanine souhaitée (0,005 % m/m). Ces deux protocoles de solubilisation de 

l’eumélanine synthétique (Watt et al., 2009), relativement fastidieux, témoignent des difficultés de mise 

en place d’expériences avec de la mélanine.  

L’étude de la mélanogenèse – c'est-à-dire la synthèse de mélanine au sein des mélanosomes 

– a permis de fournir des approches rationnelles pour le diagnostic et le traitement du mélanome. Les 

mélanosomes contiennent de la mélanine et pourtant, historiquement, la mélanine n’était pas 

considérée comme une cible de choix pour ces approches de diagnostic et/ou de traitement. En effet, 

la mélanine étant produite de manière intracellulaire, le développement d’anticorps spécifiques de la 

mélanine n’avait aucun intérêt car la cible était inatteignable. Cependant, les mélanomes sont des 

tumeurs à croissance relativement rapide, et la nécrose cellulaire libère de la mélanine dans l’espace 
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extracellulaire, rendant alors le ciblage de la mélanine possible (Revskaya et al., 2009). Comme 

Dadachova et al. l’ont démontré dans leurs études de radioimmunothérapie du mélanome, la 

mélanine extracellulaire, uniquement contenue dans l’environnement d’un mélanome est devenue une 

cible attractive dans le cadre d’un ciblage tumoral spécifique (Revskaya et al., 2009 ; Dadachova et 

al., 2004). 

IV.1.3. Présentation des molécules ciblant la mélanine 

Lors de la dernière décennie, plusieurs molécules ciblant spécifiquement la mélanine ont été 

développées, comme la série de dérivés de la benzamide (BZA) (Figure IV.3) (Al Jammaz et al., 

2011 ; Farouk, 2011 ; Moura et al., 2010 ; Pham et al., 2007 ; Moins et al., 2002 ; Eisenhut et al., 

2000). 

Figure IV.3. Représentation d’une molécule dérivée de la benzamide (BZA) : la N-(2-diéthylaminoéthyl)-4-iodobenzamide 

(IBZA), dont l’homologue radiomarqué à l’iode 125 est utilisé pour l’imagerie TEMP du mélanome (Farouk, 2011). La partie 

benzénique peut être remplacée par une structure hétéroaromatique pour une meilleure affinité envers la mélanine, comme 

c’est le cas de la N-(2-diéthylaminoéthyl)-6-iodoquinoxaline-2-carboxamide (ICF01012) (Chezal et al., 2008). 

Leur affininté pour la mélanine est due à une interaction ionique entre l’amine tertiaire de la 

molécule ciblante lorsqu’elle est protonée et les charges négatives de la mélanine. D’autre part, le 

remplacement du groupement benzénique des BZAs par une structure hétéroaromatique, et, plus 

particulièrement, par des cycles hétéroaromatiques coplanaires fusionnés (Figure IV.3), a permis 

d’améliorer l’affinité de telles molécules pour la mélanine (Desbois et al., 2008). Une deuxième classe 

d’interactions intervient pour stabiliser l’interaction ionique : il s’agit d’interactions de type « -

stacking » entre le bloc polycyclique aromatique de la molécule ciblante et celui des sous-unités de la 

mélanine (forces d’attraction non covalentes entre les noyaux aromatiques) (Ings, 1984).  

IV.1.4. Molécules finales sélectionnées pour le couplage aux SRPs en 
vue d’un ciblage actif de la mélanine 

La molécule dérivée de la quinoxaline (ICF01012) présentée en Figure IV.3 a déjà démontré 

une forte affinité spécifique et durable pour la mélanine sur des modèles animaux (Bonnet-Duquennoy 

et al., 2009 ; Madelmont et al., 2008) ; par conséquent, elle a été sélectionnée comme molécule 

IBZA
N-(2-diéthylaminoéthyl)-

4-iodobenzamide

(125I-IBZA TEMP)

ICF01012
N-(2-diéthylaminoéthyl)-6-

iodoquinoxaline-2-carboxamide
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ciblante à greffer aux SRPs. Afin de faciliter le greffage d’une telle molécule aux SRPs, il était 

nécessaire d’insérer une fonction réactive. Un groupement amine primaire aliphatique a donc été 

introduit  (Figure IV.4, Molécule 1) pour faciliter le couplage peptidique aux groupements carboxylates 

des molécules de DOTA des SRPs. 

Figure IV.4. Représentation des molécules ciblantes dérivées de la quinoxaline. 

Cependant, les propriétés de ciblage des molécules dérivées de la quinoxaline pourraient être 

altérées par leur greffage aux SRPs. En effet, les SRPs pourraient causer une gêne stérique pour les 

molécules ciblantes et affecter leur affinité pour la mélanine. Pour affirmer ou infirmer cette hypothèse, 

un bras espaceur pegylé a été introduit (Figure IV.4, Molécules 2 et 3), de manière à tenir le vecteur 

éloigné des SRPs. 

D’autre part, l’affinité des molécules dérivées de la quinoxaline pour la mélanine est le résultat 

de deux interactions : une interaction ionique et une interaction hydrophobe de type « -stacking ». 

Pour tenter de déterminer la prédominance d’un site de liaison par rapport à l’autre, les molécules 

ciblantes 2 et 3 présentent l’amine tertiaire et le bloc polycyclique aromatique de façon inversée. Ainsi, 

lorsque la molécule ciblante 2 est greffée aux SRPs, le bloc polycyclique aromatique est orienté vers 

l’extérieur, tandis que dans le cas de la molécule ciblante 3, c’est l’amine tertiaire qui est présentée en 

premier à la mélanine. 



Chapitre IV – Fonctionnalisation des SRPs avec des molécules dérivées 

de la quinoxaline pour le ciblage de la mélanine 

  

199

Plaque de verre 
(n1)

Lumière polarisée 
monochromatique Lumière réfléchie

Lumière réfractée

Liquide 
(n2)

Lumière polarisée 
monochromatique Lumière réfléchie

Onde 
évanescente

A) B)

n1 > n2

Les molécules ciblantes 1, 2 et 3, dérivées de la quinoxaline, ont été synthétisées par l’équipe 

du Professeur J.M. Chezal, au sein de l’unité « Imagerie Moléculaire et Thérapie Vectorisée » de 

l’INSERM de Clermont-Ferrand. Les SRPs vectorisées par les molécules ciblantes 1, 2 ou 3 sont 

abrégées SRP-1, SRP-2 et SRP-3, respectivement. 

IV.1.5. Validation in vitro de l’affinité des SRPs fonctionnalisées par les 
molécules ciblantes dérivées de la quinoxaline pour la mélanine 

Compte tenu de l’hétérogénéité de la structure de la mélanine et des difficultés à réaliser de la 

spectrophotométrie optique sur une telle bio-macromolécule, la technologie BIAcore® utilisant le 

principe de résonance plasmonique de surface est apparue comme particulièrement adaptée pour 

observer l’affinité des SRPs fonctionnalisées par les molécules ciblantes dérivées de la quinoxaline 

pour la mélanine. En effet, les biocapteurs de résonance plasmonique de surface sont décrits comme 

des outils performants pour détecter et caractériser les interactions biomoléculaires en temps réel 

(Liedberg et al., 1995). 

IV.1.5.1. Principe de la résonance plasmonique de surface 

Lorsqu’un faisceau de lumière polarisée monochromatique vient frapper une interface entre 

deux milieux d’indices de réfraction différents, une partie du faisceau incident est réfléchie sur 

l’interface tandis que l’autre partie est réfractée à travers la surface (Figure IV.5. (A)). 

Pour qu’il y ait réflexion totale – c'est-à-dire pour qu’il n’y ait plus de rayon réfracté et que seul 

le rayon réfléchi subsiste – l’indice de réfraction du milieu dans lequel se trouve le faisceau incident 

doit être supérieur à celui de l’autre milieu. Lorsque le faisceau de lumière polarisée monochromatique 

arrive à l’interface des deux milieux avec un angle d’incidence supérieur à une valeur critique, la 

lumière est réfléchie totalement et l’angle de réfraction est nul (Figure IV.5. (B)). La lumière est 

caractérisée par différentes composantes électromagnétiques et l’une d’entre elles est l’onde 

évanescente qui se propage perpendiculairement à l’interface sur une distance équivalente à sa 

longueur d’onde. 

Figure IV.5. (A) Illustration des phénomènes de réflexion et de réfraction. (B) Illustration du phénomène de réflexion totale. 
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Le faisceau incident étant riche en photons, ces derniers peuvent éventuellement entrer en 

résonance avec des électrons libres. En déposant sur l’interface une couche métallique riche en 

électrons libres, on permet aux photons du faisceau incident d’entrer en résonance avec les électrons 

libres de la couche métallique : ce phénomène est appelé « résonance plasmonique de surface » 

(Figure IV.6). L’intensité de la lumière réfléchie va chuter à l’endroit où le phénomène de résonance 

plasmonique de surface est observé. L’intensité du faisceau réfléchi est mesurée en fonction de 

l’angle  que forme le faisceau réfléchi avec l’interface. L’angle de résonance est l’angle pour lequel 

l’intensité du faisceau réfléchi est minimale. 

Figure IV.6. Illustration du phénomène de résonance plasmonique de surface.

Dans les conditions de réflexion totale, l’angle de résonance dépend de la densité du milieu. 

Tout changement de densité à l’interface provoquera une variation de l’indice de réfraction du milieu, 

qui entraînera à son tour une variation de l’angle de résonance. De ce fait, l’enregistrement de 

l’évolution de l’angle de résonance permet la visualisation des interactions en temps réel. 

IV.1.5.2. Principe du BIAcore® 

La technologie BIAcore® est un système de résonance plasmonique de surface conventionnel 

au sein duquel le film conducteur métallique est une fine couche d’or (riche en électrons), le capteur 

de verre est intégré au biocapteur, aussi appelé Sensor Chip, et la solution contenant l’échantillon 

correspond au milieu d’indice de réfraction inférieur (Lin et al., 2006). La surface d’or est elle-même 

recouverte d’une matrice de dextran carboxyméthylé, permettant ainsi le couplage peptidique de 

toutes sortes de biomolécules réceptrices (Figure IV.7). 
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Figure IV.7. Illustration de la technologie BIAcore®. 

Les photons de l’onde évanescente vont entrer en résonance avec le nuage électronique de la 

couche d’or (plasmon). L’intensité du faisceau réfléchi va alors chuter, à un angle  défini : l’angle de 

résonance. Les interactions moléculaires entre le ligand, immobilisé à la surface par couplage 

peptidique à la matrice de dextran carboxyméthylé, et l’analyte en solution, injecté à débit constant par 

un circuit microfluidique, vont entraîner un changement de masse. Ce changement de masse, induit 

par l’association ou la dissociation des deux partenaires, va susciter une modification de l’indice de 

réfraction du milieu et décaler la position de l’angle de résonance. La variation de l’angle de 

résonance est proportionnelle à la quantité d’analyte fixée sur le ligand immobilisé sur la surface du 

biocapteur (Sensor Chip) (Figure IV.7) (Edwards, 2007). Le signal de résonance est exprimé en unités 

de résonance (RU). Une variation de 1000 RU correspond à une déviation de l’angle de résonance de 

0,1°. L’enregistrement de ce signal (en RU) en fonc tion du temps est appelé Sensorgram (Figure IV.8)

(Taguchi et al., 2012 ; Ghosh et al., 2011). 
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Figure IV.8. Exemple de Sensorgram et représentation des différentes étapes d’un cycle. 

Le débit de tampon (solution) est représenté par la ligne de base du Sensorgram. Dès 

l’injection de l’analyte, les deux partenaires (analyte et ligand immobilisé à la surface) peuvent 

s’associer pour former des complexes. Cette association provoque une augmentation de la masse au 

voisinage de la surface d’or, et par conséquent, une modification de l’indice de réfraction du milieu, ce 

qui décale la position de l’angle de résonance. A la fin de l’injection, le débit de tampon est assuré. 

Lorsque les interactions entre le ligand et l’analyte sont faibles, le complexe se dissocie : l’analyte est 

chassé par les molécules du tampon. Seuls les complexes dont les interactions entre le ligand et 

l’analyte sont spécifiques, donc fortes, subsistent. Enfin, la dernière étape consiste à régénérer la 

surface : il s’agit de dissocier les complexes restants afin de revenir à la ligne de base. 

IV.1.5.3. Validation de l’affinité des SRPs fonctionnalisées par les molécules 
ciblantes dérivées de la quinoxaline par la technologie BIAcore® 

Les tests de ciblage des SRP-1, 2 et 3 sur la mélanine, ont été réalisés par l’équipe du 

Professeur R. Cohen, à la Faculté de Pharmacie de Lyon. L’ISPB (Institut des Sciences 

Pharmaceutiques et Biologiques) est équipé d’un appareil BIAcore® 2000 qui contient 4 cellules de 

mesure, et offre par conséquent la possibilité de détecter des signaux de résonnance sur 4 canaux 

différents, sur un même biocapteur. 

Pour les études de ciblage sur la mélanine, 2 cellules de mesure ont été utilisées. Sur le 

premier canal, la matrice de dextran carboxyméthylé a été conservée sous sa forme initiale, de 
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manière à observer d’éventuelles interactions non spécifiques, notamment des interactions ioniques 

entre les charges positives des différentes SRPs et les charges négatives des molécules de dextran 

(Figure IV.10). Sur le deuxième canal, de la mélanine a été immobilisée, afin d’observer la spécificité 

des interactions entre les SRPs fonctionnalisées et la mélanine (ainsi que la non-spécificité des 

interactions entre les SRPs non fonctionnalisées et la mélanine). Pour ce faire, de l’éthylènediamine a 

d’abord été greffée par couplage peptidique aux groupements carboxylates de la matrice de dextran 

carboxyméthylé, puis la mélanine a été greffée à son tour par couplage peptidique aux molécules 

d’éthylènediamine immobilisées sur la matrice de dextran (Figure IV.9). 

Figure IV.9. Illustration de la technologie BIAcore® appliquée aux études de ciblage de la mélanine (exemple donné avec les 

SRP-1). 

Les SRPs fonctionnalisées avec les molécules ciblantes, ainsi que les SRPs non 

fonctionnalisées sont injectées plusieurs fois à différentes concentrations. Les différents Sensorgrams 

sont recueillis et l’intensité du signal de résonance au temps correspondant à 140 s après l’injection 

de l’analyte est relevée. Le point représentant l’intensité du signal de résonance à 140 s après 

l’injection de l’analyte apparaît comme le plus représentatif de la spécificité de l’interaction entre les 

différentes SRPs et la mélanine. L’intensité du signal de résonance sur le canal 1 (dextran) est 

soustraite à celle du canal 2 (mélanine), afin de s’affranchir des problèmes liés aux interactions non 

spécifiques. Les courbes représentant cette différence d’intensité de signaux de résonance (canal 2 – 
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canal 1) à 140 s après l’injection de l’analyte en fonction des différentes concentrations en gadolinium 

sont tracées.  

Une deuxième expérience est réalisée : cette fois-ci, les différentes SRPs sont injectées à la 

même concentration, de manière à sélectionner le meilleur candidat parmi les 3 SRPs 

fonctionnalisées avec les molécules dérivées de la quinoxaline pour la mélanine (et à vérifier la non 

spécificité des interactions entre les SRPs non fonctionnalisées et la mélanine). 

Figure IV.10. Illustration des différentes interactions possibles (spécifiques ou non spécifiques) sur les canaux 1 (dextran) et 2 

(mélanine) dans le cas des SRPs fonctionnalisées avec les molécules ciblantes dérivées de la quinoxaline et des SRPs non 

fonctionnalisées. 

IV.2. Article 
Ces travaux ont fait l’objet de l’article ci-après, paru dans la revue Nanoscale, qui décrit les 

synthèses des 3 molécules ciblantes dérivées de la mélanine et le couplage peptidique des ces 

molécules aux SRPs et présente les études de validation de l’affinité des SRPs fonctionnalisées avec 

les molécules ciblantes pour la mélanine par la technologie BIAcore®. 
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IV.3. Résultats complémentaires 

L’article ci-dessus décrit les stratégies mises en place pour le greffage de 3 molécules 

dérivées de la quinoxaline aux SRPs, la caractérisation du greffage et l’observation in vitro du ciblage 

des SRPs vectorisées sur la mélanine. 

Comme détaillé dans l’article, les 3 molécules ciblantes sont greffées aux acides 

carboxyliques des molécules de DOTA vacantes, c'est-à-dire non engagées dans la complexation 

d’un ion GdIII, par couplage peptidique avec activation carbodiimide standard des fonctions 

carboxylates (cf. Chapitre II). Ensuite, les SRPs sont « remontées en GdIII » : des ions GdIII sont 

ajoutés après l’étape de couplage peptidique afin de compléter un maximum de DOTA vacants dans 

le but d’obtenir une meilleure relaxivité longitudinale des SRPs (cf. Chapitre II). Enfin, les SRPs sont 

purifiées puis lyophilisées (cf. article). 

Comme énoncé dans le Chapitre III, l’objectif de cette thèse consistant à greffer des 

molécules ciblantes en surface des SRPs, puis à valider le couplage et à quantifier le nombre de 

molécules greffées par SRPs, nous souhaitons détailler plus amplement les différentes méthodes 

ayant permis la caractérisation du couplage des molécules dérivées de la quinoxaline aux SRPs. 

Ainsi, nous reprenons ici les principales techniques de caractérisation physicochimiques utilisées pour 

valider et quantifier le greffage des molécules ciblantes aux SRPs. 

Toutes les analyses sont réalisées sur les SRPs finales, donc « remontées en GdIII », et les 

concentrations en ions GdIII sont mesurées par ICP-OES. 

IV.3.1. Validation du greffage des molécules ciblantes 1, 2 et 3, dérivées 
de la quinoxaline, aux SRPs 

IV.3.1.1. Spectroscopie Infrarouge (IR) 

Les spectres IR des 3 molécules ciblantes et des 4 SRPs (fonctionnalisées ou non) ont été 

collectés. Les 4 spectres de SRPs ont ensuite été corrigés par un facteur multiplicateur de façon  à les 

ramener à la même concentration. Pour ce faire, nous avons sélectionné le pic à 1321 cm-1, 

spécifique des SRPs, et non spécifique des molécules ciblantes 1, 2 et 3 : il correspond aux 

déformations O-H dans le plan des groupements acides carboxyliques issus des molécules de DOTA 

des SRPs. Les spectres IR ont alors été corrigés par un facteur multiplicateur de manière à ramener 

les SRPs fonctionnalisées et les SRPs non fonctionnalisées à la même valeur de transmittance au 

niveau du pic à 1321 cm-1, afin de pouvoir comparer les SRPs entre elles à une même concentration. 

Le spectre IR corrigé des SRPs non fonctionnalisées a été soustrait à chacun des spectres IR corrigés 
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des SRPs fonctionnalisées avec les molécules ciblantes 1, 2 et 3, afin d’observer la présence de la 

molécule ciblante en question dans les différents échantillons. 

Les courbes résultant de la soustraction de ces spectres IR ont été superposées aux spectres 

IR des molécules dérivées de la quinoxaline correspondantes. L’exemple donné en Figure IV.11 

présente la courbe résultant de la soustraction du spectre IR corrigé des SRPs non fonctionnalisées à 

celui des SRP-1, ainsi que le spectre IR de la molécule ciblante 1. 

Figure IV.11. Spectres IR : Courbe résultant de la soustraction des spectres IR corrigés des SRPs aux SRP-1 et Spectre IR de 

la molécule ciblante 1, dérivée de la quinoxaline. 

Les pics à 1534 et 1513 cm-1 – attribués aux élongations C=C des cycles aromatiques de la 

quinoxaline – attestent de la présence de la molécule ciblante 1. De plus, la série de pics compris 

entre 1000 et 1360 cm-1 – attribués aux élongations C-N des cycles aromatiques de la quinoxaline et 

aux élongations C-N des amines – témoignent de la présence de la molécule ciblante 1. Enfin, 

l’augmentation de la bande comprise entre 1580 et 1720 cm-1 – comprenant les pics à 1671 cm-1

attribué à l’élongation C=O des amides primaires et à 1592 cm-1 attribué à la déformation N-H des 

amides primaires – confirme la présence de la molécule ciblante 1. 

Les pics caractéristiques des molécules ciblantes 1, 2 et 3 et ceux des courbes résultant de la 

soustraction des spectres IR des SRPs non fonctionnalisées aux SRPs fonctionnalisées avec les 

molécules dérivées de la quinoxaline correspondantes sont regroupés dans le Tableau IV.1. 
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Molécule Soustraction Molécule Soustraction Molécule Soustraction
Ciblante 1 [SRP-1 ] - [SRP] Ciblante 2 [SRP-2 ] - [SRP] Ciblante 3 [SRP-3 ] - [SRP]

Groupement Liaison Vibration Nombres d'onde des pics caractéristiques des spectres IR (cm -1 )

Amides secondaires C=O élongation 1685 1682-1635

Amides primaires C=O élongation 1671 1666 1670 1665 1635 1682-1635

Amides primaires N-H déformation 1592 1603 1592 1602 1581 1589

Amides secondaires N-H déformation 1521 1525

Quinoxaline C=C élongation 1532, 1516 1534, 1513 1550-1580 1532 1500-1590 1525, 1538

CH2 C-H déformation 1472 1474 1474 1475 1489 1493
cisaillement

CH3 C-H déformation 1385 (1384) 1388 (1389) 1386 (1387)
symétrique

Quinoxaline C-N élongation 1347, 1328, (1304, 1238) 1202-1354 (1357, 1326) 1212-1251 (1216)
1245, 1228

Amines C-N élongation 1180, 1168, 1084 1030-1230 1165,1088 1030-1212 1133, 1087,
1130, 1040 1075, 1042

Ethers C-O élongation 1127 1122 1090-1134 1133, 1087, 1075

Quinoxaline C-H déformation 904, 879, (870, 795, 752) 700-900 (830, 795, 700-900 (843, 794,
dans le plan 828, 793 782, 755) 753, 713)

Amines primaires N-H déformation 904, 879, 700-900 700-900
torsion 828, 793

Tableau IV.1. Pics caractéristiques relevés sur les spectres IR des molécules ciblantes et sur les courbes résultant de la 

soustraction des spectres IR des SRPs non fonctionnalisées aux SRPs fonctionnalisées avec les molécules ciblantes 

correspondantes. 

 Les pics caractéristiques des molécules ciblantes 1, 2 et 3 sont observés sur les courbes 

résultant des soustractions des spectres IR des SRPs non fonctionnalisées aux SRPs 

fonctionnalisées avec les molécules dérivées de la quinoxaline correspondantes, ce qui garantit leur 

présence dans les échantillons de SRPs. 

IV.3.1.2. Spectrométrie de Masse (SM) 

Les études de spectrométrie de masse ont été réalisées à l’ILM, au sein de l’équipe 

Spectrométrie des Biomolécules et Agrégats sur les SRP-1, en collaboration avec les Directeurs de 

Recherche Philippe Dugourd et Rodolphe Antoine, afin de confirmer le couplage covalent de la 

molécule ciblante 1 aux SRPs. 

Le protocole opératoire décrit dans le Chapitre III a été conservé. Plus précisément, une 

solution aqueuse de SRP-1 a été soumise à une ionisation électrospray (ESI) pour générer des ions 

intacts en phase gazeuse, de manière à obtenir des informations sur le rapport masse sur charge 

(m/Z). Les SRPs comprennent de nombreux groupements ionisés (comme les complexes 

[GdIII(DOTA)]-), responsables de la distribution d’états de charge observée sur chaque spectre de 

masse obtenu. Un algorithme de corrélation multiplicatif a permis d’estimer la masse moyenne des 

SRP-1 à partir du spectre présentant le rapport m/Z, obtenu par ESI (Figure IV.12). La distribution des 

SRP-1 est partagée en deux : l’une correspondant à une masse de 9,9 ± 0,3 kDa, et l’autre 
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correspondant à une masse de 8,7 ± 0,4 kDa ; une distribution similaire avait d’ailleurs été observée 

pour les SRPs non fonctionnalisées (Lux et al., 2011).  

Figure IV.12. Spectre ESI des SRP-1 en mode positif. Dans l’insert : Algorithme de corrélation multiplicatif des SRP-1, déduit 

du spectre ESI.

Conformément aux observations faites dans le Chapitre III, plusieurs pics caractéristiques des 

SRPs non fonctionnalisées ont été retrouvés aux basses masses, en mode négatif (Lux et al., 2011). 

Le pic à m/Z 749 est spécifique du fragment [GdIII(DOTA-Si(OH)3)]-, à savoir, le complexe 

[GdIII(DOTA)]- porté par un silanetriol issu de la matrice de polysiloxane. Le pic à m/Z 630 est 

spécifique du fragment [GdIII(DOTA)(H2O)]- : il correspond au clivage de la liaison amide entre les 

molécules de DOTA et d’APTES du fragment précédent à m/Z 749, par la perte d’un fragment 

[NH(CH2)3Si(OH)3]- (Harrison et al., 2003). Cette rupture s’accompagne par la création d’une double 

liaison C=C. Aussi, le nombre de coordination de l’ion GdIII variant entre 8 et 9, une molécule d’eau 

complète la sphère de coordination de l’ion métallique (cf. Chapitre III). Comme attendu, ces deux pics 

à m/Z 749 et m/Z 630 ont été observés à la fois pour les SRPs non fonctionnalisées et pour les SRPs 

fonctionnalisées avec la molécule ciblante 1. 

En mode positif, la partie « basses masses » du spectre ESI est dominée par un pic à m/Z

852. Ce pic est également observé pour les deux types de nanoparticules : SRPs et SRP-1. Il est 

attribué au fragment [GdIII(DOTA-Si(OH)2-O-Si(OH)(CH2-CH2-CH2-NH3)]+, à savoir le complexe 

[GdIII(DOTA)]- porté par deux molécules d’APTES issues de la matrice de polysiloxane (Figure IV.13). 

Enfin, un dernier pic à m/Z 991 a été observé uniquement sur le spectre ESI des SRP-1 en mode 

positif. Comme le démontre la distribution isotopique, ce pic est attribué au fragment [1-DOTA-
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Si(OH)3]+, à savoir la molécule ciblante 1 liée de manière covalente à une molécule de DOTA portée 

par un silanetriol (Figure IV.13). L’amine tertiaire de la molécule ciblante 1 est protonée et est 

responsable de la charge positive du fragment.  

Figure IV.13. Spectre ESI des SRP-1 aux basses masses, en mode positif. Le pic à m/Z 852 a été observé à la fois pour les 

SRPs et les SRP-1. Le pic à m/Z 991, lui, est caractéristique des SRP-1..

Ce fragment à m/Z 991 prouve la conjugaison covalente de la molécule ciblante 1 aux SRPs. 

De plus, l’absence d’ion GdIII au sein du fragment démontre que le greffage des molécules a lieu en 

priorité sur les ligands DOTA vacants. 

IV.3.2. Estimation du taux de greffage des molécules ciblantes 1, 2 et 3, 
dérivées de la quinoxaline, aux SRPs 

 La spectroscopie infrarouge a démontré la présence des molécules ciblantes 1, 2 et 3 dans 

les échantillons de SRP-1, 2 et 3, respectivement, tandis que la spectrométrie de masse a mis en 

évidence le couplage covalent de la molécule ciblante 1 aux SRPs. Cependant, ces deux techniques 

ne permettent pas de quantifier le nombre de molécules ciblantes par SRP. Afin d’estimer le 
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rendement de greffage, 2 techniques quantitatives ont été utilisées : la spectrophotométrie 

d’absorption UV-visible et l’analyse élémentaire. 

IV.3.2.1. Spectrophotométrie d’absortion UV-visible

Les spectres d’absorption UV-visible des molécules ciblantes dérivées de la quinoxaline en 

solution aqueuse présentent chacun 2 bandes intenses dans la région UV (  = 256 et 342 nm pour les 

molécules ciblantes 1 et 2,  = 272 et 373 nm pour la molécule ciblante 3), attribuées aux transitions 

de spin autorisées  - * des cycles aromatiques de la quinoxaline (Hwang et al., 2005) (pour la 

molécule ciblante 1 : 256 nm ~ 30 640 L.mol-1.cm-1 et 342 nm ~ 10 900 L.mol-1.cm-1). Les spectres 

d’absorption UV-visible des SRPs non fonctionnalisées et des SRPs fonctionnalisées avec les 

molécules ciblantes 1, 2 et 3 sont reportés en Figure IV.14. 

Figure IV.14. Spectres d’absorption UV-visible des SRPs, SRP-1, SRP-2, SRP-3 ([GdIII] = 50 M, mesurée par relaxométrie et 

ICP-OES). Dans l’insert : Rapports du nombre de molécules ciblantes par ion GdIII en fin de synthèse, déduits depuis les 

spectres d’absorption UV-visible avant et après purification des nanoparticules. 

Les bandes intenses caractéristiques des molécules ciblantes ont été observées, ainsi que la 

légère contribution due aux SRPs, à 295 nm. Ces spectres d’absorption UV-visible ont été comparés 

avant et après purification pour le calcul des rendements de greffage et du nombre final de molécules 

ciblantes par ion GdIII, en partant de l’hypothèse que le couplage peptidique de la molécule ciblante 

sur les SRPs n’a pas d’influence notable sur le coefficient d’extinction molaire des molécules 

ciblantes. Les SRP-1 et 3 présentent 0,40-0,41 molécules ciblantes par ion GdIII ; ce rapport est 

légèrement inférieur pour les SRP-2 (0,35) ; ces chiffres correspondent à une moyenne effectuée sur 

les résultats obtenus à partir des 2 bandes d’absorption UV. 
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IV.3.2.2. Analyse élémentaire 

Les analyses élémentaires ont également permis d’évaluer le taux de greffage des molécules 

ciblantes aux SRPs. Les pourcentages massiques obtenus par analyse élémentaire sont regroupés 

dans le Tableau IV.2. Les rapports molaires déduits de ces pourcentages massiques sont rapportés 

dans le Tableau IV.3. 

Comme énoncé au Chapitre III, deux hypothèses ont été faites pour estimer la composition 

chimique de chacun des échantillons contenant les SRPs : 

 chaque SRP possède 10 ± 1 molécules de DOTA ; 

 le rapport molaire APTES/TEOS de la matrice de polysiloxane reste constant pendant 

les différentes étapes de synthèse et de purification (0,6 APTES / 0,4 TEOS). 

En considérant ces hypothèses et les rapports molaires – à savoir Si/Gd, C/Gd, N/Gd et I/Gd 

– une formule brute approximative est déduite par une méthode empirique. Comme seuls les 

pourcentages massiques des atomes de Gd, Si, C, N  et I ont été mesurés, il convenait de prendre en 

compte dans nos calculs les atomes différents de ceux-ci, susceptibles d’être contenus dans les 

échantillons. Par exemple, les molécules d’eau ont dû être prises en compte, tout comme les 

molécules de solvant. En effet, les SRPs initiales ayant été synthétisées dans du diéthylène glycol 

(DEG), une présence résiduelle de solvant au sein de la matrice de polysiloxane est envisagée. 

Les formules brutes indiquées dans le Tableau IV.4 sont approximatives. Le nombre de 

molécules d’eau a été estimé à titre indicatif et ces molécules d’eau pourraient d’ailleurs être 

remplacées par des contre-ions, comme Na+, OH-, etc., par exemple. Ces formules brutes ont été 

déduites avec une erreur absolue inférieure à 0,6% par rapport aux pourcentages massiques fournis 

dans le Tableau IV.2. 

Tableau IV.2. Analyses élémentaires (en pourcentages massiques). Pour chaque échantillon, les données expérimentales (1ère

colonne) sont fournies par le Service Central d’Analyses (SCA) de Solaize, du CNRS. Les pourcentages massiques théoriques 

(2ème colonne) correspondent aux pourcentages massiques déduits des formules brutes estimées présentées dans le Tableau 

IV.4. Les écarts absolus entre les données expérimentales et théoriques sont indiqués dans la 3ème colonne. 

SRPs SRP-1 SRP-2 SRP-3

Analyses Elémentaires - (Pourcentages massiques)

Exp. Theo. Err. Exp. Theo. Err. Exp. Theo. Err. Exp. Theo. Err.

%Gd 9.96 9.96 0 8.23 8.20 0.03 8.37 8.29 0.08 8.67 8.13 0.54
%Si 9.18 9.18 0 8.42 8.39 0.03 8.53 8.45 0.08 9.78 9.17 0.61
%N 8.55 8.66 0.11 8.76 9.08 0.32 9.31 9.38 0.07 8.05 8.68 0.63
%C 31.65 31.16 0.49 32.06 31.62 0.44 32.97 32.78 0.19 29.85 29.76 0.09
%I / / / 2.96 2.92 0.04 2.58 2.65 0.07 / / /
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SRPs SRP-1 SRP-2 SRP-3

Analyses Elémentaires - Rapports molaires

Si/Gd 5.16 5.51 5.71 6.32
N/Gd 9.64 11.96 12.49 10.43
C/Gd 41.64 51.05 51.62 45.12
I/Gd / 0.45 0.38 /

SRPs SRP-1 SRP-2 SRP-3

Analyses Elémentaires - Formules brutes

Nombre d'atomes/molécules de ……... par SRP

Gd 6 5.9 5.8 6.1
DOTA 10 10 10 9
APTES / TEOS 18.6 / 12.4 20.3 / 13.5 19.9 / 13.2 23.1 / 15.4
Molécules ciblantes / 2.6 2.3 2
H2O (ou contre-ions) 65 85 70 120
DEG 0 2 0 2

SRP-1 SRP-2 SRP-3

Analyse élémentaire

Nombre d'ions GdIII par SRP 5,9 5,8 6,1
Nombre de molécules ciblantes par SRP 2,6 2,3 2

Spectrophotométrie d'absorption UV-visible

Nombre de molécules ciblantes par SRP 2,4 2 2,4

Moyenne 2,5 ± 0,1 2,2 ± 0,2 2,2 ± 0,2

Tableau IV.3. Rapports molaires déduits des pourcentages massiques fournis par le SCA de Solaize.

Tableau IV.4. Formules brutes estimées pour chacun des échantillons et déduites des pourcentages massiques fournis par le 

SCA de Solaize.

Par analyse élémentaire, le nombre de molécules ciblantes par SRP est estimé à 2,6 pour les 

SRP-1, à 2,3 pour les SRP-2 et à 2 pour les SRP-3. 

IV.3.2.3. Récapitulatif des 2 techniques ayant permis l’estimation de la quantité 
de molécules ciblantes par SRP 

 En multipliant les rapports molaires molécule ciblante/GdIII obtenus par spectrophotométrie 

d’absorption UV-visible par le nombre d’ions GdIII estimés par analyse élémentaire, nous obtenons un 

nombre de molécules ciblantes par SRP. Les résultats sont regroupés dans le Tableau IV.5.  

Tableau IV.5. Quantités de molécules ciblantes par SRP obtenues par analyse élémentaire et spectrophotométrie d’absorption 

UV-visible. 

Les quantités de molécules ciblantes par SRP calculées à partir des données obtenues par 

analyse élémentaire et spectrophotométrie d’absorption UV-visible sont concordantes. Les SRP-1
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présentent environ 2,5 molécules ciblantes par SRP tandis que les SRP-2 et 3 en présentent autour 

de 2,2.  

IV.4. Conclusion 

Le mélanome malin est un cancer agressif répandu : il est l’un des plus difficiles à traiter. Ce 

constat justifie de nombreuses recherches afin d’améliorer le diagnostic et la thérapie des patients 

atteints de mélanome métastatique. Dans cette optique, 3 molécules dérivées de la quinoxaline ont 

été synthétisées puis greffées de manière covalente aux SRPs, conférant ainsi aux SRPs des 

propriétés de ciblage actif de la mélanine et par conséquent, du mélanome. 

Dans un premier temps, le greffage covalent des molécules ciblantes aux SRPs a été validé 

par des techniques de caractérisation telles que la relaxométrie, la PCS (Photon Correlation 

Spectroscopy), la mesure du potentiel , la spectroscopie infrarouge et la spectrométrie de masse. 

Une deuxième série de méthodes de caractérisation – à savoir : la spectrophotométrie d’absorption 

UV-visible et les analyses élémentaires – a ensuite permis d’estimer la quantité de molécules 

ciblantes par nanoparticule. Les SRPs fonctionnalisées présentent plus de 2 molécules ciblantes 

dérivées de la quinoxaline par nanoparticule et sont des candidates prometteuses pour le ciblage de 

la mélanine. 

Le ciblage des SRPs fonctionnalisées avec ces molécules ciblantes sur la mélanine a 

d’ailleurs été mis en évidence par la technologie BIAcore®, un système conventionnel utilisant le 

phénomène de résonance plasmonique de surface. Les SRP-1, 2 et 3 ont démontré une forte affinité 

pour la mélanine synthétique, par comparaison aux SRPs non fonctionnalisées. Le ciblage de la 

mélanine est dû à une forte interaction ionique, renforcée par une interaction hydrophobe plus faible, 

mais plus stable. Comparées aux SRP-2 et 3, dont les molécules ciblantes sont équipées d’un bras 

pegylé, les SRP-1 ont montré les meilleurs résultats pour le ciblage de la mélanine. Ce ciblage actif, 

combiné à la capacité des SRPs à être détectées par 4 techniques d’imagerie médicale 

complémentaires (IRM, TEMP, tomodensitométrie et imagerie de fluorescence) et à présenter des 

propriétés radiosensibilisantes, est prometteur pour de futures études visant à rendre le diagnostic 

plus précoce et plus précis et à améliorer les effets du traitement de mélanomes exprimant la 

mélanine de manière extracellulaire par radiothérapie. 
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V.1. Introduction 

Les chondrosarcomes comptent parmi les trois cancers des os les plus courants (Gelderblom 

et al., 2008) ; ils représentent 25% des cas de cancers des os (Peyrode et al., 2012 ; Peyrode et al., 

2011). Ces tumeurs chondrogénétiques croissent lentement (faible portion de cellules en division) et 

métastasent rarement. Elles sont relativement résistantes à la radiothérapie et à la chimiothérapie, 

rendant la chirurgie le meilleur traitement à chaque fois qu’elle est possible. Avec un diagnostic 

optimal et un traitement chirurgical adéquat, les chondrosaromes obtiennent de bons pronostics. 

Cependant, lorsque le cancer persiste, le chondrosarcome atteint un stade histologique supérieur et 

augmente les risques de métastases et de décès. Par conséquent, il existe un réel besoin d’éviter ces 

récurrences et de proposer de meilleures options de traitement afin de guérir les tumeurs non 

opérables et les cancers métastatiques (Gelderblom et al., 2008).  

V.1.1. Cartilage : structure et composition 
Les chondrosarcomes sont caractérisés par la production d’une matrice extracellulaire proche 

de celle du cartilage (Miot-Noirault et al., 2009). Le cartilage est un tissu conjonctif avasculaire 

dépourvu de fibres nerveuses, associant rigidité et souplesse. Il est composé de chondrocytes et de 

matrice extracellulaire, sécrétée par les chondrocytes (Chen et al., 2006). Cette matrice 

extracellulaire, qui représente 95 % du cartilage, est formée de fibres de collagène (collagène de type 

II) et d’une substance fondamentale sous forme de gelée amorphe permettant la diffusion de 

l’oxygène et des molécules dissoutes dans l’eau. Cette substance contient des protéoglycanes (PGs) 

libres, des glycoprotéines libres, des macromolécules géantes et des protéines de liaison (Mackie et 

al., 2011) (Figure V.1). 

Figure V.1. Représentation de la matrice extracellulaire du cartilage articulaire. Adaptée de Inserm 
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Le mot « protéoglycane » (PG) est la contraction des mots « protéine » et 

« glycosaminoglycane » (GAG). Les GAGs sont des polysaccharides à longue chaîne linéaire (non 

ramifiée) constitués d’unités disaccharides répétées. Le motif disaccharide est toujours composé 

d’une hexosamine, à savoir la glucosamine (GlcN) ou la galactosamine (GalN), et d’un autre ose, 

comme l’acide glucuronique (GlcA), l’acide iduronique (IdoA) ou le galactose (Gal). Les GAGs 

comprennent : la chondroïtine-sulfate, la dermatane-sulfate, la kératane-sulfate, l’héparine (ou 

héparane-sulfate) et l’acide hyaluronique. C’est d’ailleurs l’acide hyaluronique, seul GAG non O-

sulfaté, qui est à l’origine de l’élasticité du cartilage, lui permettant alors d’amortir les forces 

mécaniques. C’est aussi le seul qui n’est pas fixé à une protéine centrale. 

Lorsque ces chaînes GAGs sont liées de manière covalente à une protéine, elles forment des 

protéoglycanes. Les PGs se caractérisent par leur forme de « brosse à cheveux » : ils sont constitués 

d’une protéine centrale (partie centrale de la brosse) et de plusieurs GAGs attachés à cette protéine 

(représentés par les poils de la brosse). Les GAGs des PGs sont composés d’une centaine d’unités 

disaccharide répétées et sont principalement la chondroïtine-sulfate et la kératane-sulfate (Figure 

V.2). 

Figure V.2. Représentation d’un agrégat de protéoglycanes et des GAGs entrant dans la composition de la matrice 

extracellulaire du cartilage. 
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Pyridinium Triéthylammonium

1-(3-aminopropyl)pyridinium

Ce sont les GAGs disposés de part et d’autre de la protéine centrale qui permettent aux PGs 

d’absorber l’eau comme une éponge. Cette propriété spécifique confère au cartilage un aspect mou et 

glissant. 

V.1.2. Exploitation de l’affinité ammoniums quaternaires / protéoglycanes 
pour le diagnostic et le traitement du chondrosarcome 

La matrice extracellulaire des chondrosarcomes étant proche de celle du cartilage, les PGs 

apparaissent comme une cible de choix pour la détection et le traitement d’affections dégénératives, 

inflammatoires ou malignes du cartilage (Miot-Noirault et al., 2012 ; Cachin et al., 2011 ; Peyrode et 

al., 2011). Les charges négatives abondantes dues à la forte concentration de groupements sulfates 

et carboxylates contenues par les GAGs des PGs sont susceptibles d’interagir avec des fonctions 

chargées positivement, comme les ammoniums quaternaires (QAs) (Miot-Noirault et al., 2012 ; 

Peyrode et al., 2012). 

Des études antérieures ont d’ailleurs démontré l’existence d’une forte affinité de deux QAs 

pour les PGs : le pyridinium et le triéthylammonium (Figure V.3) (Giraud et al., 2000 ; Maurizis et al., 

2000). 

Figure V.3. Représentation des QAs ciblant les PGs. 

Il a également été prouvé que la nature du QA n’influençait pas le ciblage des PGs : aucune 

différence significative d’affinité pour les tissus cartilagineux n’a été notée entre l’ammonium 

aromatique et l’ammonium aliphatique (Giraud et al., 2000 ; Maurizis et al., 2000). Nous avons alors 

opté pour le pyridinium, plus facile et plus rapide à caractériser que son analogue aliphatique. 

Le greffage aux SRPs est réalisé avec le 1-(3-aminopropyl)pyridinium (Figure V.4), qui 

présente une fonction amine primaire, disponible pour le couplage peptidique avec les groupements 

carboxylates des molécules de DOTA des SRPs. 

Figure V.4. Représentation du pyridinium équipé d’une fonction amine primaire facilitant le couplage peptidique aux 

groupements carboxylates des molécules de DOTA des SRPs. 
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Le 1-(3-aminopropyl)pyridinium a été synthétisé par le Pr. J.M. Chezal, au sein de l’unité 

« Imagerie Moléculaire et Thérapie Vectorisée » de l’INSERM de Clermont-Ferrand. Les SRPs 

vectorisées par le 1-(3-aminopropyl)pyridinium sont abrégées SRP@QA. 

V.2. Article 

 Nos travaux sur la fonctionnalisation des SRPs avec le 1-(3-aminopropyl)pyridinium font l’objet 

de l’article ci-après, accepté par la revue Chemical Communications.
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V.3. Résultats complémentaires 

L’article ci-dessus décrit les stratégies mises en place pour le greffage du 1-(3-

aminopropyl)pyridinium aux SRPs, la caractérisation du greffage et l’observation in vivo du ciblage des 

SRPs vectorisées sur les protéoglycanes sur animaux sains. 

Comme détaillé dans l’article, l’ammonium quaternaire est greffé aux acides carboxyliques 

des molécules de DOTA vacantes, c'est-à-dire non engagées dans la complexation d’un ion GdIII, par 

couplage peptidique avec activation carbodiimide standard des fonctions carboxylates (cf. Chapitre II). 

Ensuite, les SRPs sont « remontées en GdIII » : des ions GdIII sont ajoutés après l’étape de couplage 

peptidique afin de compléter un maximum de DOTA vacants dans le but d’obtenir une meilleure 

relaxivité longitudinale des SRPs (cf. Chapitre II). Enfin, les SRPs sont purifiées puis lyophilisées (cf.

article). 

Comme cela a déjà été fait dans les Chapitres III et IV, cette partie apporte plus de précisions 

sur les différentes méthodes ayant permis la caractérisation et la quantification du couplage de 

l’aminopropylpyridinium aux SRPs. 

Toutes les analyses sont réalisées sur les SRPs finales, donc « remontées en GdIII », et les 

concentrations en ions GdIII sont mesurées par ICP-OES. 

Ce travail a été réalisé dans le cadre du projet Lantharad, portant sur les nanosondes 

hybrides radiosensibilisantes pour le traitement des tumeurs radiorésistantes. Les résultats 

prometteurs annoncés dans l’article ci-dessus démontrant l’affinité des nanoparticules vectorisées 

pour les protéoglycanes contenus dans le cartilage d’animaux sains ont été confirmés par des études 

in vivo supplémentaires sur des rats porteurs de chondrosarcome. Ces études font actuellement 

l’objet du brevet FR1159856, déposé le 28/10/2011, ayant pour titre « Nanoparticules fonctionnalisées 

pour le ciblage des protéoglycanes et leurs applications ». Ainsi, nous présenterons dans cette partie 

les résultats de ciblage in vivo des nanoparticules vectorisées sur les rats porteurs de 

chondrosarcome. Enfin, dans la continuité de ce projet, des études préliminaires de radiothérapie 

visant à démontrer le potentiel des SRPs vectorisées par le 1-(3-aminopropyl)pyridinium en tant 

qu’agents radiosensibilisants pour le traitement du chondrosarcome ont été mises en place et ont 

permis d’obtenir des résultats encourageants, que nous présenterons également en fin de chapitre. 

V.3.1. Validation du greffage du 1-(3-aminopropyl)pyridinium aux SRPs 

V.3.1.1. PCS (Photon Correlation Spectroscopy) et Potentiel 

Les diamètres hydrodynamiques (DH) moyens des SRPs non fonctionnalisées et des SRPs 

fonctionnalisées avec le 1-(3-aminopropyl)pyridinium ont été mesurés par PCS et leurs valeurs sont 
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reportées dans la Figure V.5. (A). Le couplage covalent d’une ou plusieurs molécules ciblantes sur les 

SRPs est mis en évidence par l’augmentation du diamètre hydrodynamique moyen (2,2 ± 1,1 nm pour 

les SRPs non fonctionnalisées et 5,7 ± 1,6 nm pour les SRPs fonctionnalisées). 

Ce premier résultat est en adéquation avec les mesures de potentiel  des SRPs vectorisées 

et des SRPs non fonctionnalisées, à différentes valeurs de pH Figure V.5. (B). Le 1-(3-

aminopropyl)pyridinium apporte une charge positive par molécule greffée aux SRPs, quelque soit le 

pH. Comme attendu, les SRP@QA présentent une charge de surface supérieure aux SRPs non 

fonctionnalisées, démontrant ainsi le greffage d’un ou plusieurs ammonium(s) quaternaire(s) aux 

SRPs. 

Figure V.5. (A) Diamètres hydrodynamiques (DH) moyens des SRPs non fonctionnalisées et fonctionnalisées. (B) Potentiels 

des SRPs non fonctionnalisées et fonctionnalisées en fonction du pH de la solution. 

V.3.1.2. Spectrométrie de Masse (SM) 

Les études de spectrométrie de masse ont été réalisées à l’ILM, au sein de l’équipe 

Spectrométrie des Biomolécules et Agrégats sur les SRP@QA, en collaboration avec les Directeurs 

de Recherche Philippe Dugourd et Rodolphe Antoine, afin de confirmer le couplage covalent de 

l’ammonium quaternaire aux SRPs. 

Le protocole opératoire décrit dans le Chapitre III a été conservé. Plus précisément, une 

solution aqueuse de SRP@QA a été soumise à une ionisation électrospray (ESI) pour générer des 

ions intacts en phase gazeuse, de manière à obtenir des informations sur le rapport masse sur charge 

(m/Z). Les SRPs comprennent de nombreux groupements ionisés (comme les complexes 

[GdIII(DOTA)]-), responsables de la distribution d’états de charge observée sur chaque spectre de 

masse obtenu. Un algorithme de corrélation multiplicatif a permis d’estimer la masse moyenne des 

SRP@QA à partir du spectre présentant le rapport m/Z, obtenu par ESI (Figure V.6). La distribution 
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des SRP@QA est partagée en deux : l’une correspondant à une masse de 9,7 ± 0,2 kDa, et l’autre 

correspondant à une masse de 8,6 ± 0,2 kDa. 

Conformément aux observations faites dans le Chapitre III, plusieurs pics caractéristiques des 

SRPs non fonctionnalisées ont été retrouvés aux basses masses, en mode négatif (Lux et al., 2011). 

Le pic à m/Z 749 est spécifique du fragment [GdIII(DOTA-Si(OH)3)]-, à savoir, le complexe 

[GdIII(DOTA)]- porté par un groupement silanetriol issu de la matrice de polysiloxane. Le pic à m/Z 630 

est caractéristique du fragment [GdIII(DOTA)(H2O)]- : il correspond au résultat du clivage de la liaison 

amide entre les molécules de DOTA et d’APTES du fragment précédent à m/Z 749, par la perte d’un 

fragment [NH(CH2)3Si(OH)3]- (Harrison et al., 2003). Cette rupture s’accompagne par la création d’une 

double liaison C=C. Aussi, le nombre de coordination de l’ion GdIII variant entre 8 et 9, une molécule 

d’eau complète la sphère de coordination de l’ion métallique (cf. Chapitre III). Enfin, le pic à m/Z 594 

est spécifique du fragment (DOTA-Si(OH)3)-, à savoir, la molécule de DOTA portée par un silanetriol 

issu de la matrice de polysiloxane. Comme attendu, ces trois pics à m/Z 749, m/Z 630 et m/Z 594 ont 

été observés aussi bien pour les SRPs non fonctionnalisées que pour les SRPs fonctionnalisées avec 

le 1-(3-aminopropyl)pyridinium. 

Figure V.6. (A) Spectre ESI des SRP@QA en mode positif. (B) Algorithme de corrélation multiplicatif des SRP@QA, déduit du 

spectre ESI.

En mode positif, la partie « basses masses » du spectre ESI est dominée par un pic à m/Z

714, caractéristique des SRP@QA. Ce pic est attribué au fragment (QA-DOTA-Si(OH)3)+, au sein 
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duquel l’ammonium quaternaire serait lié de manière covalente à une molécule de DOTA portée par 

un groupement silanetriol (Figure V.7). Le noyau pyridinium est responsable de la charge positive du 

fragment. Le pic à m/Z 596 est observé pour les deux types de SRPs (fonctionnalisées et non 

fonctionnalisées) : il correspond au pic à m/Z 594 en mode négatif, à savoir le fragment (DOTA-

Si(OH)3)+. 

Figure V.7. Spectre ESI des SRP@QA aux basses masses, en mode positif. Le pic à m/Z 596 a été observé à la fois pour les 

SRPs et les SRP@QA. Le pic à m/Z 714, lui, est caractéristique des SRP@QA.

Le fragment à m/Z 714 prouve la conjugaison covalente du 1-(3-aminopropyl)pyridinium aux 

SRPs tandis que l’absence d’ion GdIII au sein du fragment démontre que le greffage des molécules a 

lieu en priorité sur les ligands DOTA vacants. 

V.3.1.3. Relaxométrie 

Les relaxivités longitudinales r1 des SRPs non fonctionnalisées et des SRPs fonctionnalisées 

avec le 1-(3-aminopropyl)pyridinium ont été calculées selon l’équation 1 (Li Y. et al., 2012) :  

  

(1) 

où r1 est la relaxivité longitudinale exprimée en mM-1.s-1, [Gd3+] est la concentration réelle en 

gadolinium (mM) et, T1,obs et T1,H2O sont les temps de relaxation longitudinale (ms) en présence et en 

l’absence de SRPs, respectivement. 
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r1, 60 MHz (mM-1.s-1)

SRPs 11.2
SRP@QA 12.2

Comme expliqué dans le Chapitre II, la relaxivité dépend de nombreux facteurs tels que le 

champ externe, le nombre d’hydratation de la sphère de coordination de l’ion GdIII, le temps moyen de 

résidence des molécules d’eau dans la sphère de coordination de l’ion GdIII, le temps de corrélation 

rotationnel et le temps de relaxation électronique. La nouvelle génération d’agents de contraste pour 

l’IRM joue sur les différents facteurs susceptibles d’augmenter la relaxivité (Botta et al., 2012). 

Les valeurs des relaxivités longitudinales calculées pour les SRPs non fonctionnalisées et 

pour les SRP@QA à 60 MHz sont reportées dans le Tableau V.1. 

Tableau V.1. Relaxivités longitudinales des SRPs non fonctionnalisées et fonctionnalisées à 60 MHz, calculées selon l’équation 

(1). 

Les relaxivités longtudinales des deux types de SRPs (fonctionnalisées ou non, r1 > 11 mM-

1.s-1 à 60 MHz) sont supérieures à celles des agents de contraste commerciaux couramment utilisés 

(Dotarem® ou Magnevist®), de valeur inférieure à 4 mM-1.s-1 à 60 MHz (Lux et al., 2011). Ainsi, la 

relaxivité par élément (nanoparticule ou molécule) est supérieure dans le cas des SRPs, comparée à 

celle des petites molécules organiques. La rigidité du support macromoléculaire (la matrice de 

polysiloxane dans notre cas) et l’augmentation du poids moléculaire global sont également à l’origine 

de l’augmentation de la relaxivité : ils jouent sur le temps de corrélation rotationnel R. Les SRPs 

présentent un fort contraste pour un faible volume, ce qui induit un meilleur contraste en IRM (Li Y. et 

al., 2012). 

La relaxivité longitudinale des SRPs vectorisées est légèrement supérieure à celle des SRPs 

non fonctionnalisées (12,2 et 11,2 mM-1.s-1, respectivement). Le couplage covalent d’une ou plusieurs 

molécules ciblantes sur les SRPs augmente la masse globale des nanoparticules : cette variation de 

poids moléculaire est susceptible d’influer à nouveau sur le temps de corrélation rotationnel R et par 

conséquent, d’augmenter légèrement la relaxivité longitudinale des SRPs vectorisées, comparée à 

celle des SRPs non fonctionnalisées.  

V.3.2. Estimation du taux de greffage du 1-(3-aminopropyl)pyridinium aux 
SRPs 

Les mesures de diffusion dynamique de lumière (PCS) et de potentiel , ainsi que la 

spectrométrie de masse et la relaxométrie ont mis en évidence le couplage covalent du 1-(3-

aminopropyl)pyridinium aux SRPs. Cependant, ces techniques ne permettent pas de quantifier le 

nombre de molécules greffées par SRP. Afin d’estimer le rendement de couplage, 2 techniques 

quantitatives ont été utilisées : la spectrophotométrie d’absorption UV-visible et l’analyse élémentaire. 
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V.3.2.1. Spectrophotométrie d’absortion UV-visible 

Le spectre d’absorption UV-visible du 1-(3-aminopropyl)pyridinium en solution aqueuse 

présente une bande intense dans la région UV ( 259 nm ~ 5900 L.mol-1.cm-1) (Figure V.8. (A)), attribuée 

aux transitions de spin autorisées  - * du noyau pyridinium (Hwang et al., 2005). Les spectres 

d’absorption UV-visible des SRPs non fonctionnalisées et des SRPs fonctionnalisées avec 

l’ammonium quaternaire sont reportés en Figure V.8. (B). 

Figure V.8. Spectres d’absorption UV-visible du 1-(3-aminopropyl)pyridinium (A), des SRPs et des SRP@QA (B).

La bande intense caractéristique du noyau pyridinium (259 nm) a été observée, ainsi que la 

légère contribution due aux SRPs, à 295 nm. Ces spectres d’absorption UV-visible ont été comparés 

avant et après purification pour le calcul des rendements de greffage et du nombre final d’ammoniums 

quaternaires par ion GdIII, en partant de l’hypothèse que le couplage peptidique du vecteur sur les 

SRPs n’a pas d’influence notable sur le coefficient d’extinction molaire du 1-(3-

aminopropyl)pyridinium. Les SRP@QA présentent 0,32 vecteurs par ion GdIII. 

V.3.2.2. Analyse élémentaire 

Les analyses élémentaires ont également permis d’évaluer le taux de greffage du 1-(3-

aminopropyl)pyridinium aux SRPs. Les pourcentages massiques obtenus par analyse élémentaire 

sont regroupés dans le Tableau V.2. 

Comme énoncé aux Chapitre III et IV, deux hypothèses ont été faites pour estimer la 

composition chimique de chacun des échantillons contenant les SRPs : 

 chaque SRP possède 10 ± 1 molécules de DOTA ; 

 le rapport molaire APTES/TEOS de la matrice de polysiloxane reste constant pendant 

les différentes étapes de synthèse et de purification (0,6 APTES / 0,4 TEOS). 

En considérant ces hypothèses, une formule brute approximative est déduite par méthode 

empirique. Comme seuls les pourcentages massiques des atomes de Gd, Si, C et N ont été mesurés, 
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200 250 300 350 400 450 500
0,0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

A
 (u

.a
.)

Longueur d'onde (nm)

 [QA] = 0.1 mM

200 250 300 350 400 450 500
0,00

0,02

0,04

0,06

0,08

0,10

0,12

A
 (u

.a
.)

Longueur d'onde (nm)

 SRP
 SRP@QA



Chapitre V – Fonctionnalisation des SRPs avec un 

aminopropylpyridinium pour le ciblage des protéoglycanes 

  

245

SRPs SRP@QA

Analyses Elémentaires - (Pourcentages massiques)

Exp. Theo. Err. Exp. Theo. Err.
%Gd 12.09 12.16 0.07 12.04 11.66 0.38
%Si 7.89 7.94 0.05 9.57 9.27 0.30
%N 8.6 8.57 0.03 8.54 8.87 0.33
%C 31.37 31.32 0.05 31.21 31.59 0.38

il convenait de prendre en compte dans nos calculs les atomes différents de ceux-ci, susceptibles 

d’être contenus dans les échantillons. Les molécules d’eau ont été prises en compte dans nos calculs. 

Les formules brutes indiquées dans le Tableau V.3 sont approximatives. Le nombre de 

molécules d’eau a été estimé à titre indicatif et ces molécules d’eau pourraient d’ailleurs être 

remplacées par des contre-ions, par exemple. Ces formules brutes ont été déduites avec une erreur 

absolue inférieure à 0,4% par rapport aux pourcentages massiques fournis dans le Tableau V.2. 

Tableau V.2. Analyses élémentaires (en pourcentages massiques). Pour chaque échantillon, les données expérimentales (1ère

colonne) sont fournies par le Service Central d’Analyses (SCA) de Solaize, du CNRS. Les pourcentages massiques théoriques 

(2ème colonne) correspondent aux pourcentages massiques déduits des formules brutes estimées présentées dans le Tableau 

V.3. Les écarts absolus entre les données expérimentales et théoriques sont indiqués dans la 3ème colonne. 

Tableau V.3. Formules brutes estimées pour chacun des échantillons et déduites des pourcentages massiques fournis par le 

SCA de Solaize.

Par analyse élémentaire, le nombre de vecteurs par SRP est estimé à 2 pour les SRP@QA. 

V.3.2.3. Récapitulatif des 2 techniques ayant permis l’estimation de la quantité 
de vecteurs par SRP 

 En multipliant les rapports molaires vecteur/GdIII obtenus par spectrophotométrie d’absorption 

UV-visible par le nombre d’ions GdIII estimés par analyse élémentaire, le nombre d’ammoniums 

quaternaires par SRP peut être calculé. Les résultats sont regroupés dans le Tableau V.4.  

SRPs SRP@QA

Analyses Elémentaires - Formules brutes

Nombre d'atomes/molécules de ……… par SRP

Gd 7 7.5
DOTA 10 10
APTES/TEOS 15.3 /10.2 20.0 / 13.3
QA / 2
H2O (ou contre-ions) 60 32
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SRPs SRP@QA

Analyse Elémentaire

Nombre d'ions GdIII par SRP 7 7.5
Nombre de vecteurs par SRP / 2

Spectrophotométrie d'absorption UV-visible

Nombre de vecteurs par SRP / 2.4

Moyenne / 2.2 ± 0.2

Tableau V.4. Estimation de la quantité de vecteurs par SRP, obtenue par analyse élémentaire et par spectrophotométrie 

d’absorption UV-visible. 

Les quantités de vecteurs par SRP calculées à partir des données obtenues par analyse 

élémentaire et spectrophotométrie d’absorption UV-visible sont concordantes. Les SRP@QA 

présentent environ 2,2 ammoniums quaternaires par SRP.  

V.3.3. Etudes in vivo menées dans le cadre du projet Lantharad (résultats 
confidentiels) 

Les études in vivo de biodistribution et de radiosensibilisation avec les SRPs fonctionnalisées 

avec le 1-(3-aminopropyl)pyridinium ont été réalisées dans le cadre du projet Lantharad, portant sur 

les nanosondes hybrides radiosensibilisantes pour le traitement des tumeurs radiorésistantes. 

Les études in vivo et ex vivo de biodistribution des SRP@QA par imagerie TEMP ont été 

réalisées à l’INSERM de Clermont-Ferrand, au sein de l’unité « Imagerie Moléculaire et Thérapie 

Vectorisée », par les équipes du Pr. J.M. Chezal et du Dr. E. Miot-Noirault. Ces études font 

actuellement l’objet d’un brevet, dont nous résumons ici les principaux résultats : elles démontrent le 

ciblage des SRP@QA sur les protéoglycanes contenus dans le chondrosarcome SRC par imagerie 

TEMP. Ces recherches constituent une première approche pour la détermination du temps après 

injection des SRP@QA pour lequel le rapport tumeur/muscle est le plus élevé : ce temps permet 

d’indiquer la durée à attendre après injection des SRP@QA pour réaliser les acquisitions TEMP les 

plus précises dans le cadre d’un diagnostic. 

Suite à ces observations, des études de radiosensibilisation du chondrosarcome par les 

SRP@QA ont été menées au Centre Hospitalier Lyon Sud, par les équipes du Dr. E. Miot-Noirault de 

l’unité « Imagerie Moléculaire et Thérapie Vectorisée » de l’INSERM de Clermont-Ferrand, du Pr. M. 

Janier du service de médecine nucléaire de l’Hôpital Edouard Herriot et du Pr. C. Rodriguez-Lafrasse 

du laboratoire de radiobiologie cellulaire et moléculaire du Centre Hospitalier Lyon Sud. Ces travaux 

de recherche préliminaire visent à mettre en évidence le potentiel des SRP@QA en tant qu’agent 

radiosensibilisant pour le traitement du chondrosarcome par radiothérapie. 
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V.3.3.1. Etudes de biodistribution des SRP@QA par imagerie TEMP 

Les études de biodistribution ont été réalisées sur des rats porteurs de chondrosarcome SRC 

(Swarm Rat Chondrosarcoma), greffé en orthotopique, en position paratibiale. 

- Présentation du chondrosarcome SRC :

Le SRC est une lignée de tissu tumoral dérivée d’une tumeur survenant spontanément chez 

les rats Sprague-Dawley ; il représente l’un des systèmes de culture cellulaire les plus utiles pour les 

études de métabolisme du cartilage. Les cellules croissent de manière fiable et reproductible et 

produisent de grandes quantités de matrice extracellulaire. De plus, qu’elles soient injectées dans les 

tissus sous-cutanés ou dans l’os, ces cellules ont un comportement assez proche de celles du 

chondrosarcome humain (Stevens et al., 2005). Le SRC obtenu après 35 jours d’implantation de la 

greffe paratibiale correspond à un chondrosarcome bien différencié de grade II. 

- Dispositif d’acquisition des images TEMP :

Afin de détecter les nanoparticules par imagerie TEMP, les SRPs non fonctionnalisées et les 

SRP@QA ont été radiomarquées à l’Indium 111. La gamma-caméra utilisée pour les acquisitions in 

vivo puis ex vivo permet la réalisation d’images planaires tomoscintigraphiques à l’aide de ses deux 

têtes d’acquisition. Grâce à des collimateurs adaptés, elle autorise la détection de l’111In (acquisition 

réalisées sur deux fenêtres (15%) centrées sur les pics à 171 et 245 keV). Cette -caméra est dédiée 

au petit animal : son champ de vue de 10 cm de diamètre autorise les acquisitions corps entier chez la 

souris, mais seulement partielle chez le rat (Figure V.9). 

Figure V.9. (A) Dispositif mis en place pour l’acquisition d’images TEMP in vivo sur rats porteurs de chondrosarcome SRC, 

greffé en orthotopique, en position paratibiale. (B) et (C) Images obtenues au niveau de la patte porteuse de la tumeur, 25 min 

après injection des SRPs. (B) SRPs non fonctionnalisées radiomarquées à l’111In. (C) SRP@QA radiomarquées à l’111In. Ces 

images démontrent la fixation spécifique des SRP@QA aux protéoglycanes contenus dans le SRC. 
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SRPs SRP@QA

Rapport activité tumeur / activité muscle

10 min après injection 1.46 ± 0.24 2.40 ± 0.48
50 min après injection 1.56 ± 0.13 2.3 ± 0.53
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- Etudes de biodistribution in vivo et ex vivo :

Les seringues contenant les deux types de SRPs radiomarquées à l’111In (fonctionnalisées ou 

non) ont été calibrées de façon à injecter la même activité dans chaque rat, à savoir 5-10 MBq par rat, 

dans un volume inférieur à 500 L. Les résultats sont exprimés par rapport à l’activité mesurée dans le 

muscle proche : il s’agit du rapport de l’activité moyenne mesurée dans la tumeur sur l’activité 

moyenne mesurée dans le muscle proche. Toutes les activités ont été corrigées de la décroissance 

radioactive et les résultats sont exprimés en coups par minute par gramme d’organe (cpm/g).  

Les ratios des activités mesurées dans la tumeur et dans le muscle lors de l’étude de 

biodistribution des SRPs et des SRP@QA in vivo sont reportés dans la Figure V.10.  

Figure V.10. Etude de biodistribution in vivo sur rats porteurs de chondrosarcome SRC, greffé en orthotopique, en position 

paratibiale. Rapports tumeur/muscle obtenus par imagerie TEMP à 10 min et 50 min post-injection. 

 Les rapports d’activités tumeur/muscle des deux types de SRPs (fonctionnalisés ou non) 

démontrent un ciblage passif des SRPs, dû à leurs propriétés physicochimiques. Le rapport d’activités 

tumeur/muscle des SRPs fonctionnalisées avec le 1-(3-aminopropyl)pyridinium est supérieur à celui 

des SRPs non fonctionnalisées, démontrant alors un ciblage actif des SRPs fonctionnalisées, dû au 

vecteur. Cette étude de biodistribution in vivo a été complétée par une étude ex vivo.  

Les animaux ont été sacrifiés à différents temps. Les organes ont ensuite été isolés, pesés et 

comptés afin d’en déterminer la concentration radioactive. Les ratios des activités mesurées dans la 

tumeur et dans le muscle lors de l’étude de biodistribution des SRPs et des SRP@QA ex vivo sont 

reportés dans la Figure V.11.  

Figure V.11. Etude de biodistribution ex vivo menée sur 6 rats porteurs de chondrosarcome SRC, greffé en orthotopique, en 

position paratibiale (1 animal par temps et par type de SRP). Rapports tumeur/muscle obtenus par imagerie TEMP après 

sacrifice des animaux à 30 min, 1 h et 3 h post-injection. 

SRPs SRP@QA

Rapport tumeur / muscle

Sacrifice à 30 min 2.78 1.60
Sacrifice à 1h 1.65 2.38
Sacrifice à 3h 2.50 5.73

30 min 1h 3h
0,0
0,5
1,0
1,5
2,0
2,5
3,0
3,5
4,0
4,5
5,0
5,5
6,0

R
at

io
 T

um
eu

r /
 M

us
cl

e

Temps post-injection du sacrifice de l'animal

 SRP
 SRP@QA



Chapitre V – Fonctionnalisation des SRPs avec un 

aminopropylpyridinium pour le ciblage des protéoglycanes 

  

249

HEMCSS SRC

Type de tumeur Temps (s)

%
 a

ct
iv

ité
co

rp
or

el
le

g 
pr

ot
éo

gl
yc

an
es

/ m
g 

tu
m

eu
r

7.46

0.23

Coeur
Rein g.
Rein d.

Tumeur

A) B)

A partir de la première heure, le rapport tumeur/muscle est plus élevé dans le cas des SRPs 

fonctionnalisées avec l’ammonium quaternaire que dans le cas des SRPs non fonctionnalisées. A 3 h 

post-injection, le ratio élevé des SRP@QA démontre une accumulation intra-tumorale spécifique alors 

qu’il existe une clairance musculaire dans le même temps. 

- Etudes complémentaires sur l’expression des protéoglycanes au sein des modèles de 

chondrosarcome (i) murin : SRC et (ii) humain : HEMCSS  :

Sur 3 souris SCID porteuses de xénogreffe du chondrosarcome issu de la lignée humaine 

HEMCSS et 3 rats porteurs de chondrosarcome SRC, greffé en orthotopique, en position paratibiale, 

la tumeur a été prélevée après sacrifice de l’animal pour un dosage biochimique des protéoglycanes. 

Il a été démontré que la lignée murine SRC exprimait plus de 30 fois plus de protéoglycanes que la 

lignée humaine HEMCSS (Figure V.12. (A)). D’ailleurs, lors de l’injection des SRP@QA, les études de 

biodistribution in vivo sur les souris SCID porteuses de xénogreffe HEMCSS ont démontré qu’aucune 

fixation des SRP@QA n’avait eu lieu au sein de la tumeur (Figure V.12. (B)). En revanche, lors de 

l’injection des SRP@QA chez les rats porteurs de SRC, une fixation abondante de SRP@QA a été 

observée au sein de la tumeur (Figures V.9, 10 et 11). 

Figure V.12. (A) Comparaison de la teneur en protéoglycanes des tumeurs HEMCSS (lignée humaine) et SRC (lignée murine). 

(B) Etude de biodistribution in vivo des SRP@QA sur souris SCID porteuses xénogreffe sous-cutanée de chondrosarcome 

HEMCSS, n’exprimant pas de protéoglycane. 

L’évaluation intra-tumorale des protéoglycanes a permis de vérifier que la fixation spécifique 

au sein de la tumeur SRC était corrélée à une densité élevée de protéoglycanes observée au sein du 

chondrosarcome SRC, contrairement à la tumeur HEMCSS. 

V.3.3.2. Etudes de radiosensibilisation du chondrosarcome par les SRP@QA 

Les études de biodistribution précédentes ayant démontré la pertinence de l’utilisation du 

modèle SRC pour son expression abondante de protéoglycanes, les expériences de 

radiosensibilisation sont à nouveau réalisées sur des rats porteurs de chondrosarcome SRC.
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25 rats porteurs de 
SRC (greffe ectopique)

1er groupe (10 rats)

Irradiation classique (pas 
d’agent radiosensibilisant)

2ème groupe (5 rats)

Injection IT de SRP@QA 
PAS d’irradiation

3ème groupe (10 rats)

Injection IT de SRP@QA 
+ Irradiation

10 Gy 10 Gy, 5 min 
après injection

[GdIII]SRP@QA = 10 mM
V = 100 L

[GdIII]SRP@QA = 10 mM
V = 100 L

 Cependant, afin d’éviter d’éventuels dommages au niveau des tissus sains, l’irradiation d’une 

tumeur en présence d’agents radiosensibilisants doit observer deux paramètres primordiaux : (i) la 

concentration en agent radiosensibilisant doit être maximale dans la zone tumorale et (ii) nulle dans 

les zones saines. 

Une première étude de radiosensibilisation est menée sur un groupe de 25 rats porteurs de 

SRC greffé en ectopique, répartis en 3 groupes : le premier groupe de rats ne reçoit pas d’agent 

radiosensibilisant et subit une irradiation classique, le second reçoit des SRP@QA (par injection 

intratumorale) mais pas d’irradiation, et le dernier reçoit également des SRP@QA (par injection 

intratumorale) puis est traité par irradiation (Figure V.13). Les deux groupes de rats traités par 

irradiation reçoivent une monodose de 10 Gy, 5 min après injection du sérum physiologique dans le 

cas du premier groupe ou 5 min après injection des SRP@QA dans le cas du troisième groupe. 

Les différents paramètres d’irradiation ont été choisis selon les expériences habituellement 

réalisées au laboratoire de radiobiologie cellulaire et moléculaire du Centre Hospitalier Lyon Sud sur 

d’autres modèles de cancers radiorésistants, notamment le carcinome tête et cou (lignée cellulaire 

SQ20B). L’injection des SRP@QA par voie intratumorale est préférée à l’injection par voie 

intraveineuse pour cette première expérience de radiosensibilisation, dans le but d’optimiser la 

concentration de l’agent radiosensibilisant au sein de la tumeur et de minimiser sa concentration dans 

les tissus environnants. Enfin, la greffe ectopique du SRC est privilégiée par rapport à la greffe 

orthotopique car elle présente plus de facilités de manipulation : l’injection par voie intratumorale était 

quasiment impossible sur la tumeur greffée en orthotopique car elle était multilobée ; de plus, le 

volume tumoral des tumeurs greffées en ectopique est facilement mesurable. 

Figure V.13. Répartition des différents groupes de rats pour la 1ère étude de radiosensibilisation du SRC par les SRP@QA. 
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Groupe 2 : SRP@QA (pas d’irradiation)
Groupe 1 : irradiation (pas de SRP)

Groupe 3 : SRP@QA + irradiation

Le volume de la tumeur est relevé le jour de l’irradiation puis au fil du temps, et la croissance 

tumorale est calculée (Figure V.14). 

Figure V.14. Courbe représentant la croissance tumorale en fonction du temps après irradiation des rats par une monodose de 

10 Gy (groupes 1 et 3 ; le groupe 2 n’est pas irradié). Groupe 1 : irradiation classique (pas d’injection d’agent radiosensibilisant). 

Groupe 2 : injection IT de SRP@QA (100 L, [Gd3+] = 10 mM), pas d’irradiation. Groupe 3 : injection IT de SRP@QA (100 L, 

[Gd3+] = 10 mM) puis irradiation 5 min après injection. 

Pour le deuxième groupe de rats (rats ayant reçu une injection IT de SRP@QA mais non 

traités par irradiation), la tumeur ne cesse de croître, ce qui indique que les SRP@QA seules n’ont 

aucun effet thérapeutique. En ce qui concerne le premier groupe (rats ayant subi une irradiation 

classique), la tumeur croît plus lentement, démontrant une certaine efficacité de la radiothérapie à 

ralentir la croissance tumorale mais son incapacité à réduire le volume tumoral car le chondrosarcome 

est une tumeur radiorésistante. Enfin, pour le troisième groupe (rats ayant reçu une injection IT de 

SRP@QA puis traités par irradiation), la croissance tumorale est dans un premier temps ralentie puis 

la tumeur semble diminuer. Cependant, compte-tenu des barres d’erreurs, il serait prématuré de 

conclure à un effet radiosensibilisant des SRP@QA. L’expérience a été prolongée sur 15 jours 

supplémentaires mais aucun effet synergique des SRP@QA et de l’irradiation n’a pu être constaté. 

Des études supplémentaires doivent alors être réalisées, notamment sur le choix (i) du 

modèle d’implantation de la tumeur (greffe orthotopique ou ectopique), (ii) de la voie d’injection (IT ou 

IV), (iii) de la dose d’irradiation et (iv) du temps séparant l’injection de l’irradiation, de façon à 

démontrer l’effet radiosensibilisant des SRP@QA. 
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V.4. Conclusion 
L’objectif de ces recherches était de démontrer la capacité des SRP@QA à se lier aux tissus 

cartilagineux. Sur la base d’études précédentes (Miot-Noirault et al., 2012 ; Peyrode et al., 2012 ; 

Cachin et al., 2011 ; Peyrode et al., 2011 ; Miot-Noirault et al., 2009 ; Giraud et al., 2000 ; Maurizis et 

al., 2000), un pyridinium a été greffé aux SRPs pour les études de ciblage des protéoglycanes via une 

interaction électrostatique entre le QA chargé positivement et les groupements sulfate et carboxylate 

négativement chargés des PGs. 

Le greffage covalent du vecteur aux SRPs a été validé par des techniques de caractérisation 

telles que la relaxométrie, la PCS, la mesure du potentiel  et la spectrométrie de masse. Une 

deuxième série de méthodes de caractérisation – à savoir : la spectrophotométrie d’absorption UV-

visible et les analyses élémentaires – a ensuite permis d’estimer une moyenne de 2,2 vecteurs 1-(3-

aminopropyl)pyridinium par SRP. 

L’aptitude des SRP@QA à cibler les tissus cartilagineux a été démontrée avec succès par 

imagerie TEMP. Au-delà du ciblage du cartilage articulaire, des études de ciblage du chondrosarcome 

murin (SRC) ont été réalisées et positionnent les SRP@QA comme agents d’imagerie potentiels du 

chondrosarcome humain. De plus, des études visant à démontrer le potentiel des SRP@QA en tant 

qu’agents radiosensibilisants du chondrosarcome ont été menées en amont et, après optimisation des 

différents paramètres d’irradiation, pourraient permettre un jour de proposer les SRP@QA comme 

agents théranostiques du chondrosarcome. 
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Conclusion 
Dans un contexte où la lutte contre le cancer est un problème majeur de santé publique, 

l’amélioration de la compréhension de la maladie, la prévention des risques qui y sont liés, la 

recherche d’un diagnostic plus précoce et plus précis, et l’augmentation de l’efficacité des traitements 

actuels sont autant de sujets qui motivent la recherche sur le cancer. Aujourd’hui, un patient sur deux 

guérit, contre un sur trois il y a 15 ans ; chez l’enfant, les chiffres de la Fondation ARC (Association 

pour la Recherche sur le Cancer) annoncent 70 à 80 % de guérison, soit trois fois plus qu’il y a 30 ans 

(ARC). Ces progrès notables incitent les chercheurs à persévérer afin de freiner l’une des premières 

causes de mortalité dans le monde. 

Une des problématiques de l’équipe FENNEC (Formation et Elaboration de NaNomatériaux et 

Cristaux) de l’Institut Lumière Matière consiste à développer des nanoparticules multifonctionnelles 

dont les trois principaux objectifs sont : (i) affiner le diagnostic, (ii) améliorer le traitement et (iii) rendre 

ces agents théranostiques spécifiques du cancer en question. 

Les SRPs développées s’inscrivent, dans un premier temps, dans une optique de détection du 

cancer à un stade plus précoce. En effet, les SRPs ont déjà démontré leur potentiel en tant qu’agent 

d’imagerie multimodale : elles sont détectables par quatre modalités d’imagerie différentes, à savoir : 

l’IRM, la TEMP, la TDM et l’imagerie optique (Lux et al., 2011). Ces SRPs offrent ainsi une palette 

d’outils complète et efficace pour le diagnostic du cancer. D’autre part, il a également été prouvé qu’en 

IRM, les SRPs produisaient un meilleur contraste que les agents de contraste actuels (Lux et al., 

2011), aboutissant alors à un diagnostic par IRM plus précis. 

Parallèlement, les nanoparticules à base de gadolinium ont aussi démontré leur potentiel en 

tant qu’agent radiosensibilisant (Le Duc et al., 2011 ; Mowat et al., 2011), laissant présager un avenir 

prometteur aux SRPs pour l’amélioration des traitements par radiothérapie. Ces nanoplateformes 

multifonctionnelles regroupent au sein d’un seul et même objet des agents permettant d’améliorer le 

diagnostic du cancer et l’efficacité du traitement par radiothérapie, mais aussi de suivre l’évolution du 

traitement. 

Enfin, grâce à leur petite taille (< 5 nm), les SRPs synthétisées ont la capacité de s’accumuler 

de manière sélective dans les tumeurs solides, en raison de l’hyperperméabilité vasculaire et du 

dysfonctionnement du système lymphatique (effet EPR). Ce ciblage passif peut être renforcé par la 

vectorisation de ces nanoplateformes multifonctionnelles, afin de les rendre spécifiques du cancer à 

traiter. Le présent travail de thèse s’inscrit dans cette optique de fonctionnalisation des SRPs en vue 

de l’obtention d’un ciblage actif des tumeurs. En effet, la fonctionnalisation des SRPs par des vecteurs 

permet d’optimiser leur accumulation et leur rétention au sein des tumeurs, pour une meilleure 

efficacité de ces nanoparticules en tant qu’agents théranostiques. 

Des stratégies de greffage sur la base de formation de liaisons amides ont alors été mises en 

place pour le couplage covalent de différentes entités ciblantes aux SRPs. Plus précisément, cinq 

molécules ciblantes ont retenu notre attention : (i) un pentapeptide cyclique contenant le motif RGD –

ciblant l’intégrine 3, récepteur de cellule endothéliale pour les protéines de la matrice extracellulaire, 

(ii) trois molécules dérivées de la quinoxaline – ciblant la mélanine, sur-exprimée par le mélanome 
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(cancer de la peau), et (iii) un ammonium quaternaire – ciblant les protéoglycanes, sur-exprimés par le 

chondrosarcome (cancer du cartilage). 

Le greffage de chacune de ces molécules ciblantes a été exhaustivement mis en évidence par 

différentes méthodes de caractérisation qualitatives et/ou quantitatives au sein du laboratoire et dans 

le cadre de plusieurs collaborations : PCS, potentiel , relaxométrie, profils NMRD, ICP-OES, FCS, 

spectroscopie IR, spectrométrie de masse, spectrophotométrie d’absorption UV-visible, spectroscopie 

de fluorescence, HPLC et analyse élémentaire. Pour chaque molécule ciblante, plus de 2 molécules 

ont été greffées par SRP, afin de maximiser les affinités avec la cible correspondante. Le ciblage de 

chacune des  SRPs vectorisées a alors été démontré in vitro et/ou in vivo, par le biais de diverses 

collaborations. 

L’affinité des SRPs fonctionnalisées avec le pentapeptide cyclique contenant le motif RGD 

pour l’intégrine 3 a été mis en évidence par des tests in vitro (tests IC50, FCS, microscopie de 

fluorescence et cytométrie de flux) sur l’intégrine ou sur des cellules sur-exprimant l’intégrine. D’autre 

part, des tests in vivo sur souris porteuses de tumeur sur-exprimant l’intégrine 3 ont permis de 

confirmer le ciblage des SRPs fonctionnalisées avec le c(RGDfK) par imagerie de fluorescence : une 

captation significative de SRP vectorisées a été constatée au niveau de la tumeur. 

Le ciblage de la mélanine par les SRPs fonctionnalisées avec des molécules dérivées de la 

quinoxaline a, quant à lui, été observé in vitro par la technologie BIAcore®, un biocapteur 

conventionnel utilisant le principe de la résonance plasmonique de surface. Les SRPs 

fonctionnalisées avec les 3 différentes molécules ciblantes ont chacune démontré une forte affinité 

pour la mélanine, ouvrant la porte à de futures études in vivo sur des mélanomes exprimant de la 

mélanine de manière extracellulaire.  

Enfin, les SRPs fonctionnalisées avec un pyridinium ont manifesté leur aptitude à se lier aux 

tissus cartilagineux lors de tests in vivo sur animaux sains imagés par TEMP. Des études in vivo sur 

rats porteurs de chondrosarcome ont ensuite été réalisées afin de confirmer la pertinence de 

l’utilisation des SRP@QA en tant qu’agents d’imagerie. D’autre part, des études préliminaires 

d’irradiation de rats porteurs de chondrosarcome après injection de SRP@QA justifient l’utilisation de 

ces nanoplateformes multifonctionnelles vectorisées comme agents radiosensibilisants potentiels du 

chondrosarcome. 

Le ciblage de chacune des nanoparticules fonctionnalisées avec les molécules ciblantes 

sélectionnées a été mis en évidence par des tests in vitro et/ou in vivo permettant de proposer les 

SRPs vectorisées comme agents théranostiques prometteurs des tumeurs radiorésistantes, et plus 

particulièrement du glioblastome, du mélanome et du chondrosarcome. 
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Résumé 

Les SRPs (Small Rigid Platforms) sont des nanoparticules de taille inférieure à 5 nm, constituées d’une 

matrice de polysiloxane, à la surface de laquelle sont greffés de manière covalente des complexes de gadolinium. 

Les SRPs ont été développées pour des applications en imagerie multimodale, notamment en imagerie par 

résonance magnétique, en scintigraphie et en imagerie par fluorescence, ainsi que pour des applications en 

théranostic, et plus particulièrement, en radiosensibilisation. 

L’objectif de la thèse consiste à fonctionnaliser les SRPs par des entités de ciblage, capables d’identifier 

et de se lier à des récepteurs surexprimés par les tumeurs ou par l’endothélium qui leur est associé. Plus 

précisément, trois molécules ciblantes ont été retenues : (i) le c(RGDfK) – un pentapeptide cyclique contenant le 

motif Arg-Gly-Asp ciblant spécifiquement l’intégrine 3, récepteur de cellule endothéliale pour les protéines de 

la matrice extracellulaire et surexprimée par de nombreuses cellules cancéreuses, (ii) une molécule dérivée de la 

quinoxaline – ciblant la mélanine, sur-exprimée par de nombreux types de mélanomes (cancers de la peau), et 

(iii) un pyridinium – ciblant les protéoglycanes, sur-exprimés par le chondrosarcome (cancer du cartilage). 

Les différentes molécules ciblantes ont alors été greffées en surface des SRPs afin d’optimiser leur 

accumulation et leur rétention au sein des tumeurs, et par conséquent, d’augmenter le potentiel de ces SRPs en 

tant qu’agents théranostiques. Le couplage covalent des différents vecteurs aux SRPs et leur quantification ont 

été mis en évidence par diverses techniques de caractérisation physicochimiques et complémentaires. Enfin, le 

ciblage des nanoparticules vectorisées a été démontré par plusieurs tests in vitro et/ou in vivo lors de 

nombreuses collaborations pour les trois différents vecteurs. 

Abstract 

SRPs (Small Rigid Platforms) are sub-5 nanometre nanoparticles, composed of a polysiloxane network 

surrounded by gadolinium chelates. SRPs have previously demonstrated their efficiency for multimodal imaging 

and theranostic applications, especially magnetic resonance imaging, scintigraphy, fluorescence imaging, and 

radiosensitization. 

 The purpose of this thesis deals with the functionalization of these SRPs by targeting entities able to 

recognize and to bind to receptors that are over-expressed by tumours or by the matching endothelium. More 

specifically, three targeting molecules drew our attention: (i) c(RGDfK) – a cyclic pentapeptide containing the Arg-

Gly-Asp motif, able to target the 3 integrin, an endothelial cell receptor for the proteins of the extracellular 

matrix and frequently expressed by tumour cells, (ii) a quinoxaline derivative – targeting melanin, which is over-

expressed by melanomas (skin cancers) and (iii) a pyridinium moiety – targeting proteoglycans, which are over-

expressed in chondrosarcoma (cartilage cancer). 

 The different targeting molecules were then grafted to the SRPs in order to maximize their accumulation 

and retention in tumours with the aim to enhance the SRP efficiency as theranostic agents. The covalent coupling 

of the different targeting molecules to the SRPs and their quantification were performed by various 

physicochemical characterization techniques. Finally, the targeting of the functionalized SRPs was highlighted by 

several in vitro and/or in vivo assays thanks to numerous successful collaborations. 


