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RESUME 

Avec 8,8 millions de morts en 2015, le cancer est la deuxième cause de mortalité dans le monde et le nombre 

de nouveaux cas ne devrait cesser d’augmenter dans les décennies à venir. Il est donc primordial de 

développer de nouveaux outils pour le diagnostic et la thérapie de ces maladies. Dans ce contexte, l’Institut 

Lumière Matière a développé une nanoparticule appelée AGuIX® (Activation et Guidage de l’Irradiation X).  

De taille inférieure à 5 nm, elle est constituée d’une matrice de polysiloxane, à la surface de laquelle sont 

greffés de manière covalente des complexes de gadolinium. La présence de ces complexes lui permet d’être 

utilisée comme agent de contraste en Imagerie par Résonance Magnétique (IRM) et d’améliorer l’efficacité 

de la radiothérapie (effet radiosensibilisant). 

 

Cette thèse traite du développement d’une deuxième génération de nanoparticules AGuIX® afin d’améliorer 

et d’ajouter des fonctionnalités de diagnostic ou de thérapie. Pour cela, on a cherché : (i) à augmenter l’effet 

radiosensibilisant de cette nanoplateforme en ajoutant des complexes de bismuth à sa surface ; (ii) à 

complexer des radiométaux variés pour permettre la détection des particules en scintigraphie ; (iii) à 

fonctionnaliser les particules pour la photothérapie dynamique guidée par IRM. Dans tous les cas, après 

avoir optimisé les synthèses, différentes techniques de caractérisation ont été mises en place afin d’obtenir 

une description précise des particules. L’efficacité de ces nano-objets pour le diagnostic et/ou le traitement 

des cancers a ensuite été évaluée grâce à de nombreuses collaborations, en France ou à l’international. 
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ABSTRACT 

With 8.8 million deaths in 2015, cancer is the second leading cause of death in the world and the number of 

new cases should continue to increase in the decades to come. It is therefore essential to develop new tools 

for the diagnosis and therapy of this disease. In this context, the Institute of Light and Matter has developed 

a nanoparticle called AGuIX® (Activation and Guidance of Irradiation X). It is made of gadolinium chelates 

covalently grafted to a polysiloxane core and display a hydrodynamic diameter under 5 nm. Thanks to these 

complexes, the nanoparticle can be used as a contrast agent for Magnetic Resonance Imaging (MRI) and can 

improve the radiotherapy efficacy (radiosensitizing effect). 

 

The goal of this PhD is to develop a second generation of AGuIX® nanoparticles to improve or add modalities 

for diagnosis or therapy. For this, we focused on: (i) increasing the radiosensitizing effect of this 

nanoplateform by adding bismuth complexes to its surface; (ii) complexing various radiometals to enable 

the NPs detection by scintigraphy; (iii) functionalizing the NPs for MRI-guided photodynamic therapy. In all 

cases, after optimization of the syntheses, various characterization techniques were put in place to obtain 

an accurate description of the particles. The effectiveness of these new nano-objects for the diagnosis 

and/or treatment of cancers was then evaluated thanks to several collaborations, in France or 

internationally. 
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ABREVIATIONS 
 

A 

A : Alanine 

ADN : Acide Désoxyribonucléique 

AGuIX : Activation et Guidage de l’Irradiation X 

AMM : Autorisation de Mise sur le Marché 

ANSM : Agence Nationale de Sécurité du 
Médicament et des produits de santé 

APTES : 3-Aminopropyltriéthoxysilane 

Au : Or 

 

B 

B : Bore 

Bi : Bismuth 

Bq : Becquerel (unité de radioactivité) 

 

C 

C : Carbone 

Ca : Calcium 

CCM : Chromatographie sur Couche Mince 

Ci : Curie (unité de radioactivité) 

CT : Computed Tomography, tomodensitométrie 

Cu : Cuivre 

 

D 

D : Aspartate 

Da : Dalton 

DEG : Diéthylène glycol 

DFO : Desferrioxamine 

DH : Diamètre hydrodynamique 

DLS : Dynamic Light Scattering, diffusion 
dynamique de la lumière 

DMSO : Diméthylsulfoxyde 

DOTA : Acide 1,4,7,10-tétraazacyclododécane-
1,4,7,10-tétraacétique 

DOTAGA : Acide 2,2',2''-(10-(2,6-
dioxotétrahydro-2H-pyran-3-yl)-1,4,7,10-
tétraazacyclododécane-1,4,7-triyl)triacétique  

DTPA : Acide diéthylènetriaminepentaacétique 

 

E 

EPR : Enhanced Permeability and Retention 

ESI-MS : Electrospray Ionization Mass 
Spectrometry, spectrométrie de masse par 
électrospray 

eV : electron-Volt 

 

F 

F : Fluor 

FDA : Food and Drug Administration 

 

G 

G : Glycine 

Ga : Gallium 

GBM : Glioblastome multiforme 

Ge : Germanium 

Gd : Gadolinium 

GMP : Good Manufacturing Practices,  bonnes 
pratiques de fabrication 

Gy : Gray (unité de dose absorbée)  

 

H 

H : Hydrogène 

Hf : Hafmium 
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HPLC : High Performance Liquid 
Chromatography, chromatographie liquide à 
haute performance 

HUVEC : Human Umbilical Vein Endothelial Cells, 
cellules endothéliales humaine de la veine de 
cordon ombilical 

 

I 

I : Iode 

ICP-OES : Inductively Coupled Plasma Optical 
Emission Spectrometry, spectrométrie à plasma 
induit et émission optique 

ICP-MS : Inductively Coupled Plasma Mass 
Spectrometry, spectrométrie à plasma induit et 
de masse 

ID/g : Dose de radioactivité mesurée dans un 
organe exprimée en pourcentage de la dose 
injectée par gramme d’organe  

ILM : Institut Lumière Matière 

In : Indium 

iPDT : PDT interstitielle 

IR : Infrarouge 

IRM : Imagerie par Résonance Magnétique 

ISA : Institut des Sciences Analytiques 

 

K 

K : Lysine 

 

L 

L : Leucine 

l1/2 : Largeur à mi-hauteur  

LIBS : Laser Induced Breakdown Spectroscopy, 
spectroscopie sur plasma induit par laser 

 

M 

MS : Mass Spectrometry, spectrométrie de masse 

MGd : Motexafin® de gadolinium 

 

N 

N : Azote 

NCT : Neutron Capture Therapy, thérapie par 
capture de neutrons 

NFS : Nefrogenic Systemic Fibrosis, Fibrose 
Néphrogénique Systémique 

NHS : N-hydroxysuccinimide 

NMRD : Nuclear Magnetic Relaxation Dispersion, 
relaxation de résonance magnétique nucléaire 

NODAGA : acide diacétique 2,2’-(7-(1-carboxy-
4-((2,5-dioxopyrrolidin-1-yl)oxy)-4-oxobutyl)-
1,4,7-triazonane-1,4-diyl) 

NOTA : acide 1,4,7-triazacyclonane-N,N’,N’’-
triacétique 

NP : Nanoparticule 

NRP-1 : Neuropiline-1 

 

O 

O : Oxygène 

 

P 

P : Proline 

PBS : Phosphate Buffered Saline, tampon 
phosphate salin 

PDT : Photodynamic Therapy, photothérapie 
dynamique 

PEG : polyéthylène glycol 

PES : Polyéthersulfone 

PET : Positron Emission Tomography, 
tomographie par émission de positons 

PS : Photosensibilisateur 
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R 

R : Arginine 

r1 : Relaxativité ou relaxivité longitudinale 

r2 : Relaxativité ou relaxivité transversale 

RES : Reticulo-Endothelial System, Système 
réticulo-endothélial 

RMN : Résonance Magnétique Nucléaire 

ROS : Reactive Oxygen Species, dérivés réactifs de 
l’oxygène 

 

S 

S : Soufre 

SAXS : Small-Angle X-ray Scattering, diffusion 
des rayons X aux petits angles 

SDS : Sodium DodécylSulfate  

SER : Sensitizing Enhancement Ratio, facteur 
traduisant l’augmentation de la radiosensibilité 
en présence d’agent radiosensibilisant 

SPECT : Single Photon Emission Computed 
Tomography, tomographie par émission 
monophotonique 

Si : Silicium 

 

T 

T : Thréonine 

T1 : Temps de relaxation longitudinal 

T2 : Temps de relaxation transversal 

t1/2 : temps de demi-vie 

Tc : Technétium 

TCEP : tris(2-carboxyéthyl)phosphine 

TEM : Transmission Electron Microscopy, 
microscopie électronique à transmission 

TEOS : Tétraéthoxysilane 

TFA : acide trifluoroacétique 

TNBS : acide 2,4,6 Trinitrobenzènesulfonique 

tR : Temps de rétention 

 

U 

UV : Ultraviolet 

 

V 

VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor, 
facteur de croissance de l’endothélium 
vasculaire 

VTP : Vascular-Targeted PDT, PDT ciblée du 
système vasculaire des tumeurs 

 

W 

W : Tryptophane 

 

Z 

Z : Numéro atomique 

Zr : Zirconium 
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INTRODUCTION GENERALE 

 
Malgré de grandes avancées en médecine, le cancer reste l’une des principales causes de morbidité et de 

mortalité dans le monde. D’après l’Organisation Mondiale de la Santé, en 2012 on comptait 

approximativement 14 millions de nouveaux cas et ce nombre devrait augmenter de 70 % environ au cours 

des 2 prochaines décennies. De plus, avec 8,8 millions de morts en 2015, près d’un décès sur 6 dans le monde 

est dû au cancer ce qui en fait la deuxième cause de mortalité dans le monde. Il est donc nécessaire de 

développer de nouveaux outils permettant de détecter et de traiter les cancers plus efficacement. L’une des 

solutions serait d’utiliser des nanomatériaux. 

En 2011, La Food and Drug Administration (FDA) les a définis comme des matériaux ayant au moins l’une 

de leurs dimensions à l’échelle nanométrique (c’est-à-dire comprise entre 1 et 100 nm environ).[1] A cette 

échelle, des propriétés uniques apparaissent et permettent des applications nouvelles non réalisables avec 

de simples molécules ou avec des matériaux massifs. Au cours des dernières années, de nombreux 

nanomatériaux ont été décrites dans la littérature pour des applications en médecine et varient tant par 

leur structure que par leur composition (voir Figure 1).[2] Dans ce manuscrit on s’intéressera 

principalement aux nanoparticules (NPs) hybrides (inorganiques/organiques) même si les autres 

catégories pourront être mentionnées, notamment dans le chapitre 1.  

 

Figure 1 : Une grande variété de nanomatériaux proposés pour la nanomédecine. Figure adaptée de Kamaly et al.[2] 
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L’utilisation de nanoparticules en oncologie présente plusieurs avantages notamment pour le diagnostic. Il 

est en effet possible d’augmenter le signal par objet en ajoutant un nombre important d’agents d’imagerie 

sur la particule. On peut aussi réunir au sein d’une même nanoplateforme des agents de nature différente 

associés à plusieurs techniques d’imagerie afin de combiner leurs avantages et de palier leurs défauts. Enfin, 

du fait de l’échelle nanométrique, de nouvelles propriétés peuvent se manifestent chez certains matériaux. 

Par exemple, lorsque les oxydes de fer sont mis sous forme de nanoparticules, un nouvel état magnétique 

apparait : le superparamagnétisme. Il permet d’utiliser ces nanostructures comme agents de contraste 

négatifs en Imagerie par Résonance Magnétique (IRM).[3,4]   

Les nanoparticules peuvent aussi être utilisées en thérapie. Ainsi plusieurs types de nanoparticules ont 

montré leur intérêt pour la délivrance de médicaments. Elles permettent d’obtenir une grande 

concentration d’agents thérapeutiques dans un seul objet, elles protègent ces agents du milieu extérieur 

durant le transport et elles peuvent éventuellement libérer ces agents en fonction de stimuli externes (pH 

par exemple).[3] On peut aussi utiliser des propriétés intrinsèques liées aux matériaux à des fins 

thérapeutiques. Ainsi, l’hyperthermie consiste à utiliser un stimulus physique pour échauffer les 

nanoparticules qui à leur tour vont faire augmenter la température des cellules, entrainant finalement la 

mort cellulaire. L’échauffement peut se faire grâce à des lasers (absorption par le plasmon des particules 

d’or)[5] ou à des champs magnétiques oscillants (particules d’oxyde de fer).[3,4] De plus, on peut facilement 

envisager la synthèse de nanoparticules comportant une modalité d’imagerie et une autre de thérapie. On 

obtient alors des structures multimodales pouvant être utilisées simultanément en diagnostic et en 

thérapie, on parle de théranostic. Cette propriété est très intéressante dans l’optique d’une médecine 

personnalisée. Tous les patients ne réagissent pas forcément de la même manière à un traitement ou ne 

développent pas une maladie à la même vitesse. Ces structures permettraient donc d’adapter le traitement 

en fonction de chaque patient en pouvant notamment visualiser la biodistribution de l’agent thérapeutique. 

D’autre part, en jouant sur la structure des particules (taille, forme, ligand de surface,…), il est possible 

d’optimiser leur biodistribution : augmenter le temps de circulation dans l’organisme, cibler les cellules 

cancéreuses,…[2] 

Si de nombreuses nanoparticules ont été étudiées en oncologie, seul un très petit nombre atteint finalement 

des applications cliniques. Cela peut s’expliquer par des préoccupations des autorités régulatrices 

concernant la toxicité potentielle liée aux nanoparticules, à des intérêts commerciaux fluctuant des 

industriels ou encore à une incapacité à démontrer une augmentation significative de l'efficacité par rapport 

aux méthodes de cliniques « classiques ». Malgré tout, un nombre croissant d’essais cliniques est reporté ce 

qui souligne bien l’espoir apporté par ces objets pour le diagnostic et le traitement des cancers.[6,7]  

Dans ce manuscrit, nous nous sommes intéressés au développement de nanoparticules hybrides à base de 

gadolinium (Gd) pour des applications théranostics en oncologie. Le premier chapitre présentera ce type 

de particules et leurs intérêts que ce soit pour le diagnostic ou la thérapie.  
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1 CHAPITRE 1 : LES NPS A BASE DE GD EN ONCOLOGIE 

 

1.1 LE GADOLINIUM EN MEDECINE 
Le gadolinium (Gd) fait partie de la famille des lanthanides. Il possède un numéro atomique élevé (Z = 64), 

est en général rencontré sous le degré d’oxydation stable +III et a un nombre de coordination variant entre 

8 et 10.[8] C’est l’un des lanthanides les plus couramment utilisés en médecine en raison de son emploi 

comme agent de contraste en Imagerie par Résonance Magnétique (IRM). Ainsi, dans le monde, plus de 

10 millions d’études IRM utilisent des composés à base de Gd3+ par an.[9] 

 

1.1.1 Intérêt en imagerie 

 

1.1.1.1 L’IRM 

L’IRM est une technique d’imagerie fréquemment utilisée en clinique et présente l’avantage d’avoir une 

bonne résolution. Elle est basée sur l’étude de la Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) des protons de 

l’eau présents dans les tissus, et plus exactement sur la relaxation de leur spin nucléaire. On distingue le 

temps de relaxation longitudinal (T1) et le temps de relaxation transversal (T2). Le contraste d’une image 

IRM dépend notamment de la densité de l’eau et des temps de relaxation des spins des protons, qui varient 

selon les tissus comme le montre la Figure 1-1.[4,10] Une image IRM est en quelque sorte une représentation 

en nuance de gris des temps de relaxation des différents tissus.  

 

 

Figure 1-1 : Les temps de relaxation longitudinaux (T1) et transversaux (T2) sont différents selon les tissus. Figure issue 
de Mahmoudi et al.[11] 
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Un des défauts de l’IRM réside dans son manque de contraste entre les tissus sains et les tumeurs. Pour 

pallier cela des agents de contraste sont fréquemment utilisés, ceux à base de Gd3+ sont les plus utilisés en 

raison de ses sept électrons non appariés et de son temps de relaxation électronique relativement long.[11] 

Ils permettent de raccourcir les temps de relaxation des protons entraînant alors un éclaircissement des 

zones où ils se trouvent et donc une amélioration du contraste entre les tissus, comme cela est présenté sur 

la Figure 1-2. Ces agents sont appelés agents de contraste positifs. L’IRM réalisée avec des agents de 

contraste à base de Gd3+ est devenue la technique d’imagerie de choix pour identifier le nombre, la taille, 

l’hétérogénéité ou encore la localisation des tumeurs et des métastases.[11]  

 

 

Figure 1-2 : Images IRM, pondérées en T1, du cerveau d’un homme de 77 ans souffrant d'un astrocytome anaplasique 
occipital gauche (cancer du cerveau). Les images sont enregistrées avant après l’injection intraveineuse d’un agent de 

contraste à base de gadolinium (DOTAREM®, 0,1mmol/kg). Grâce à celui-ci, la tumeur apparaît en blanc et est facilement 
détectée. Figure issue de Vaneckovaet al.[12] 

 

Les différents agents sont caractérisés par leurs relaxivités transversale r2 et longitudinale r1, qui 

permettent de quantifier leur efficacité. L’équation suivante permet de relier les temps de relaxations des 

protons à la concentration en agent de contraste : 

 

où ri (s-1.mM-1) est la relaxivité, [Gd3+] (mM) est la concentration en gadolinium, Ti, mesuré (s) est le temps de 

relaxation mesuré en présence de l’agent de contraste et Ti,0 (s) est le temps de relaxation en l'absence de 

l’agent de contraste. 

 

1.1.1.2 Les complexes de gadolinium en IRM 

Les ions Gd3+ libres présentant une toxicité,[13–15] on les utilise en imagerie sous forme de complexes, 

certains sont présentés sur le Tableau 1-1. Leurs relaxivités sont relativement faibles avec un r1 autour de 

3,5 et un ratio r2/r1 autour de 1,2 pour un champ de 1,0 Tesla. La plupart de ces agents moléculaires se 



1.1 Le Gadolinium en médecine 

23 
 

répartissent dans l’espace intravasculaire (dans les vaisseaux sanguins) et interstitiel (entre les vaisseaux 

sanguins et les cellules) et sont éliminés rapidement par voie rénale.[16] 

Une des différences importantes entre ces complexes vient du ligand qui peut être linéaire ou cyclique ce 

qui a un impact sur la toxicité liée à ces composés. En effet, plusieurs études ont montré que des patients 

avec une insuffisance rénale et ayant reçu des injections d’agents de contraste acycliques, comme 

l’Omniscan®, ont développé une Fibrose Systémique Néphrogénique (NFS en anglais, Nefrogenic Systemic 

Fibrosis), une maladie potentiellement mortelle.[14,17] Plus récemment, des augmentations de signal IRM 

associées à des dépôts de gadolinium dans le cerveau ont aussi été observées.[15] Cela peut s’expliquer par 

un échange du gadolinium avec d’autres ions dans l’organisme après injection des agents de contraste 

acycliques. Cet échange (transmétallation) peut notamment avoir lieu avec les ions Ca2+ qui ont un rayon 

ionique similaire et il conduit à la libération d’ions Gd3+.[9]  

Les ligands cycliques ont une meilleur stabilité thermodynamique et cinétique[14], ils permettraient d’éviter 

ce phénomène de transmétallation et sont donc maintenant privilégiés. Les dérivés du DOTA (acide 

1,4,7,10-tétraazacyclododécane-1,4,7,10-tétraacétique) sont ainsi utilisés par exemple pour le Dotarem® ou 

le Prohance®.   

 

Tableau 1-1 : Quelques agents de contraste à base de gadolinium. Les valeurs de relaxivité sont données pour un champ 
de 1,0 T.[9] 

 

 

Si la plupart des complexes de Gd3+ ont été étudiés pour des applications en imagerie IRM, d’autres agents 

à base de Gd ont été utilisés en radiothérapie. 
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1.1.2 Intérêt en thérapie 

 

1.1.2.1 Irradiation par des rayons X 

La radiothérapie est l’un des piliers des traitements actuels contre le cancer. Environ 50 à 60 % des patients 

atteints d’un cancer reçoivent en effet une radiothérapie au cours de leur parcours médical, le plus souvent 

en combinaison avec de la chirurgie ou de la chimiothérapie. Différents types d’irradiation ont été utilisés 

en clinique : rayonnements électromagnétiques (rayons X ou γ) ou rayonnements corpusculaires (neutrons, 

protons ou ions tels que carbone, hélium…). Néanmoins, à ce jour, l’utilisation de rayons X de haute énergie 

prédomine notamment en raison d’un coût plus faible de production.[18]  

Le but de la radiothérapie est de détruire les cellules cancéreuses par irradiation, il faut cependant veiller à 

préserver les tissus sains environnants ce qui limite les doses d’irradiation envisageables. Différentes 

techniques ont été développées pour améliorer l’efficacité de la radiothérapie : (i) jouer sur les techniques 

d’irradiation comme la radiothérapie avec modulation d’intensité ou la modulation d’intensité 

volumétrique par arc thérapie ; (ii) utiliser des agents chimiques pour augmenter la dose d’irradiation 

délivrée localement ou augmenter les effets biologiques liés à l’irradiation.[19–21] On appellera ce phénomène 

radiosensibilisation et les agents radiosensibilisateurs. Ils peuvent être des molécules de synthèse, des 

complexes, des acides nucléiques, des anticorps…[18] 

Le Motexafin® de gadolinium (MGd) représenté Figure 1-3 est  un complexe macrocyclique. Même si son 

efficacité est aujourd’hui discutée,[22] ce composé a été évalué au cours de plusieurs essais cliniques (phase 

I à phase III) comme agent radiosensibilisant pour le traitement de tumeurs, métastases cérébrales ou 

cancers tête et cou par exemple.  Le composé MGd peut être injecté par voie intraveineuse ce qui lui permet 

de s’accumuler dans les tumeurs avant une irradiation par des rayons X. Le mécanisme d’action du MGd 

impliquerait la génération de dérivés réactifs de l’oxygène (ROS, Reactive Oxygen Species) et des processus 

biochimiques complexes.[23–26] 

 

 

Figure 1-3 : Structure du Motexafin® de gadolinium (MGd), agent radiosensibilisant.[26] 
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1.1.2.2 Irradiation par des neutrons   

La thérapie par capture de neutron (NCT en anglais, Neutron Capture Therapy) est basée sur une irradiation 

des tumeurs par des neutrons de faible énergie, ceux-ci sont ensuite absorbés par des composés ce qui 

entraîne l’émission de particules de haute énergie et la destruction des cellules cancéreuses.[27] Ces 

composés sont en général des molécules contenant du bore 10 (10B) notamment en raison de sa grande 

section efficace d’absorption par rapport aux autres éléments présents dans les tissus comme cela est 

présenté dans le Tableau 1-2. L’absorption des neutrons par le 10B entraîne l’émission d’ions lithium 7Li3+ 

et de particules α qui causent des dommages important sur une distance de 5 à 8 μm.[28]  

L’utilisation de composés à base de Gd a aussi été envisagée pour la NCT. Leur intérêt réside dans le fait que 

leur biodistribution et leur accumulation dans les tumeurs peuvent être suivies par IRM et que les sections 

efficaces du 155Gd et du 157Gd sont élevées (voir Tableau 1-2). L’absorption des neutrons par ces isotopes 

conduit à l’émission d’électrons et de rayonnement γ qui induisent des dommages à courte distance 

(quelques nm) et longue distance (dixième de cm).[29,30] Plusieurs études in vitro et in vivo ont ainsi montré 

l’intérêt de composés à base de Gd pour la NCT.[30] Par exemple Khokhlov et al. ont observé l’influence d’une 

injection intratumorale de Magnevist® sur des rats porteurs de tumeur (sarcome de Jensen) au niveau de la 

cuisse. Pour les deux groupes contrôles (injection ou non de Magnevist®, sans irradiation neutron) la 

tumeur a continué de croître. L'irradiation par des neutrons, sans Magnevist®, a elle entraîné une inhibition 

transitoire de la croissance tumorale avec une régression totale dans 15 % des cas. L’irradiation par des 

neutrons en présence de Magnevist® a permis d’augmenter les effets tumoricides en permettant une 

régression complète des tumeurs dans environ 80 % des cas.[31] Malgré des résultats prometteurs, ce type 

de thérapie est encore peu développé, notamment car les sources de neutrons sont assez peu communes.[32] 

 
 

Tableau 1-2 : Sections efficaces de différents éléments ou isotopes pour la capture de neutrons. 1 barn correspond à 
10- 24 cm2.[27] 

 10B 157Gd 155Gd N Na H Mg C O 

Section 

efficace 

(barns) 

3 838 255 000 61 000 1,82 0,43 0,332 0,053 0,0034 0,00018 

 

 

Comme nous venons de le voir, le gadolinium est un élément très intéressant pour le diagnostic et la 

thérapie des cancers. Afin d’améliorer les propriétés des agents à base de Gd (biodistribution, relaxivité,…) 

et donc leur intérêt en oncologie, de nombreuses nanoparticules ont été développées. [9,16] 
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1.2 DEVELOPPEMENT DE NPS A BASE DE GD 
 

1.2.1 Structure des NPs 

Les nanoparticules à base de Gd peuvent être classées en deux catégories. La première regroupe des 

nanoparticules avec un cœur inorganique contenant du gadolinium. On retrouve ainsi des nanoparticules 

d’oxyde de Gd (Gd2O3),[33–35] de fluorure de Gd (GdF3, NaGdF4, KGdF4),[16,36,37] de carbonate de gadolinium 

(GdO(CO3)2)[38] ou de phosphate de Gd (GdPO4).[39] D’autres nanoparticules inorganiques ont été 

développées puis dopées avec du Gd pour obtenir des structures pour l’IRM. C’est le cas pour des particules 

de NaYF4.[40] Des relaxivités élevées peuvent être atteintes pour ces nanostructures. Par exemple, des 

nanoparticules d’oxyde de Gd de 1 nm de diamètre ont été obtenues et présentent une relaxivité 

longitudinale r1 de 9 mM-1.s-1 (par atome de gadolinium) et un ratio r2/r1 de 1,06 à 1,5 T.[34] Cette valeur r1, 

plus élevée que celle des complexes présentés dans la partie 1.1.1.2 précédente, peut s’expliquer par un 

effet coopératif des nombreux atomes de Gd en surface de la particule.  

A ce jour, les complexes de Gd (présentés précédemment) restent les agents de contraste IRM les plus 

utilisés en clinique. Pour améliorer leurs propriétés (relaxivité, biodistribution), de nombreuses études 

s’intéressent à les combiner à d’autres structures par encapsulation ou greffage[9,16,41]  (dendrimères,[42] 

nanoparticules polymériques,[43,44] micelles,[45] nanofibres,[46] nanotubes de carbone,[9]…). Par exemple, De 

Smet et al. ont développé des liposomes avec un diamètre hydrodynamique d’environ 70 nm  et encapsulant 

un complexe de Gd3+, le Prohance®.[47] Cabral et al. ont eux synthétisé des micelles d’environ 30 nm de 

diamètre pour lesquelles l’ajout de Magnevist® (Gd-DTPA) est réalisé par formation de complexes (voir 

Figure 1-4). Ceci contribue à diminuer la mobilité du Magnevist® et par suite à augmenter sa relaxivité. 

Ainsi, les micelles obtenues présentent une relaxivité longitudinale r1 de 80,5 s-1.mM-1 (par atome de 

gadolinium) contre 3,5 s-1.mM-1 pour le Magnevist® (à 37°C et 0,59 T).[48,49] 

 

 

Figure 1-4 : Schéma représentant la formation de micelles contenant du Magnevist® (Gd-DTPA). Les micelles s'auto-
assemblent par formation de complexes métalliques entre le DACHPt et les acides  carboxyliques. Figure issue de 

Cabral et al.[48] 
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Concernant les nanoparticules inorganiques ou hybrides, les complexes ont été incorporés au sein de 

particules de silice poreuses[9,50] ou encore greffés à la surface de nanoparticule de silice[51] ou d’or.[52] Par 

exemple, Laurent et al. ont développé des nanoparticules d’or portant en surface des complexes de 

gadolinium.[53] Dans ce cas, les complexes sont des dérivés du DOTA, le chélate utilisé pour le Dotarem®. A 

60 MHz, pour les nanoparticules, un ratio r2/r1 proche de 1 (1,5 environ) est obtenu. Il est similaire au ratio 

du Dotarem® et est cohérent avec l’utilisation de ces particules comme agent de contraste positif en IRM. 

Cependant, la valeur de r1 par gadolinium est beaucoup plus élevée. En effet, elle est d’environ 15 s-1.mM-1 

avec les particules contre 2,9 s- 1.mM- 1 pour le Dotarem® dans les mêmes conditions. Ceci s’explique par une 

augmentation du temps de corrélation rotationnel liée à une augmentation de la masse et de la rigidité de 

la structure.[16]  

 

Afin de pouvoir utiliser les nanoparticules à base de Gd en clinique, que ce soit pour le diagnostic ou le 

traitement des cancers, leur biodistribution doit être optimisée. En jouant sur la structure ou la composition 

de ces particules, il est alors possible de contrôler leur élimination ou leur accumulation dans les tumeurs.  

 

1.2.2 Elimination des NPs 

Après injection dans l’organisme, trois voies principales d’élimination des nanoparticules existent : la voie 

rénale (urine), hépatique (bile) ou la digestion par les macrophages du système réticulo-endothélial (RES). 

Celui-ci est constitué du foie, de la rate, de la moelle osseuse, des surrénales et des ganglions 

lymphatiques.[54] Une élimination rénale semble préférable pour minimiser les risques potentiels à long 

terme pour la santé provenant de l’accumulation non spécifique et de la métabolisation des particules. Pour 

cela une petite taille (inférieure à environ 10 nm) ainsi qu’une surface et une forme adaptées sont 

nécessaires.[18] 

En effet, les particules de diamètre hydrodynamique d’environ 200 nm seraient éliminées par un processus 

d’opsonisation. Il correspond à la fixation de protéines présentes dans le sang et appelées opsonines sur les 

nanoparticules, les opsonines sont ensuite reconnues par des macrophages mobiles et l’assemblage 

nanoparticule-opsonine est éliminé. Les nanoparticules de diamètre supérieur à environ 10 nm sont 

éliminées par le RES ou par voie hépatique relativement lentement. Par contre, celles dont le diamètre est 

inférieur à environ 5 nm vont être éliminées par les urines grâce aux reins relativement rapidement. Enfin, 

pour les particules dont la taille est légèrement supérieure à 5 nm la voie d’élimination est variable et 

dépend de la nanoparticule considérée.[54,55]  

Ces résultats sont à considérer avec précaution, entre autres car ils ont été acquis en étudiant des Quantum 

Dots (nanoparticules à base de semi-conducteur) sphériques et que de nombreux facteurs autres que la 

taille jouent un rôle dans l’élimination des particules de l’organisme. Ainsi la charge des particules a une 

influence directe puisque des protéines du plasma peuvent s’associer aux particules augmentant alors leur 

diamètre hydrodynamique et diminuant l’élimination par les reins. La forme des nanoparticules, leur 

surface (hydrophile/hydrophobe), leur rugosité et leur flexibilité sont aussi des paramètres à prendre en 
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compte.[54] La Figure 1-5 schématise l’influence sur l’élimination des particules de leur taille (a), forme (b) 

et charge de surface (c). 

 

 

Figure 1-5 : Influence de la taille (a), de la forme (b) et de la charge (c) des particules sur leur élimination. L’élimination 
rénale est favorisée pour des particules de petites tailles (diamètre inférieur à 5-6 nm). Figure issue de Blanco et al.[56] 

 

Il est aussi envisageable de contrôler la biodistribution des particules, par exemple en modifiant leur 

surface. Ainsi, il a été montré que l’ajout de polymères biocompatibles ou de polyéthylène glycol (PEG) 

permet de réduire l’opsonisation (en raison d’interactions stériques entre ceux-ci et les opsonines) et donc 

entraine une augmentation du temps de vie dans le sang des nanoparticules.[54]  

 

1.2.3 Ciblage des zones tumorales 

Une tumeur est une masse de cellules supplémentaire dans un tissu donné. Dans certains cas les cellules 

peuvent envahir les tissus voisins ou passer dans le sang ou la lymphe pour atteindre des tissus plus 

lointains (c’est le phénomène de métastase). On parle alors de tumeur maligne. Par contre si ce n’est pas 

possible, on dit que la tumeur est bénigne. C’est un processus long et complexe résultant de l’accumulation 

progressive de mutations génétiques dans les cellules qui va rompre l’équilibre naturel existant entre la 

prolifération des cellules et leur mort (apoptose). Les cellules cancéreuses sont caractérisées par une 

insensibilité à l’apoptose, une capacité de reproduction illimitée et une invasion des tissus voisins ou plus 

lointains entrainant alors le dysfonctionnement de ces derniers. Elles nécessitent généralement un grand 

apport en oxygène, on a alors une angiogenèse importante, c’est-à-dire la création de nouveaux vaisseaux 

sanguins à partir de vaisseaux déjà existants.[57] 

En exploitant les différences morphologiques entre les tissus sains et tumoraux, il est possible de détecter 

et de traiter les cancers. 
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1.2.3.1 Ciblage passif : effet EPR 

Dans le cas d’un tissu sain, les petites molécules se propagent par diffusion à travers les petits interstices de 

la paroi endothéliale, le drainage lymphatique permet de replacer dans le sang les molécules présentes dans 

le milieu extracellulaire (voir Figure 1-6). Dans le cas des tumeurs, à cause de leur croissance rapide et 

désordonnée et de l’angiogenèse importante, les pores dans la paroi endothéliale sont plus grands et le 

volume interstitiel est plus important. De plus, le système de drainage lymphatique est défectueux dans 

l’environnement de la tumeur.[2,58,59] Ainsi les nanoparticules peuvent entrer dans les tissus tumoraux et y 

rester, alors que ce ne sera pas le cas dans les tissus sains. C’est l’effet EPR : Enhanced Permeability and 

Retention, également appelé ciblage passif et mis en évidence dans les années 80 par Matsumura et 

Maeda.[60] En modifiant la taille ou la forme des nanoparticules, on peut optimiser cet effet et l’accumulation 

des NPs dans les tumeurs. Ceci est extrêmement intéressant, car en accumulant les nanoparticules 

uniquement dans les tumeurs on va améliorer le diagnostic (diminution du bruit de fond par exemple) et 

améliorer les effets thérapeutiques (augmentation de l’efficacité et diminution des effets secondaires).  

 

 

Figure 1-6 : Accumulation des nanoparticules dans les tumeurs par effet EPR (Enhanced Permeability and Retention). 
Figure adaptée de Fox et al.[58] 

 

Cependant l’effet EPR présente certaines limites telles qu’une vascularisation tumorale irrégulière, un faible 

flux sanguin dans certaines tumeurs et une pression intratumorale élevée pouvant empêcher 

l’accumulation et/ou une distribution homogène des nanoparticules dans la tumeur. Cette pression est due 

(i) aux fluides interstitiels ; (ii) à une forte densité cellulaire à cause de  la croissance tumorale ; (iii) à une 

matrice extracellulaire dense ; (iv) à un drainage lymphatique altéré.[2,18,56,59] 
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1.2.3.2 Ciblage actif 

Afin de compléter et renforcer le ciblage passif, on peut utiliser le ciblage actif, c’est-à-dire le greffage sur la 

nanostructure de ligands ciblant spécifiquement des marqueurs tumoraux. Ces ligands sont variés, ce peut 

être des anticorps, des fragments d’anticorps, des peptides ou de petites molécules organiques. Ces deux 

derniers ligands présentent des avantages par rapport aux anticorps comme leur petite taille, leur facilité 

de synthèse et leur coût plus faible.[2,61] Le choix du ligand ciblant utilisé doit tout de même être réalisé avec 

soin car celui-ci peut éventuellement être reconnu par le système immunitaire entraînant alors l’élimination 

de la nanoparticule avant qu’elle n’ait atteint sa cible.[62] 

Il semblerait que le ciblage actif n’augmente pas l’accumulation dans les tumeurs mais qu’il permette aux 

nanoparticules de rester plus longtemps ou de se répartir de manière plus homogène dans la tumeur.[2] 

Deux stratégies sont étudiées pour ce type de ciblage. Dans le premier cas, on cherche à cibler directement 

les cellules cancéreuses en visant les récepteurs surexprimés en surface. Dans le deuxième cas, on veut 

cibler les cellules endothéliales des néovaisseaux des tumeurs. Cela permet éventuellement d’inhiber 

l’angiogenèse, donc de limiter l’apport en dioxygène et en nutriments et de détruire les cellules 

tumorales.[61] Cette deuxième stratégie présente des avantages par rapport à la première. Tout d’abord, les 

risques éventuels de résistance sont réduits grâce à la stabilité génétique des cellules endothéliales par 

rapport aux cellules tumorales. De plus, la plupart des récepteurs des cellules endothéliales sont exprimés 

quel que soit le type de tumeur, ce qui permet de traiter un grand nombre de cancers. 

 

Grâce à la biodistribution originale des nanoparticules et au ciblage des tumeurs, il est possible d’employer 

les particules à base de Gd pour le diagnostic des cancers ou le suivi des traitements.  

 

1.3 UTILISATION DES NPS A BASE DE GD EN IMAGERIE  
 

1.3.1 Intérêt des NPs à base de Gd en IRM 

La présence de gadolinium permet à ces nanoparticules d’être utilisées comme agent de contraste positif en 

IRM et de détecter les tumeurs comme présenté sur la Figure 1-7. La tumeur apparaît ainsi en blanc après 

injection intraveineuse de nanoparticules à base de Gd.  
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Figure 1-7 : Images IRM, pondérées en T1, de cerveaux de rats présentant des gliosarcomes 9L. Les images sont 
enregistrées avant et 17 minutes après l’injection intraveineuse d’un agent de contraste à base de gadolinium 

(nanoparticules AGuIX®). Grâce à celui-ci, la tumeur apparaît en blanc et est facilement détectée. Figure issue de 
Sancey et al.[11] 

 

Par rapport aux complexes de Gd utilisés en cliniques, les nanoparticules offrent plusieurs avantages. 

L’augmentation du signal par objet permet d’améliorer la sensibilité de la technique. Grâce à leur rapport 

surface/volume important, il est en effet possible de greffer un grand nombre d’agents de contraste sur un 

même objet augmentant ainsi le signal. De plus, on a vu précédemment (voir la partie 1.2.1) que la 

relaxivité par atome de gadolinium est augmentée avec les particules en raison d’une augmentation de la 

taille ou de la rigidité de la structure. On augmente donc le contraste, par rapport aux complexes libres.[4,9,16]  

Un exemple est donné sur la Figure 1-8 . Le greffage de complexes DTPA@Gd3+ en surface de nanoparticules 

de disulfure de molybdène est associé en effet à un contraste IRM plus important.[63]  

 

 

Figure 1-8 : Le greffage de complexes DTPA-Gd à la surface de nanoparticule de disulfure de molybdène permet d’avoir 
un meilleur contraste en IRM. Les images, pondérées T1, ont été acquises à 7 T (Bruker Biospec 70/30) pour des 

concentrations en ions Gd3+ variant de 0,1 à 0,9 mM. Figure adaptée de Anbazhagan et al.[63] 

 

De plus, les nanoparticules ont une plus grande taille que les composés moléculaires, ce qui limite leur 

diffusion en dehors des vaisseaux sanguins, et elles peuvent avoir un temps de circulation dans le sang plus 

long.[9,64] Par exemple Zheng et al. ont montré que des liposomes encapsulant du Prohance® avaient un temps 

de demi-vie dans le sang de 18 heures chez des souris ce qui est supérieur au temps de demi-vie du 

complexe libre (7,6 min).[65] Il est ainsi envisageable d’utiliser les NPs à base de Gd comme agents de 
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contraste intravasculaires et de réaliser des acquisitions d’images plus longues, diminuant alors le rapport 

signal/bruit.[43,66]  

 

On peut noter que d’autres types de nanoparticules ont été étudiés en tant qu’agents de contraste en IRM 

notamment les NPs d’oxyde de fer qui ont obtenues des autorisations pour une utilisation clinique 

(Feridex®, Sinerem®,…).[67] Elles sont principalement utilisées dans la détection de ganglions lymphatiques 

métastatiques ou de lésions au foie. De manière générale, les NPs à base d’oxyde de fer semblent moins 

attractives que les NPs de Gd pour une utilisation en clinique. En effet, ce sont des agents de contraste 

négatifs, c’est-à-dire qu’ils assombrissent les zones où ils se situent. Ce contraste est plus difficile à percevoir 

qu’un éclaircissement comme dans le cas des agents à base de Gd et peut être du à d’autres paramètres tels 

que des dépôts de calcium, des saignements ou la présence d'autres métaux.[68] 

 

1.3.2 Multimodalité 

Plusieurs techniques d’imagerie sont disponibles pour les chercheurs ou les cliniciens comme présenté 

dans le Tableau 1-3 : (i) l’IRM ; (ii) la scintigraphie réunissant la tomographie par émission de positons 

(PET en anglais, Positron Emission Tomography) et la tomographie par émission monophotonique (SPECT 

en anglais, Single Photon Emission Computed Tomography) ; (iii) l’imagerie optique ; (iv) l’échographie ; (v) 

la tomodensitométrie (CT en anglais, Computed Tomography). Toutes présentent des avantages et des 

inconvénients. Ainsi l’IRM est très intéressante en raison de sa grande résolution mais elle est peu sensible 

contrairement à la scintigraphie ou à l’imagerie optique.[69–72]  

 

Tableau 1-3 : Présentation des différentes techniques d’imagerie. La sensibilité est indiquée en mol.L-1 d’agent 
d’imagerie. [69–72] 

Technique Détection Sensibilité Résolution Profondeur - + 

IRM RMN 1H 10-3-10-9 10-100 μm Pas de limite Contraste 
Résolution 

spatiale 

Scintigraphie 

(PET et SPECT) 
Photons γ 10-10-10-15 0,5-5 mm Pas de limite 

Irradiation, 

Résolution 

spatiale 

Sensibilité, 

Quantification 

Imagerie optique 

Lumière visible 

ou proche 

infrarouge 

10-9-10-12 1-2 mm  cm 
Limité en 

profondeur 

Résolution 

temporelle 

Echographie 
Ondes 

ultrasonores 
10-5-10-8 50-500 μm  cm Contraste 

Résolution 

temporelle 

Tomodensimétrie 

(CT) 
Rayons X 10-310-6 50 μm Pas de limite 

Contraste, 

Irradiation 

Résolution 

spatiale 
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B°eaucoup de diagnostics sont établis après l’utilisation de plusieurs techniques d’imagerie. Pour avoir une 

meilleure corrélation spatiale et temporelle entre les images, des appareils combinant différentes modalités 

d’imagerie sont ainsi développés. Par exemple en 2001, un instrument rassemblant PET et CT est arrivé sur 

le marché. D’autres appareils combinant SPECT/CT, PET/IRM ou PET/ultrasons ont aussi été développés. 

Ils permettent d’obtenir simultanément des informations fonctionnelles et anatomiques et facilitent le 

diagnostic.[73,74]   

 

En parallèle de ces appareils, un effort est fourni pour développer des agents multimodaux combinant les 

avantages respectifs de chaque modalité d’imagerie. Les nanoparticules sont très intéressantes dans cette 

optique. Pour développer des particules multimodales, deux stratégies peuvent être envisagées : (i) utiliser 

une propriété intrinsèque de la nanoparticule pour une modalité d’imagerie donnée et ensuite greffer un 

agent d’un autre type imagerie ; (ii) greffer sur une matrice inerte différents agents d’imagerie ou de 

contraste. Dans tous les cas, un soin particulier doit être apporté concernant le ratio des différents agents 

d’imagerie ou de contraste au vue des sensibilités de chaque technique afin d’avoir des informations 

exploitables. De plus, il faut veiller à ce que les propriétés pharmacocinétiques des  nanoparticules 

(biodistribution, élimination, ciblage de tumeurs,…) restent adaptées malgré l’ajout de constituants qui peut 

conduire à une augmentation de la taille des structures.  

 

Nous avons déjà vu que les nanoparticules à base de gadolinium pouvaient être utilisées en IRM. L’ajout 

d’agents pour l’imagerie optique ou la scintigraphie sur ces particules pourrait constituer des combinaisons 

intéressantes. Des Quantum Dots ont ainsi été fonctionnalisés par des complexes de Gd3+ et utilisés en 

imagerie cellulaire.[75] Dans ce cas, les propriétés intrinsèques des Quantum Dots, un cœur fluorescent, sont 

utilisées pour l’imagerie optique. Pour d’autres nanoparticules, ne présentant pas de fluorescence 

intrinsèque, il est possible d’accéder à cette modalité d’imagerie en ajoutant des fluorophores organiques 

en surface. C’est la stratégie qui a été suivie durant cette thèse (voir Annexe A.3.). La combinaison 

IRM/imagerie optique trouverait aussi sa place dans l’aide à la chirurgie. Dans un premier temps, l’IRM 

permettrait de détecter et délimiter la tumeur et donc de préparer l’opération tandis que la fluorescence 

pourrait être utilisée pendant la chirurgie pour confirmer l’ablation totale des tissus tumoraux et éviter les 

récidives.  

La réunion de la scintigraphie et de l’IRM serait quant à elle intéressante afin d’allier au sein d’une même 

plateforme quantitativité (apportée par la scintigraphie) et résolution (apportée par l’IRM). Cet intérêt est 

souligné à la fois par un nombre croissant de références bibliographiques mais aussi par la 

commercialisation d’appareils dédiés. Un travail important doit cependant encore être fourni concernant la 

mise au point de protocoles standardisés[76] ou encore le développement d’agents bimodaux adaptés. Cet 

aspect a justement été étudié au cours de la thèse et sera présenté dans le chapitre 3. 
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Après avoir présenté quelques exemples et les intérêts des NPs à base de Gd pour l'imagerie, nous allons 

maintenant nous focaliser sur leur utilisation en thérapie. 

 

1.4 UTILISATION DES NPS A BASE DE GD EN THERAPIE, VERS LE THERANOSTIC 
 

1.4.1 Effet thérapeutique dû au Gd 

Il a été montré que certains agents moléculaires à base de Gd présentaient des propriétés thérapeutiques 

en combinaison avec une irradiation. Une meilleure biodistribution du Gd, notamment une plus grande 

accumulation dans les tumeurs, permettrait d’améliorer ces propriétés. Dans ce contexte, l’irradiation de 

nanoparticules à base de Gd a aussi été étudiée. 

 

Bridot et al. ont développé une nanoparticule pour améliorer l’irradiation par des neutrons.[77] Elle est 

constituée d’un cœur d’oxyde de Gd encapsulé dans une couche de polysiloxane. Afin d’améliorer la 

biodistribution de ces particules, des chaines PEG ont été ajoutées en surface. L’efficacité de ces particules 

comme agent radiosensibilisant a ensuite été étudiée in vitro avec des cellules de lymphomes (EL4) 

bioluminescentes (transfection du gène codant pour la luciférase). Aucune modification de l’activité 

métabolique des cellules n’est observée après incubation avec des particules jusqu’à une concentration d’au 

moins 0,30 mM (concentration exprimée en Gd). De même, après une irradiation, sans nanoparticule, aucun 

effet n’est observé jusqu’à des doses de 3 gray (un gray, Gy, correspond à 1 joule absorbé par kilogramme 

de tissu). Cependant, une irradiation de 3 Gy en présence de particules conduit à une altération drastique 

de la prolifération des cellules comme le montre la Figure 1-9. Celle-ci représente l’évolution dans le temps 

de la bioluminescence de cultures cellulaires après incubation avec différentes concentrations de NPs et 

irradiation. Dès une concentration de 0,01 mM, la bioluminescence croît plus doucement, on a donc une 

prolifération cellulaire plus faible. A partir de 0,05 mM, la bioluminescence tend vers une valeur nulle, les 

cellules meurent. Ainsi, ces NPs sont capables d’augmenter l’efficacité de l’irradiation et permettraient 

d’améliorer le traitement des cancers.  

 

Comme on l’a énoncé précédemment, d’autres types d’irradiation peuvent être utilisés en thérapie. Mon 

laboratoire d’accueil a développé une nanoparticule appelée AGuIX® (pour Activation et Guidage de 

l’Irradiation X) qui permet d’augmenter l’efficacité d’une irradiation par des hadrons[78] ou des 

rayons X.[19,79] Cette nanoparticule et ses propriétés d’agent radiosensibilisant seront présentées plus en 

détail dans la partie suivante de ce chapitre et dans le chapitre 2. 
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Figure 1-9 : Après incubation de cellules luminescentes (EL4-Luc) avec différentes concentrations en nanoparticules et 
irradiation (3 Gy), l’évolution temporelle de la bioluminescence des cultures cellulaires a été suivie. On constate un fort 

effet radiosensibilisant des nanoparticules d’oxyde de gadolinium qui permettent la mort des cellules dès 0,05 mM. Figure 
adaptée de Bridot et al.[77] 

 

1.4.2 Vers le théranostic 

De même qu’on peut combiner sur une même nanoplateforme plusieurs modalités d’imagerie, on peut 

utiliser ces objets à la fois pour le diagnostic et la thérapie des cancers. C’est ce qu’on appelle le théranostic. 

Par exemple, Hu et al. ont développé des nanotubes de silice pouvant contenir un agent anticancéreux, la 

doxorubicine, et portant des complexes DOTA@Gd3+ (r1 = 33 s-1.mM-1 à 3 T).[80] Les complexes de Gd3+ 

permettraient de suivre in vivo la biodistribution de ces nanostructures, de vérifier leur accumulation dans 

les tumeurs et donc la délivrance du médicament dans les zones malades.  

Le théranostic est une propriété très intéressante dans l’optique d’une médecine personnalisée. En effet, il 

existe une grande hétérogénéité des tumeurs entre les patients mais aussi au sein d’une même tumeur 

(développement de la maladie, accumulation des NPs au sein des tumeurs, efficacité des traitements,…). 

L’idée serait de n’utiliser qu’un seul nano-objet pour la détection et la délinéation des tumeurs, la sélection 

des patients, l’optimisation du traitement et son suivi. Cette stratégie permettrait de limiter les coûts ainsi 

que les effets secondaires de traitements inopérants pour certains patients.[19,20] 

Miladi et al., ont ainsi développé des nanoparticules d'or portant en surface des chélates DTPA@Gd3+ et ont 

évalué l’intérêt de telles structures in vivo sur des rats portant des tumeurs du système nerveux central 

(gliosarcome 9L) dans l’hémisphère droit de leur cerveau.[81] Grâce aux chélates de Gd3+, les particules 

peuvent être utilisées comme agents de contraste en IRM et, grâce à l’or, elles présentent aussi un effet 

radiosensibilisant. Leur accumulation dans la tumeur peut être suivie par IRM. Les images permettent de 

délimiter la tumeur et donc la zone cible de l’irradiation. Elles permettent aussi de déterminer le moment 

optimal pour irradier les tumeurs, il correspond à celui où les dommages causés aux tumeurs seront élevés 

mais où l’on épargnera les tissus sains. Lors de cette étude, il a été déterminé à 5 min après l'injection 

intraveineuse des nanoparticules d'or. L’utilisation conjointe de la radiothérapie et des particules permet 

une augmentation de la durée de vie des animaux de 473 % par rapport à des animaux non traités et de 
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78 % par rapport à des animaux uniquement traités par irradiation. Ceci illustre l’intérêt de ces particules, 

et de manière plus générale de ces stratégies théranostiques, pour le traitement des cancers. 

 

1.4.3 Vers un passage en clinique des NPs pour l’oncologie 

Malgré de nombreuses recherches et articles publiés, très peu de nanoparticules sont actuellement utilisées 

en clinique, seulement une dizaine en oncologie et aucune à base de Gd. On retrouve essentiellement des 

liposomes et des nanoparticules polymériques. Concernant les nanoparticules inorganiques, seules 

certaines à base d’oxyde de fer ont obtenu des autorisations de mise sur le marché en Europe et aux Etats-

Unis. Nous avons déjà mentionné l’application de ces NPs pour l’IRM (Ferridex®,  Sinerem®,…), même si des 

retraits du marché ont ensuite été observés en raison de compétitions avec d’autres agents 

moléculaires.[67,82] Une solution colloïdale de NPs d’oxyde de fer, NanoTherm® de MagForce, a reçu une 

certification européenne (CE) pour le traitement des glioblastomes (cancer du cerveau), voir Figure 1-10. 

Après injection intratumorale de ces nanoparticules, l’application d’un champ magnétique oscillant permet 

d’augmenter la température et de détruire les cellules cancéreuses environnantes (hyperthermie). Elles 

sont actuellement en cours d’essais cliniques pour d’autres types de cancer (prostate et pancréas).[6] 

 

 

Figure 1-10 : Structure des nanoparticules NanoTherm®. Image adaptée de de www.magforce.de. 

 

Les raisons faisant qu’il y a peu de NPs en clinique sont multiples. Elles sont liées au fait que la 

nanomédecine est un domaine relativement nouveau, interdisciplinaire et impliquant des structures 

hybrides multimodales complexes avec des applications originales (diagnostic, thérapie).[6,7,82,83]  

 

 Tout d’abord, un manque existe concernant les techniques liées aux nanoparticules que ce soit pour 

leur synthèse à grande échelle, leur caractérisation ou l’étude de leurs propriétés biologiques. Il serait 

ainsi nécessaire de développer des protocoles standardisés in vitro et in vivo adaptés aux NPs pour 

évaluer leur efficacité par rapport aux méthodes cliniques « classiques » et leur toxicité.[6,82] Nous 

manquons d’ailleurs encore de recul quant à la toxicité des particules qui doit être évaluée à la fois sur 
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le court et le long terme.[6,82,83]  Ces études sont complexes car elles dépendent de nombreux paramètres 

tels que les matériaux utilisés, les sous-produits résultants de la dégradation des particules dans 

l’organisme, la stabilité de la suspension colloïdale en milieu physiologique, etc.  

 

 Un autre frein au passage des nanoparticules en clinique est lié aux autorités régulatrices. Il leur est en 

effet difficile de réglementer ces nouvelles nanotechnologies alors même que tous les mécanismes 

biologiques liés aux NPs ne sont pas encore élucidés et que les paramètres clés à contrôler pour un 

passage en clinique ne sont pas définis. La grande variété de structures ou compositions des NPs rend 

cette tâche d’autant plus difficile. Chaque agence a ainsi ses propres recommandations et experts et 

peut ne pas arriver aux mêmes conclusions que les autres (concernant la poursuite des essais cliniques 

ou les domaines d’application par exemple). 

 

 Finalement, il est nécessaire de convaincre les investisseurs de l’apport des NPs en oncologie par 

rapport aux méthodes cliniques déjà utilisées. Pour les NPs à base de Gd, il semble difficile de 

convaincre avec uniquement des propriétés en IRM puisque il y a un faible intérêt des industriels pour 

le développement de nouveaux agents de contraste alors que le coût engendré serait élevé.[83] De plus, 

une barrière supplémentaire est apparue avec la toxicité liée au Gd3+ libre et la mise en lumière des cas 

de NFS chez des insuffisants rénaux.[14] Le rapport bénéfice sur risque pour une application en imagerie 

seule pourrait donc paraître trop faible pour des investisseurs et le développement de nanoparticules 

à base de Gd gagnerait à se diriger vers des applications en théranostic. 

 

Malgré ces freins, de plus en plus de nanoparticules reçoivent l’accord pour passer en essai clinique, et pas 

uniquement des NPs polymériques ou des liposomes. On constate en effet une augmentation du nombre de 

micelles, de NPs à base de protéine, ou de NPs inorganiques.[82] Ceci apporte un grand espoir concernant 

l’utilisation des nanoparticules en médecine. Concernant les nanoparticules inorganiques ou hybrides en 

oncologie, des essais cliniques sont rapportés pour des nanoparticules d’oxyde de fer (Feraheme®, imagerie 

des ganglions lymphatiques et des cancers de la tête et du cou), de silice (C Dots®, aide à la chirurgie des 

ganglions lymphatiques), d’or (Aurimune®, destruction du système vasculaire des tumeurs pour une 

meilleure délivrance de médicaments), de silice encapsulée dans une couche d’or (Auroshell®, 

hyperthermie) ou encore d’oxyde d’hafmium (NBTXR3®, amélioration de la radiothérapie). En 2016, les 

nanoparticules AGuIX® à base de Gd, développées par mon laboratoire d’accueil, ont reçu l’accord de 

l’Agence Nationale de Sécurité du Médicament et des produits de santé (ANSM) pour démarrer un essai 

clinique de phase I utilisant ces nanoparticules en combinaison de la radiothérapie pour le traitement des 

métastases cérébrales. Dans la partie suivante, nous allons présenter plus en détails ces particules et leurs 

propriétés.[6,83]  
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1.5 LA NANOPLATEFORME AGUIX® 
La nanoplateforme  AGuIX® est une nanoparticule hybride à base de polysiloxane et de gadolinium. 

Développée depuis une dizaine d’année, d’abord à l’Université Claude Bernard puis par la startup 

NhTherAguix, elle peut être utilisée à la fois comme agent de contraste positif en IRM et comme agent 

radiosensibilisant. Après avoir présenté la synthèse et les principales caractéristiques physico-chimiques 

de cette nanoplateforme, nous allons faire un tour d’horizon de ces propriétés biologiques et de son 

utilisation en IRM et en radiothérapie.  

 

1.5.1 Synthèse et structure 

La synthèse des particules AGuIX® comporte des étapes de type « bottom-up » (voie montante) puis « top-

down » (voie descendante) et est détaillée sur la Figure 1-11.[51,84] 

 

 

Figure 1-11 : Synthèse des nanoparticules AGuIX®. Figure adaptée de Anna Mignot et al.[51] et Le Duc et al.[84]  

 

 Après avoir synthétisé un cœur d’oxyde de gadolinium, on l’encapsule dans une couche de polysiloxane. 

Celle-ci est obtenue par hydrolyse-condensation de tétraéthoxysilane (TEOS) et de                                 

3-aminopropyltriéthoxysilane (APTES). Le TEOS a été choisi pour réticuler et densifier le réseau 

polysiloxane et l’APTES a été choisi en raison des groupements amines qu’il introduit en surface de la 

particule et qui vont être utiles pour des greffages ultérieurs.[51,85,86]  

 

 La troisième étape consiste en le greffage de DOTAGA (acide 2,2',2''-(10-(2,6-dioxotétrahydro-2H-

pyran-3-yl)-1,4,7,10-tétraazacyclododécane-1,4,7-triyl)triacétique) à la surface par formation d’une 

liaison amide. Ce dernier a été préféré au DOTA classique (acide 1,4,7,10-tétraazacyclododécane-

1,4,7,10-tétraacétique) car il permet l’accès à cinq acide carboxyliques au lieu de quatre, après greffage 

il reste donc huit sites de coordination libres pour la chélation de l’ion Gd3+.[51] Ce ligand macrocyclique 
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possède une très grande constante de complexation pour l’ion Gd3+ (logK = 25,6) et une cinétique de 

dissociation lente.[14] Il permettra donc d’éviter toute libération d’ions Gd3+ dans l’organisme après 

injection des particules, ce qui induirait un effet toxique. Enfin, ces groupements vont augmenter 

l’hydrosolubilité et la stabilité colloïdale des nanoparticules.  

 

 Finalement, les nanoparticules sont transférées dans l’eau, on observe alors la dissolution du cœur 

d’oxyde de gadolinium à cause de la présence des chélatants. Ceci entraine la fragmentation de la couche 

de polysiloxane, donnant naissance à des nanoparticules ultrafines : les nanoparticules AGuIX®.[51] 

Après leur synthèse et purification,  les nanoparticules AGuIX® sont stockées à température ambiante 

sous forme de poudre lyophilisée et sont stables pendant plus d’un an (voir Annexe A.2). 

 

 

 

Figure 1-12 : Représentation schématique des nanoparticules AGuIX®. 

 

Comme représenté sur la Figure 1-12, les particules AGuIX® sont composées d’un squelette de polysiloxane 

entouré par une dizaine de ligands DOTAGA. 98-99 % de ces ligands complexent des ions Gd3+. Les 

particules présentent aussi une quinzaine de fonctions amines primaires en surface pouvant être utilisées 

pour des fonctionnalisations ultérieures. D’autre part, ces particules présentent un diamètre 

hydrodynamique moyen d’environ 3,5 ± 1,0 nm, laissant présager une élimination rénale, et une masse 

d’environ 10 kDa.[51,87,88] Plus de détails concernant les conditions de caractérisation sont donnés en 

Annexe A.1 et dans les chapitres suivants. 

 

Les particules sont maintenant produites à grande échelle de manière reproductible au sein du laboratoire 

(~50 g de particules par synthèse correspondant à ~ 50 mmol de Gd3+). Un lot a aussi été produit dans des 

conditions de bonnes pratiques de fabrication (GMP, Good Manufacturing Practices) en partenariat avec la 

société Carbogen AMCIS (600 g) pour toutes les manipulations liées à l’essai clinique. Durant la thèse, 

différents lots de synthèse ont pu être utilisés ; dans tout le manuscrit les caractérisations indiquées 

correspondront donc au lot utilisé pour l’expérience décrite.  



Chapitre 1 : Les NPs à base de Gd en oncologie 

40 
 

1.5.2 Biocompatibilité et biodistribution 

1.5.2.1 Biocompatibilité 

Le squelette des nanoparticules AGuIX® est composé de polysiloxane ce qui leur confère une bonne 

biocompatibilité. De plus, leur dégradation conduit à des sous-produits non toxiques. En effet, ce sont de 

petits fragments (APTES-DOTAGA@Gd3+, TEOS-APTES-DOTAGA@Gd3+,..) résultant de l’hydrolyse 

progressive du cœur de polysiloxane dans l’eau.[89] On peut noter que ces particules sont stabilisées en 

solution acide ou concentrée ce qui permet de les conserver pendant plusieurs mois dans l’eau sans 

modifications de leurs propriétés physico-chimiques (voir Annexe A.2). D’autre part, le choix des ligands 

DOTAGA pour la complexation du gadolinium permet de minimiser les risques de décomplexation ou de 

transmétallation après injection dans l’organisme (voir l’Annexe A.2 pour une présentation des techniques 

de quantification des ions Gd3+ libres).  

De nombreuses études ont été réalisées que ce soit sur des souris, des rats ou des singes (macaques de 

Buffon). Certaines études ont utilisé des animaux sains, d’autres des animaux porteurs de tumeurs 

orthotopiques (situées à leur emplacement anatomique habituel) ou hétérotopiques.[9,11,19] Aucun signe de 

toxicité n’a été observé même pour des concentrations en gadolinium supérieures à celles utilisées en 

clinique pour des agents à base de Gd. Par exemple, des injections intraveineuses répétées de particules à 

des singes (12 injections en 6 semaines) et pour des concentrations variant de 100 à 500 mg.kg-1 n’ont pas 

révélé d’effets secondaires.[11]  

 

1.5.2.2 Biodistribution 

Les nanoparticules peuvent être injectées par voie intraveineuse ou par les voies aériennes et sont ensuite 

éliminées par voie rénale comme le laissait présager leur petite taille.[9,11,19] La Figure 1-13 présente une 

étude de biodistribution réalisée en imagerie optique sur des souris saines après injection intraveineuse de 

nanoparticules AGuIX®.[87] Dans ce cas, un fluorophore, la Cyanine 5.5, a été ajouté aux particules pour 

pouvoir les détecter. Les images montrent qu’elles ne sont présentes que dans les reins (K) et l’urine (U), le 

signal dans l’estomac (S) provenant de l’alimentation des souris. D’autres études ex vivo ou in vivo ont 

montré que l’accumulation des particules AGuIX® dans les autres organes (foie, cerveau, cœur,…) était très 

faible.[11] D’autre part, les particules AGuIX® présentent un temps de vie dans le sang plus long que des 

composés moléculaires (τ1/2 ~ 0,3 et 2,2 h pour les souris et les singes respectivement).[79,84,88] 
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Figure 1-13 : Suivie de la biodistribution des nanoparticules AGuIX® par imagerie optique après injection intraveineuse 
à des souris nude montrant leur accumulation dans les reins et la vessie uniquement. Les images sont enregistrées 

(a) avant, (b) 1 h 30 et (c) 3 h après administration ([Gd3+]= 10 mM) de particules portant un fluorophore, la Cyanine5.5. 
S : estomac, K : reins et U : urine. (d) Fuorescence de certains organes après dissection des souris 24 h après injection. La 

fluorescence détectée dans l’estomac provient de l’alimentation de des animaux. Figure issue de Lux et al.[87] 

 

Plus récemment, une étude a été réalisée pour étudier plus précisément l’élimination et l’impact sur les 

reins des nanoparticules après une injection intraveineuse sur des souris saines, elle est présentée en détail 

dans l’Annexe A.3.[88] Pour cette étude, j’ai fonctionnalisé les NPs AGuIX® en ajoutant à leur surface des 

fluorophores permettant d’étudier la biodistribution par microscopie intravitale à deux photons. Pour 

obtenir des informations complémentaires, d’autres techniques ont été utilisées telles que la spectroscopie 

sur plasma induite par laser, la spectrométrie à plasma induit et émission optique, la microscopie 

électronique à transmission, la spectrométrie de masse par électrospray et l’histologie.  

Les résultats ont montré une accumulation rapide dans les reins dès les 5 premières minutes après injection 

intraveineuse, la plus grande accumulation ayant lieu 4 h après. Le mécanisme d’élimination se fait en deux 

temps. Tout d’abord on assiste à une élimination rapide des plus petites nanoparticules ainsi que de leurs 

produits de dégradation (fragments). Au bout de quelques minutes, des nanoparticules entières et de tailles 

plus importantes sont alors éliminées. Seule 0,5 % de la dose de particules injectée demeure dans les reins 

4 semaines après administration, ce qui souligne l’efficacité de l’élimination. Finalement, des analyses ont 

montré que l’impact de multiples injections sur la fonction rénale et la microstructure des reins reste faible 

et temporaire. Ceci illustre bien la grande biocompatibilité des particules et est très prometteur dans le 

cadre d’un passage en clinique.  

 

Pour finir, de nombreuses études ont été réalisées sur des animaux porteurs de tumeurs et ont permis de 

mettre en évidence une accumulation dans les tumeurs par effet EPR quel que soit le mode d’administration 

(aérosol ou injection). Un exemple est donné avec la Figure 1-15 que nous allons présenter dans le 

paragraphe suivant.  
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1.5.3 Utilisation en radiothérapie guidée par IRM 

 

1.5.3.1 Un excellent agent de contraste en IRM 

La présence de gadolinium permet aux nanoparticules d’être utilisées comme agents de contraste positifs 

en IRM. Ainsi à 60 MHz et 37°C, la relaxivité longitudinale est de 12,5 s-1.mM-1 (par gadolinium) et le ratio 

r2/r1 de 1,4.  De plus, cette valeur est 2 à 3 fois plus élevée que celle de composés moléculaires comme le 

montrent les mesures de Relaxation de Résonance Magnétique Nucléaire de la Figure 1-14.[51] Les 

nanoparticules AGuIX® permettent ainsi d’obtenir un meilleur contraste en IRM par rapport aux agents de 

contraste moléculaires « classiques » (Dotarem®, Magnévist®,…). 

 

 

Figure 1-14 : Mesures de Relaxation de Résonance Magnétique Nucléaire montrant une plus grande relaxivité pour les 
particules AGuIX que pour les chélates DOTA@Gd3+. Figure issue de Mignot et al. [51] 

 

La Figure 1-15 représente les images IRM réalisées après injection d’AGuIX® à des souris porteuses de 

tumeurs sous-cutanées au niveau du flan (cancer du pancréas). En s’accumulant dans la tumeur (et les 

reins), les nanoparticules entraînent l’apparition d’une zone plus blanche. Elles facilitent donc bien la 

détection et la délimitation des tumeurs.  
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Figure 1-15 : Images IRM pondérées T1 (7 T, Bruker BioSpec, US) de souris porteuses de tumeurs capan-1-pancréatiques. 
La flèche jaune indique la tumeur, les flèches bleues indiquent les reins. Les images sont enregistrées avant injection 

intraveineuse de nanoparticules AGuIX® (0,25 mg/g) et jusqu’à 24 h après. L’apparition d’une zone plus blanche indique 
une accumulation dans la tumeur rapide, dès 1 min-post injection, suivie d'une accumulation croissante jusqu’à 15 

minutes. Au-delà, la quantité de nanoparticules dans la tumeur diminue. Figure adaptée de Detappe et al.[79] 

 

 

1.5.3.2 Un effet radiosensibilisant 

Comme souligné dans les parties précédentes, la présence de gadolinium permet d’utiliser les particules 

AGuIX® comme agent radiosensibilisant en radiothérapie, et ce même dans des conditions cliniques.[9,11,19,79] 

L’étude présentée dans le paragraphe précédent (Figure 1-15) avec les souris porteuses de tumeurs 

pancréatiques, a été poussée plus loin en étudiant l’influence des particules sur la radiothérapie. La Figure 

1-16  présente les courbes de survie pour des animaux non traités (marron), recevant des AGuIX® (bleu), 

recevant une irradiation seule (vert) ou recevant une irradiation 15 minutes après injection intraveineuse 

des nanoparticules (rouge). Le moment de l’irradiation correspond à celui pour lequel l’accumulation des 

nanoparticules est maximale dans les tumeurs. On constate bien que les AGuIX® possèdent un fort pouvoir 

radiosensibilisant et permettaient d’augmenter significativement la survie des animaux par rapport à une 

irradiation seule. L’effet radiosensibilisant sera présenté plus en détails dans le chapitre 2 de ce manuscrit.  
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Figure 1-16 : Courbes de survie de Kaplan-Meier obtenues pour des souris porteuses de tumeurs sous-cutanées (cancer 
du pancréas) et montrant l’efficacité d’un traitement combiné AGuIX®-irradiation. Chaque groupe comporte 5 animaux. 

L’irradiation est réalisée dans des conditions cliniques (6 MV) et une dose de 10 Gy est déposée. La quantité de 
nanoparticules AGuIX® injectée est de 0,25 mg/g. Dans le cas où l’irradiation a lieu en présence de particules, elle est 

réalisée 15 min post-injection. Figure adaptée de Detappe et al.[79]  

 

1.5.3.3 Essai clinique 

En 2016, les nanoparticules AGuIX® ont reçu l’accord de l’ANSM pour un essai clinique de phase I 

concernant le traitement de métastases cérébrales par radiothérapie en association avec ces 

nanoparticules. Cet essai est référencé sur le site clinicalTrials.gov sous le numéro NCT02820454. Son 

principe est représenté sur la Figure 1-17.  Après injection intraveineuse (1), les nanoparticules 

s’accumulent dans les tumeurs par effet EPR (2) et permettent de mieux détecter et délimiter les métastases 

par IRM (3). L’effet radiosensibilisant des NPs permettrait d’améliorer le traitement et de détruire les 

métastases (4 et 5). Les NPs sont ensuite éliminées complètement par voie rénale (6).  

Les études de phases I sont actuellement en cours au Centre Hospitalier Universitaire de Grenoble. Dans un 

premier temps, le but est d’évaluer les propriétés pharmacocinétiques des particules et de vérifier qu’elles 

sont bien tolérées par les patients. Pour le moment, onze patients ont reçu une injection intraveineuse de 

particules et aucun effet secondaire n’a été détecté.  
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Figure 1-17 : Utilisation des nanoparticules AGuIX® pour la radiothérapie guidée par IRM. Figures provenant de 
www.nano-h.com. 

 

1.6 OBJECTIFS DE THESE 
Le but de cette thèse est de développer une deuxième génération de particules AGuIX® afin de permettre 

des diagnostics encore plus précis ou des thérapies encore plus performantes en oncologie. Pour cela on a 

cherché d’une part à améliorer une propriété déjà existante de cette nanoplatforme, l’effet 

radiosensibilisant, et d’autre part à y ajouter de nouvelles fonctionnalités en se dirigeant à chaque fois vers 

des techniques déjà utilisées en clinique, la scintigraphie et la photothérapie dynamique (voir Figure 1-18).  

Plusieurs projets ont donc été menés en parallèle et sont présentés dans les différents chapitres de ce 

manuscrit. Dans tous les cas, un travail important a été réalisé pour fonctionnaliser la surface des particules 

et caractériser le plus finement possible les nano-objets obtenus. De nombreuses collaborations, en France 

ou à l’international, ont ensuite été mises en place pour évaluer les effets biologiques et l’intérêt de ces 

objets pour le diagnostic et le traitement des cancers. 

 

Ce manuscrit se compose de trois chapitres traitant des résultats obtenus au cours de la thèse. A la fin de 

chacun, les expériences in vitro et in vivo sont présentées brièvement et les publications issues de ces 

résultats sont insérées pour plus de détails. 

 

 Chapitre 2 : Le premier projet consiste à améliorer l’effet radiosensibilisant des particules, c’est-à-dire 

leur capacité à améliorer la radiothérapie. Pour cela nous avons ajouté des complexes de bismuth 

(DOTA@Bi3+) à la surface des particules. Après une caractérisation complète, leur efficacité comme 

agent radiosensibilisant a été évaluée in vitro et in vivo à Harvard aux Etats-Unis pour un modèle de 

cancer du poumon. 
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Figure 1-18 : Développement d’une deuxième génération de particules AGuIX®. 

 

 Chapitre 3 : Un deuxième volet de mes projets a consisté à améliorer la détection des particules. On a 

vu en effet que l’IRM était une technique d’imagerie peu sensible contrairement à la scintigraphie. Nous 

avons donc développé et caractérisé une série de nanoplateformes de type AGuIX® présentant à leur 

surface différents ligands (DOTA, NODA, DFO). Cette série nous permet de complexer des isotopes 

radioactifs variés (68Ga, 64Cu, 89Zr, 111In, 67Ga,…) selon leur disponibilité, leur coût ou les applications 

visées. L’ajout des radioisotopes et les études in vivo ont été réalisés grâce aux collaborations 

développées en France (Nantes, Lyon) ou à l’étranger (Athènes en Grèce, Pittsburgh et San Francisco 

aux Etats-Unis). 

 

 Chapitre 4 : Le dernier projet a consisté à développer une plateforme AGuIX® pour le traitement des 

glioblastomes, des cancers du cerveau pour lesquels les thérapies ne sont pas encore assez efficaces. La 

photothérapie dynamique (PDT) pourrait se révéler très intéressante dans ce contexte. Nous avons 

alors fonctionnalisé la surface des particules AGuIX® avec des molécules pour la PDT, appelées 

phososensibilisateurs. Grâce à une collaboration avec les universités de Lorraine et de Lille, l’intérêt de 

cette nanoplateforme pour la PDT guidée par IRM a pu être évalué in vivo. 
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2 CHAPITRE 2 : OPTIMISATION DE L’EFFET RADIOSENSIBILISANT 

DES NPS AGUIX 

 

2.1 INTRODUCTION 
 
Comme cela a été mentionné dans le chapitre précédent, la radiothérapie est l’un des piliers des traitements 

actuels contre le cancer.[18] Cette technique consiste à irradier les tumeurs, en général par des rayons X, tout 

en préservant au maximum les tissus sains environnants. Pour améliorer l’efficacité de la radiothérapie, on 

peut utiliser des agents radiosensibilisants qui permettent d’augmenter la dose d’irradiation délivrée 

localement ou d’augmenter les effets biologiques liés à l’irradiation.[20]  

Au cours des dernières années, l’intérêt des nanoparticules pour la radiosensibilisation a fortement 

augmenté. On peut en effet imaginer les utiliser pour améliorer la biodistribution des agents 

radiosensibilisants en les délivrant spécifiquement dans les tumeurs (par ciblage passif ou actif). De plus, 

les nanoparticules avec un haut numéro atomique (Z) constituent une nouvelle classe d’agents 

radiosensibilisants. C’est à ces dernières que nous allons nous intéresser dans ce chapitre.[18–21] 

 

2.1.1 L’utilisation des NPs pour la radiothérapie  

 

2.1.1.1 Interaction des rayons X et de la matière  

L’interaction des rayons X avec la matière dépend de l’énergie incidente (E), voir Figure 2-1-a. Pour de 

faibles énergies (E < 100 keV), l’effet photoélectrique est prépondérant (Figure 2-1-b). Il consiste en 

l’absorption d’un photon X par un atome, entraînant l’expulsion d’un électron situé dans les couches 

électroniques internes de l’atome. L’énergie du photon incident est presque entièrement transmise à 

l’électron expulsé et celui-ci peut se déplacer sur quelques microns causant des dommages aux molécules 

environnantes par ionisation. La lacune de la couche électronique est ensuite comblée par un électron 

d’énergie plus élevée. Finalement, cette énergie est libérée sous forme de photons et/ou d’autres électrons 

appelés électrons Auger qui peuvent se déplacer sur une dizaine de nanomètres. L’effet photoélectrique 

dépend du matériau et varie en Z4 ou Z5, on comprend donc l’intérêt d’utiliser des matériaux avec un haut 
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numéro atomique. De plus, il décroit rapidement avec l’énergie du faisceau incident selon un facteur 

1/E3.[89,90] 

 

 

Figure 2-1 : Interaction des rayons X avec la matière. (a) Prédominance des effets selon l’énergie et le numéro    
atomique [90]. Schéma illustrant l’effet photoélectrique (b), l’effet Compton (c) et la création d’une paire électron-

positon (d). Figure adaptée de Butterworth et al.[91] 

 

Pour des énergies moyennes (100 keV à quelques MeV), l’effet Compton apparaît, il est indépendant de Z 

(Figure 2-1-c). Il consiste en la collision d’un photon incident avec un électron des couches externes. Seule 

une partie de l’énergie incidente est transmise à l’électron, le reste est libéré par la diffusion d’un photon 

(d’énergie plus faible que l’énergie incidente). Le photon diffusé va pouvoir à son tour, et selon son énergie, 

entrainer un effet photoélectrique ou un effet Compton.[90]   

Pour des énergies élevées (E supérieure à quelques MeV), le photon incident interagit avec le noyau de 

l’atome (Figure 2-1-d). Une paire électron-positon est créée. Après avoir parcouru une courte distance, le 

positon rencontre un électron provoquant leur annihilation et l’émission de deux photons γ d’énergie 

511 keV. Cet effet varie en Z². 

 

2.1.1.2 NPs et radiosensibilisation 

Plusieurs modélisations ont montré un effet radiosensibilisant pour des nanoparticules composées 

d’éléments lourds. Les résultats indiquaient des concentrations en nanoparticules nécessaires difficilement 

atteignables in vivo et des énergies de l’ordre de la dizaine de keV ne correspondant pas à une utilisation 

clinique.[19] La plupart des radiothérapies sont en effet réalisées avec des irradiateurs 6 MV (accélérateurs 

linéaires d’électrons) qui permettent de produire des rayons X de haute énergie pénétrant profondément 
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sous la peau.[79] Cependant, de nombreuses études expérimentales apparaissaient en contradiction avec ces 

résultats théoriques puisque des effets étaient observés avec des concentrations de particules plus faibles 

et pour des énergies plus élevées que celles prédites par ces modélisations. Cela semble indiquer que 

d’autres aspects sont à prendre en compte avec les nanoparticules.[19,91]  

En réalité, les faisceaux utilisés en routine en clinique sont toujours poly-énergétiques. La composante de 

faible énergie peut donc interagir préférentiellement avec les nanoparticules de haut Z par effet 

photoélectrique.[90] En cas d’émission d’électrons, en présence de nanoparticules et en raison de la 

proximité des atomes lourds entre eux, un électron émis par un atome peut exciter un atome voisin 

entraînant alors une cascade d’électrons. Une énergie élevée est ainsi déposée dans l’environnement 

immédiat de la particule.[11] Pour des nanoparticules d’or par exemple, McMahon et al. ont montré que 

l’énergie déposée autour des particules, sur quelques centaines de nanomètres, était de plusieurs centaines 

de gray (Gy), voir Figure 2-2.[92] L’effet radiosensibilisant des particules provient de ces spots d’intense 

ionisation de taille nanométrique.  

 

 

Figure 2-2 : Dose radiale moyenne déposée à la suite d’un unique évènement ionisant pour une nanoparticule d’or de 
2 nm. Irradiation : 6 MV Linac. Les doses sont présentées ici en couches concentriques centrées sur la nanoparticule. 

Durant l’irradiation, de nombreux électrons de faible énergie sont générés et déposent des doses élevées à proximité des 
particules d’or. La distribution de dose est donc inhomogène dans le milieu. Figure issue de Mc Mahon et al.[92] 

 

2.1.1.3 Effets biologiques 

La présence des nanoparticules entraîne une augmentation de la dose d’énergie déposée dans leur 

environnement immédiat, leur localisation semble donc particulièrement importante pour avoir un effet. 

Les dommages causés aux cellules tumorales peuvent se faire par l’intermédiaire d’altérations des 

membranes, ou des mitochondries si les particules sont internalisées, etc.[93] L’irradiation des 

nanoparticules peut aussi entraîner la formation de radicaux comme des dérivés réactifs de l’oxygène (ROS, 

Reactive Oxygen Species) qui à leur tour peuvent induire des dommages aux cellules environnantes.[18,90] 
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Différents effets sur les cellules ont été observés lorsqu’elles sont irradiées en présence de particules, par 

exemple une augmentation de l’apoptose, de la nécrose ou de l’autophagie.[20] De plus, des dommages ont 

été observés sur les vaisseaux sanguins, ce qui diminuerait l’apport en sang aux tumeurs et jouerait un rôle 

important dans leur destruction.[32] A ce jour, les mécanismes biologiques impliqués dans l’effet 

radiosensibilisant des particules ne sont toujours pas complètement élucidés et des études supplémentaires 

sont nécessaires.[20,79]  

 

2.1.2 Exemples de NPs de haut Z pour la radiosensibilisation 

Plusieurs types de particules, composées de matériaux à haut Z ont été étudiés pour améliorer la 

radiothérapie.[18,20] On a déjà présenté dans le chapitre 1 l’intérêt des nanoparticules à base de gadolinium 

(Gd) pour ces applications (Z = 64). Elles présentent l’avantage de pouvoir être détectées en IRM.[20] C’est à 

cette catégorie qu’appartiennent les particules AGuIX qui sont actuellement en essai clinique de phase I 

pour l’amélioration du traitement de métastases cérébrales par radiothérapie, après injection intraveineuse 

des particules. 

 

 Les nanoparticules d’or 

En 2004, Hainfeld et al. ont étudié l’utilisation de nanoparticules d’or (Z = 79) de 1,9 nm diamètre pour la 

radiosensibilisation sur des souris portant des tumeurs sous-cutanées EMT-6 (carcinome du sein).[94] Après 

injections intraveineuse des particules, les souris ont été irradiées par rayons X (quelques minutes à 

250 kVp), ce qui a permis d’augmenter leur taux de survie. En effet, le taux de survie à 1 an est de 86 % avec 

irradiation en présence de particules contre 20 % et 0 % avec uniquement une irradiation ou uniquement 

des nanoparticules, respectivement. Depuis, les nanoparticules d’or ont été très étudiées pour la 

radiosensibilisation[20] car elles présentent de nombreux avantages (facilité de synthèse, taille et forme 

variables, fonctionnalisation possible pour améliorer la biodistribution, suivi en CT…). Récemment, Roux et 

son équipe ont développés différents types de nanoparticules d’or pour la radiosensibilisation, l’imagerie 

IRM et la scintigraphie.[53,81,95] Pour assurer la stabilité colloïdale des particules dans les conditions 

physiologiques, ils ont greffé des dérivés du chélate DTPA (acide diéthylènetriaminepentaacétique) sur des 

particules d’or de 2,4 nm. Des études de biodistribution ont montré que ces particules s’accumulent par 

effet EPR dans les tumeurs et sont éliminées rapidement par voie rénale. De plus, elles peuvent complexer 

des ions Gd3+ ce qui leur permet d’être détectées à la fois par CT et par IRM. Des expériences de 

radiosensibilisation in vivo ont été réalisées sur des souris portant des xénogreffes pour un modèle de 

cancer de la prostate (PC3). Les particules ont été injectées par voie intratumorale avant irradiation (220 

keV). La durée de survie médiane était de 38 jours avec particules et irradiation contre 29 jours avec 

irradiation seule. Cela traduit une augmentation de 31 % de la survie médiane avec les particules et souligne 

bien l’intérêt de ces particules pour la radiosensibilisation. Malgré les nombreuses études montrant l’intérêt 

des particules d’or pour l’amélioration de la radiothérapie, aucun essai clinique n’évalue leur effet à ce jour.  
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 Les nanoparticules d’hafmium 

Des nanoparticules d’oxyde de hafmium (Z = 72) ont aussi montré un effet radiosensibilisant in vitro et 

in vivo.[20] Elles sont appelées NBTXR3®, ont un diamètre d’environ 50 nm et une surface négativement 

chargées en solution aqueuse à pH physiologique. Leur utilisation est actuellement évaluée au cours de 

plusieurs essais cliniques pour des applications en radiothérapie, principalement après injection 

intratumorale.  Les études portent sur des sarcomes des tissus mous (phase I, II/III), des cancers du foie 

(phase I/II), des cancers de la prostate (phase I/II) et des cancers de la tête et du cou (phase I).[20] Cependant, 

une injection intratumorale limite les applications à des tumeurs faciles d’accès.[21] Pour des tumeurs moins 

accessibles, pour un accès simultané à plusieurs sites tumoraux ou pour limiter le caractère invasif de 

l’injection, une voie intraveineuse est préférable.  

 

 Les nanoparticules de bismuth 

Le bismuth (Z = 83) est un métal lourd qui présente une toxicité faible par rapport à d’autres métaux 

proches dans le tableau périodique comme le plomb (Z = 82).[96] En raison de cette faible toxicité, le bismuth 

est utilisé depuis longtemps en médecine. Des composés à base de Bi, comme des complexes de citrate de 

Bi, sont ainsi utilisés pour le traitement de problèmes gastro-intestinaux ou d’infections bactériennes.[97] 

Des nanoparticules de Bi ont été synthétisées à base d’oxyde,[98] de sulfure[99] ou de séléniure[100] pour des 

applications comme agent de contraste en CT, pour la photothérapie ou pour la radiothérapie. Récemment 

elles ont attiré beaucoup d’intérêt dans ce cadre et certaines études ont montré qu’elles pourraient 

concurrencer les autres matériaux présentés précédemment.[101] Cependant, pour améliorer leur 

biodistribution ces particules doivent être recouvertes d’une couche hydrophile (polymère, polysiloxane,…) 

avant d’être utilisées ce qui augmente alors leur diamètre hydrodynamique.[97] Dans tous les cas, les tailles 

finales obtenues dépassent la dizaine de nanomètres nécessaire pour une élimination par voie rénale ce qui 

pourrait limiter leurs applications.  

 

 Conclusion 

Cette partie a permis d’introduire quelques exemples de nanoparticules de haut Z pour l’amélioration de la 

radiothérapie. La liste n’est évidemment pas exhaustive et d’autres éléments ont été étudiés (platine,[102] 

argent,[20]…). Quoi qu’il en soit, beaucoup d’études montrent l’intérêt de nanoparticules pour améliorer 

l’efficacité de la radiothérapie et cependant très peu se poursuivent par des études cliniques. La grande 

variabilité entre les études (type de particules, modèles biologiques, irradiation…) complique leur 

comparaison et rend difficile la détermination des paramètres clefs pour leur utilisation en radiothérapie. 

De plus, les mécanismes (physiques, chimiques et biologiques) impliqués ne sont pas encore bien compris 

et nécessitent des études plus approfondies.[20,90] 
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2.1.3 Le cas des AGuIX 

Plusieurs études ont montré que les particules AGuIX peuvent agir comme un agent radiosensibilisant. 

In vitro, l’effet a été prouvé pour différentes lignées cellulaires, même sur des lignées radiorésistantes, avec 

différents types d’irradiation (rayon X, neutron, ions), à différentes énergies et pour de faibles 

concentrations en particules comme indiqué dans le Tableau 2-1.[11,19]  

 

Tableau 2-1 : Effet radiosensibilisant des particules AGuIX sur différents type de cellules tumorales. SER : « Sensitizing 
Enhancement Ratio », cela correspond au ratio du taux de survie sans NP et avec NPs pour le même dépôt de dose. Un 

ratio supérieur à 1 indique donc un meilleur effet de la ratiothérapie en présence de NPs. FFF: « Flattening-Filter-Free » ; 
STD : « standard».[11,19] 

Cellules tumorales Irradiateur 
NPs / temps 

d’incubation 
Efficacité  Equipe de recherche 

Gliome     

U87MG 6 MV 0,01 – 0,50 mM / 24 h SER2Gy = 1,1 – 1,5 
M. Barberi-Heyob 

(Nancy) 

T98G 200 – 250 kV 0,1 – 5 mM / 1 h SER2Gy = 1,1 – 1,3 K. Prise (Belfast) 

Prostate     

DU145 200-250 kV 0,1 – 5 mM / 1 h SER2Gy = 1,17 – 2,5 K. Prise (Belfast) 

PC3 200-250 kV 0,1 – 5 mM / 1 h SER2Gy = 1,25 – 1,33  

Carcinome cervical     

HeLa 200-250 kV 0,5 mM /1 h SER4Gy = 1,54 R. Berbeco (Boston) 

 6 MV 0,5 mM /1 h SER4Gy = 1,28  

Carcinome des voies aérodigestives supérieures    

SQ20B 250 kV 0,6 mM/ 1 h SER2Gy = 2,14 
C. Rodriguez-Lafrasse 

(Lyon) 

 C6+ (33,6 keV.μm-1) 0,3 mM/ 1 h SER = 1,33  

  0,6 mM/ 1 h SER = 1,59  

Pancréas     

Panc1 200-250 kV 0,5 mM/ 1 h SER4Gy = 1,41 R. Berbeco (Boston) 

 6 MV FFF 0,5 mM/ 1 h SER4Gy = 1,2  

 6 MV STD 0,5 mM/ 1 h SER4Gy = 1,12  

Lymphome (souris)     

EL4 Neutron, cyclotron 0,05 – 0,30 mM SER3Gy> 2,0 (estimé) G. Blondiaux (Orléans) 

Carcinome ovarien (hamster)    

CHO C6+ (200 MeV/uma) 1,0 mM / 6h SER4Gy = 1,50 S. Lacombe (Paris) 

 He2+ 1,0 mM / 6h SER = 1,14  

 

 

Les particules agiraient suite à des émissions d’électrons liées aux interactions avec les rayonnements 

ionisants.[32,93] La proximité des atomes de Gd sur les particules permettrait la création d’une cascade 

d’électrons Auger qui entraînerait ensuite un fort dépôt de dose dans l’environnement des particules 

(Figure 2-3). Des modélisations ont été réalisées pour une irradiation par rayons X avec une énergie de 

80 keV. Elles ont montré que des doses de 2 Gy sont déposées à 200 nm de la NP, 10 Gy à 100 nm et de 

1000 Gy à proximité immédiate de la particule.[11] Expérimentalement, on assiste à une augmentation des 



2.1 Introduction 

55 
 

cassures des doubles brins de l’ADN,[11] une production massive de ROS et une altération des fonctions des 

mitochondries.[103] In vivo, de nombreuses études ont été réalisées après injection intratumorale, 

intraveineuse ou par voie respiratoire sur des souris ou des rats.[11,19] Dans tous les cas, une augmentation 

de la survie des animaux a été observée.  

 

 

Figure 2-3 : (A) La formation d’une cascade d’électrons Auger après irradiation des particules AGuIX suivie de la 
formation d’espèces réactives de l’oxygène augmente l’efficacité de la radiothérapie. (B) La simulation de la dose locale 

déposée après irradiation des nanoparticules à 2 Gy fait apparaître des nano-spots de haute énergie. Figure issue de 
Lux et al.[19] 

 

2.1.4 Objectifs 

Le but de ce chapitre est de développer une deuxième génération de particules AGuIX avec un effet 

radiosensibilisant amélioré. On a vu que l’effet photoélectrique joue un rôle important dans leur mécanisme 

d’action et que celui-ci varie en Z4 ou Z5. L’objectif a donc été d’ajouter des éléments plus lourds sur la 

particule AGuIX. Cela permettra aussi d’améliorer leur capacité d’agent de contraste en CT. Le bismuth a été 

choisi pour plusieurs raisons : (i) parmi les éléments présentés précédemment (Au, Hf, Pt, Ag,…) il est celui 

avec le Z le plus élevé, (ii) il est relativement peu toxique (iii) et il peut facilement être complexé par exemple 

par le DOTA (logK = 30,3), chélate déjà utilisé pour les particules AGuIX.[104] 

Cependant, les particules AGuIX présentent très peu de chélates libres en surface (1-2 %). Dans un premier 

temps, nous avons donc cherché à augmenter leur nombre afin de les utiliser ensuite pour complexer des 

ions Bi3+, comme présenté sur la Figure 2-4. 
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Figure 2-4 : Stratégie mise en place pour améliorer l’efficacité des particules AGuIX en radiothérapie : augmentation du 
nombre de DOTA libres à la surface des particules et complexation de bismuth.  

 

2.2 SYNTHESE DES PARTICULES AGUIX@DOTA 
 

2.2.1 Stratégies 

Afin d’augmenter le nombre de chélates libres en surface de la particule AGuIX, deux stratégies ont été 

étudiées et sont représentées sur la Figure 2-5. 

 

 Modification de la synthèse des particules AGuIX 

La première stratégie consiste à modifier la synthèse des particules AGuIX. Une des modifications les plus 

simples est de modifier les étapes de la maturation dans l’eau et de purification des particules AGuIX. Dans 

notre cas, nous nous sommes intéressés à la variation du pH des solutions lors de ces étapes, comme nous 

le verrons en détail ci-après. 

 

 Fonctionnalisation des particules AGuIX par des DOTA 

La deuxième stratégie consiste à fonctionnaliser les particules AGuIX déjà formées en ajoutant à leur surface 

des chélates DOTA. Pour cela, on va utiliser les amines primaires provenant des molécules d’APTES du 

réseau de polysiloxane. En effet, on a vu dans le chapitre 1 que les particules présentaient une quinzaine 

d’amines primaires libres par particule. Cette valeur a été déterminée notamment par l’utilisation du 2,4,6-

trinitrobenzenesulfonate (TNBS), un composé utilisé depuis les années 60 pour détecter les amines libres 

présentes sur les protéines, que ce soit de manière quantitative ou qualitative (voir Annexe A.1).[105] Les 

amines primaires présentes sur les particules AGuIX peuvent donc être utilisées pour fonctionnaliser les 

particules par formation d’une liaison covalente amide avec le chélate DOTA.  
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Figure 2-5 : Stratégies étudiées pour augmenter le nombre de chélates libres disponibles en surface des particules AGuIX 
pour la complexation de bismuth. 

 

Les deux stratégies que nous avons choisies pour augmenter le nombre de chélates libres en surface des 

particules AGuIX sont présentées successivement dans la suite du manuscrit.  

 

2.2.2 Modification de la synthèse des AGuIX 

 

2.2.2.1 Synthèse 

La synthèse des particules AGuIX a été présentée dans le chapitre précédent (partie 1.5). La dernière étape 

correspond au passage des particules du DEG dans l’eau suivi d’une étape de maturation et de purification. 

Au cours de ces étapes, le pH est ajusté à 5 afin de favoriser la dissolution du cœur d’oxyde de gadolinium 

et la complexation des ions Gd3+ par les DOTAGA. Ces étapes sont cruciales pour l’obtention des AGuIX. Afin 

d’augmenter le nombre de DOTAGA libres à la surface des particules, nous avons effectué les premières 

étapes de maturation et de purification en milieu plus acide (Figure 2-6). Toutes les autres étapes de 

synthèse et de purification sont restées inchangées. La dissolution du cœur d’oxyde de Gd devrait être 

favorisée à un pH de 2 mais la cinétique de complexation des ions Gd3+ étant plus lente,[106]  le nombre de 

DOTAGA libres sur les particules finales devrait être augmenté.  
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Figure 2-6 Synthèse des particules AGuIXacide 

 

2.2.2.2 Caractérisations 

Les particules ont été caractérisées par plusieurs techniques complémentaires présentées ci-dessous dans 

le Tableau 2-2. Ces techniques ainsi que les modes opératoires utilisés sont identiques pour toutes les 

synthèses présentées dans ce manuscrit et sont présentées dans l’Annexe A.1.  

 

Tableau 2-2 : Caractérisations de particules AGuIX et AGuIXacide. 

Caractérisations AGuIX AGuIXacide 

Taille : -DLS 

              -SAXS 

DH = 3,3 ± 0,8 nm 

Rg = 1,36 nm; Dsphère = 3,5 nm 

DH = 2,5 ± 0,5 nm 

Rg = 1,13 nm; Dsphère = 2,9 nm 

 

Relaxométrie 

(1,4 T, 37°C) 

 

r1 = 12,5 s-1mM-1; r2/r1 = 1,4 

 

r1 = 11,7 s-1mM-1; r2/r1 = 1,2 

 

HPLC 

(A = 295 nm) 

 

Pureté de 97,5 %  

tR=12,9 min 

l½= 0,8 min  

 

Pureté de 96,6 %  

tR=12,5 min  

l½= 0,8 min  

 

Point isoélectrique 

 

pH = 8,2 ± 0,2  

 

pH = 8,6 ± 0,2  

 

Spectroscopie IR 

 

Pas d’épaulement à 1720 cm-1 

 

Bande de vibration à 1720 cm-1 
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 Taille des nanoparticules 

La taille des particules peut être évaluée par diffusion dynamique de la lumière (DLS, Dynamic Light 

Scattering) qui fournit le diamètre hydrodynamique des particules en supposant que ce sont des sphères. 

Les tailles obtenues sont très petites et proches des limites de sensibilité de l’appareil. Afin de valider ces 

résultats, des expériences supplémentaires ont été réalisées par diffusion des rayons X aux petits angles 

(SAXS, Small-angle X-ray Scattering) par Vu Long Tran, étudiant en thèse au laboratoire. Nous avons ainsi 

pu obtenir le diamètre des particules Dsphère (toujours en les assimilant à des sphères), ces résultats sont 

comparables à ceux obtenus en DLS et confirme donc l’utilisation de cette technique pour l’étude des 

particules de type AGuIX. La modification de la synthèse des particules ne modifie pas sensiblement leur 

taille qui demeure inférieure à 5 nm laissant présager une élimination rénale. D’autre part, la SAXS nous 

permet d’obtenir le rayon de giration (Rg) des particules qui nous donne des indications sur leur structure.  

Un ratio proche de 0,775 pour  est synonyme d’une sphère homogène. Un ratio de 1 est synonyme 

d’une coquille sphérique. Pour les AGuIX et AGuIXacide, le ratio se situe entre ces deux limites ce qui est 

cohérent avec la structure présentée précédemment : un cœur de polysiloxane et des atomes de Gd lourds 

en surface des particules. Un ratio supérieur à 1 aurait été l’indice d’une structure cylindrique, étendue.[107] 

 

 Relaxométrie 

Les propriétés magnétiques des particules sont capitales pour leur utilisation comme agent de contraste 

positif en IRM et ont été évaluées au laboratoire à 37°C et 1,4 T. Les valeurs de r1 et r2 restent similaires 

malgré la modification de la synthèse. 

 

 Chromatographie 

La pureté des particules a été évaluée par chromatographie en phase liquide à haute performance (HPLC, 

High Performance Liquid Chromatography) sur une colonne C4 apolaire et hydrophobe. Les composés sont 

donc séparés selon leur taille et leur polarité puis détectés grâce à leur absorbance à 295 nm. Les 

chromatogrammes sont présentés sur la Figure 2-7-a. Les particules AGuIX et AGuIXacide ont un temps de 

rétention équivalent (tR ~12,5 min) et une largeur à mi-hauteur similaire (l1/2 ~0,8 min) ce qui indique qu’il 

n’y a pas d’altération drastique des particules par modification du pH lors de la synthèse. De petits pics sont 

détectés autour de 3 min et correspondent à des fragments (APTES-DOTAGA@Gd3+, TEOS-APTES-

DOTAGA@Gd3+,...) venant de l’hydrolyse des liaisons Si-O-Si du cœur de polysiloxane (voir la partie 

1.5.2).[108]  
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Figure 2-7 : Caractérisations des AGuIX et AGuIXacide  (a) Chromatogramme HPLC. (b) Evolution du potentiel zéta avec 
le pH. 

 

 Potentiel zéta et point isoélectrique 

L’évolution du potentiel des particules avec le pH est représentée sur la Figure 2-7-b. Elle est identique 

pour les AGuIX et AGuIXacide jusqu’à un pH de 8. Pour des solutions basiques des différences apparaissent 

mais la tendance reste similaire. Jusqu’ici, toutes les caractérisations effectuées semblent indiquer que les 

particules AGuIXacide ne présentent pas de grande différence avec les AGuIX.  

 

 Spectroscopie infrarouge (IR) 

Des solutions de particules AGuIX et AGuIXacide ont été acidifiées avant d’évaporer l’eau à l’étuve. Les 

spectres IR obtenus sur les poudres récupérées sont présentés sur la Figure 2-8. Contrairement au spectre 

des AGuIX, celui des AGuIXacide présente un épaulement à 1720 cm-1 qui correspond à la vibration 

d’élongation des liaisons C=O des acides carboxyliques des DOTAGA non coordinés au Gd3+. Cela corrobore 

le fait que les DOTAGA des AGuIX complexent tous (ou presque) du Gd3+ tandis que les AGuIXacide présentent 

des DOTAGA libres en surface.   
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Figure 2-8 : Spectres infrarouges des particules AGuIX et AGuIXacide. 1720 cm-1 : élongation des C=O des acides 
carboxyliques ; 1600 cm-1 : élongation asymétrique des C=O des carboxylates, des C=O des amides et déformation des N-H 

de l'amide ; 1440 cm-1 : déformation des acides carboxyliques ; 1390 cm-1 : élongation symétrique des C=O des 
carboxylates ; 1080 cm-1 : élongation asymétrique des Si-O-Si ; 930 cm-1 : élongation des Si-O.[109,110] 

 

Nous allons maintenant nous intéresser à la quantification de ces DOTAGA libres, pour laquelle plusieurs 

méthodes ont été mises en place. 

 

2.2.2.3 Quantification du nombre de DOTAGA libres 

 

 Luminescence des ions europium Eu3+ 

Cette technique de dosage a été mise en place dans le cadre de la thèse d’Anna Mignot, effectuée à l’ILM, et 

a été publiée.[51] Lorsque les ions Eu3+ sont libres en solution aqueuse, leur luminescence est presque 

entièrement inhibée par l'eau. Ce n'est pas le cas quand ils sont complexés par le DOTAGA (logK = 26,2 pour 

le DOTA).[111] En effet, pour une excitation à 395 nm, on observe deux pics d'émission : l’un à 593 nm 

correspondant à une transition 5D0-7F1 et l'autre à 616 nm correspondant à une transition 5D0-7F2 (voir 

Figure 2-9-a). L'idée du dosage est donc d'ajouter des quantités croissantes d'ions Eu3+ aux nanoparticules 

et de mesurer la phosphorescence des solutions. Tant qu'il reste des DOTAGA libres, elle augmente 

linéairement. Quand tous les DOTAGA sont saturés, soit par les Gd3+ déjà présents sur les particules soit par 

les Eu3+ ajoutés, un palier est alors atteint (voir la Figure 2-9-b).  

 

Mode opératoire : On prépare différents échantillons contenant la même quantité de particules donc de 

complexes DOTAGA@Gd3+ (en général V = 1 mL et nGd3+ = 3 μmol) mais des quantités croissantes de chlorure 

d'europium hexahydraté. Les solutions sont agitées pendant 48 h à 80°C à un pH de 5-6, de manière à assurer 

la complexation totale des ions Eu3+ sans former d'hydroxyde d'europium. On mesure ensuite la 

phosphorescence à 593 nm et 616 nm pour une excitation à 395 nm.  
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Figure 2-9 : (a) Spectre de luminescence des complexes DOTAGA@Eu3+ pour λexcitation = 395 nm, ~0,4 μmol, V = 1 mL. 

(b) Quantification du nombre de DOTAGA libres par phosphorescence des ions europium Eu3+ pour les particules 
AGuIXacide. λexcitation = 395 nm, nGd3+ = 3 μmol. La rupture de pente a lieu pour nEu3+= 0,3 μmol. 

 

Pour les particules AGuIXacide, on trouve qu'il faut ajouter 0,3 μmol de Eu3+ pour 3 μmol de Gd3+ avant 

d’atteindre le palier. Ceci correspond à  9,1 % de DOTAGA libres. Avec la même technique, environ 

1-2 % de DOTAGA libres en surface des particules AGuIX ont pu être quantifiés.  

 

 
 Complexation de Gd3+ et utilisation l’orange de xylénol 

L’orange de xylénol est une molécule dont le spectre d’absorbance est modifié en présence d’ion Gd3+. 

Comme le montre la Figure 2-10-a, le pic à 433 nm diminue et celui à 573 nm augmente en présence de 

Gd3+. Barge et al[112] ont ainsi montré qu’à un pH de 5,8, le ratio des absorbances à 573 et 433 nm est 

proportionnel à la concentration de Gd3+ libre dans la solution. L’idée du dosage est d’ajouter une quantité 

croissante d’ions Gd3+ aux nanoparticules AGuIXacide en présence d’un excès d’orange de xylénol et 

d’enregistrer les spectres UV-visible des solutions. Les ions Gd3+ ajoutés vont dans un premier temps être 

complexés par les DOTAGA libres présents sur les particules (logK=25 pour le DOTA[51] et 5,8 pour l’orange 

de xylénol[112]). Le spectre de l’orange de xylénol n’est pas modifié et le ratio des absorbances à 573 et 

433 nm est contant. Quand tous les DOTAGA complexent du Gd3+, les ions ajoutés sont chélatés par l’orange 

de xylénol. Cela induit une modification spectrale : le ratio des intensités des absorbances à 573 et 433 nm 

augmente linéairement avec la concentration (voir la Figure 2-10-b). 

 

Mode opératoire : Le spectre d’absorbance de l’orange de xylénol dépendant fortement du pH, les 

manipulations sont réalisées dans un tampon acétate de pH = 5,8. Différents échantillons sont préparés qui 

contiennent la même quantité de particules AGuIXacide (en général V = 1 mL et nGd3+,particules = 0,2-0,3 μmol) mais 

auxquels on ajoute une quantité croissante de chlorure de Gd3+ hexahydraté (nGd3+, ajouté = 0 – 70 nmol). Les 

échantillons sont chauffés à 80°C durant 24 à 48 h. Une solution de sel de sodium d’orange de xylénol est 
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préparée juste avant utilisation pour éviter sa dégradation. A 1 mL de celle-ci, on ajoute 100 μL de chaque 

solution de AGuIXacide. Les échantillons sont laissés sous agitation et à l’abri de la lumière durant 30 min. Le 

spectre UV-visible est ensuite enregistré, et le ratio des absorbances à 573 et 433 nm mesurés. 

  

 

Figure 2-10 : Utilisation de l’orange de xylénol pour la quantification du nombre de DOTAGA libres sur les particules 
AGuIXacide. (a) Influence des ions Gd3+ sur le spectre UV-visible de l’orange de xylénol (solvant : tampon acétate, pH=5,8). 
(b) Quantification du nombre de DOTAGA libres sur les AGuIXacide. Tampon acétate, pH=5,8. nGd3+,particule = 0,233 μmol. La 

rupture de pente a lieu pour nGd3+ ajouté = 25 nmol. 

 

Pour les particules AGuIXacide, avant d’atteindre le palier, il faut ajouter 25 nmol d’ions Gd3+ pour 233 nmol 

de Gd3+ déjà présent sur les particules, ce qui fait  9,6 % de DOTAGA libres. Avec la même technique, 

on trouve environ 1,5 % de DOTA libres en surface des particules AGuIX.  

Ces résultats sont cohérents avec ceux obtenus précédemment. Par rapport à la quantification utilisant 

l’europium, la rupture de pente est en générale plus nette, et la quantification avec l’orange de xylénol est 

donc plus précise. Avec cette technique, chaque échantillon nécessite au moins 10 fois moins de quantité de 

particules que celle utilisant l’europium ce qui est très avantageux lorsque l’on travaille sur de faibles 

quantités de matière.  

 

 
 Analyse élémentaire 

L’analyse élémentaire permet d’obtenir les pourcentages massiques en gadolinium (Gd), silicium (Si), 

carbone (C) et azote (N). Cela nous permet de proposer une structure pour les nanoparticules et donc de 

vérifier la quantité de chélates libres. Ces pourcentages massiques sont déterminés par l’entreprise Filab 

(Dijon, France) avec une erreur de 0,4 %. La teneur en Gd est en générale déterminée aussi au laboratoire 

par spectrométrie à plasma induit et émission optique (ICP-OES, Inductively Coupled Plasma Optical 

Emission Spectrometry). Les résultats pour les particules AGuIXacide sont indiqués ci-dessous dans le 

Tableau 2-3. 
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Tableau 2-3 : Pourcentages massiques pour les particules AGuIXacide obtenus expérimentalement (Filab). 

Gd Si C N 

10,42 12,97 28,46 8,2 

  

Les particules AGuIXacide sont constituées d’un réseau de polysiloxane, provenant de TEOS et d’APTES, et 

fonctionnalisées par des DOTAGA ou des DOTAGA@Gd3+. Les constituants réellement présents au sein de 

la particule sont notés APTES*, TEOS* et DOTAGA* dans la suite. Comme indiqué dans le Tableau 2-4, on 

peut déterminer la formule et la masse molaire de chaque constituant. On peut proposer une structure pour 

la particule en prenant en compte ces constituants. Dans le cas des AGuIXacide la structure proposée est la 

suivante : (Gd1APTES*4,5TEOS*2,5DOTAGA*1,13)n.  

 

Tableau 2-4 : Constituants des particules AGuIX et AGuIXacide.  

 Gadolinium APTES* TEOS* DOTAGA* 

Formule Gd SiO1,5C3NH8 SiO2 C19H31N4O9 

Masse molaire (g.mol-1) 157 110 60 459,5 

 

Les particules lyophilisées sur lesquelles les analyses sont effectuées contiennent aussi de l’eau et des ions 

(Na+, Cl-…) qui représentent pour le moment une masse non identifiée mais qu’il faut prendre en compte 

pour calculer les pourcentages massiques avec la structure proposée et ainsi la vérifier. La masse totale 

(particules obtenues avec la structure proposée, eau et sels) est calculée en utilisant le pourcentage 

massique en Gd obtenu expérimentalement par Filab. Ensuite, il est possible de calculer pour le Si, C et N les 

pourcentages massiques associés avec la structure proposée. Les résultats sont présentés dans le Tableau 

2-5.  

 

Tableau 2-5 : Comparaison des pourcentages massiques obtenus expérimentalement par Filab ou calculés à partir de la 
structure proposée pour les particules AGuIXacide.  

 Gd Si C N 

%massique exp 10,42 12,97 28,46 8,2 

%massique calc 10,42 13,21 28,07 8,46 

Différence absolue 0 0,24 0,39 0,26 

 

La structure proposée (Gd1APTES4,5TEOS2,5DOTAGA1,13)n nous informe notamment sur le nombre de 

DOTAGA libres en surface de la particule. On a ici  11,5 % de DOTAGA libres ce qui est cohérent avec 

les méthodes de quantifications présentées précédemment. Pour comparaison, la structure pour les 

particules AGuIX classique est la suivante : (Gd1APTES*2,5TEOS*2,1DOTAGA*1,02)n. On a donc  1,9 % 

de DOTAGA libres.  
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L’analyse élémentaire est très intéressante car elle nous permet d’avoir une description précise de la 

particule, mais elle reste une technique longue et coûteuse, nécessite la destruction d’une grande quantité 

de matière (au moins 100 μmol de Gd3+ de particules) et les résultats ne sont obtenus qu’au bout de 

plusieurs mois. L’analyse élémentaire ne peut donc pas être utilisée pour chaque lot de particules d’où 

l’intérêt d’utiliser en routine des techniques de quantification plus accessibles comme l’utilisation de 

l’orange de xylénol.  

 

2.2.2.4 Conclusion 

La modification de la synthèse des particules AGuIX par une acidification lors des premières étapes de 

maturation et de purification a permis d’obtenir des particules AGuIXacide aux propriétés similaires (taille, 

pureté, relaxivité). Comme désiré, les AGuIXacide présentent plus de DOTAGA libres en surface que les AGuIX 

(environ 10 % contre 1-2 %). L’intérêt de cette technique réside dans le fait qu’elle n’augmente pas le 

nombre d’étapes de synthèse par rapport à des particules AGuIX classiques. Cependant, elle ne permet pas 

de moduler à souhait le nombre de DOTAGA libres en surface. Ainsi, au maximum, on pourrait ajouter 

environ 10 % de bismuth sur les particules ce qui n’est pas suffisant pour espérer avoir une amélioration 

notable de l’efficacité de la radiothérapie par rapport à des AGuIX. Une autre voie a donc été mise en place 

et est détaillée dans la partie suivante, elle consiste en la fonctionnalisation des particules AGuIX par des 

chélates DOTA. 

 

2.2.3 Greffage de DOTA-NHS sur les AGuIX 

 

2.2.3.1 Synthèse des particules AGuIX@DOTA 

Afin d’obtenir des particules avec un grand nombre de DOTA libres en surface, l’idée était de greffer sur les 

particules AGuIX des chélates DOTA en formant une liaison amide covalente entre les amines des particules 

et les acides carboxyliques des chélates. Au vu des pKa (2,2, 4,3, 4,5, 9,72 et 11,9 [113]), le DOTA en présence 

d’une amine donnerait lieu dans l’eau à une réaction acido-basique formant un carboxylate d’ammonium. 

Pour effectuer la modification désirée, on a donc utilisé un chélate DOTA (fourni par l’entreprise 

ChemaTech, Dijon, France) dont l’un des acides carboxyliques a été activé sous forme d’ester NHS                    

(N-hydroxysuccinimide), voir la Figure 2-11. Introduits dans les années 70 comme agents de réticulation 

homobifonctionnels, les esters NHS font actuellement partis des réactifs les plus courants pour modifier des 

fonctions amines, leur réactivité augmente avec le pH des solutions. Cependant, ces esters sont hydrolysés 

en solution aqueuse et leur réactivité vis-à-vis de l’eau augmente elle aussi avec le pH.  Les ester NHS ont 

une demi-vie de l’ordre de quelques heures à pH neutre mais de quelques minutes à un pH de 8,6 par 

exemple. Pour maximiser la modification des amines et minimiser l’hydrolyse par l’eau, on a donc travaillé 

à un pH de 7,5 et avec une grande concentration en particules.[105]  
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Figure 2-11 : Schéma de synthèse des particules AGuIX@DOTA. 

 

Mode opératoire : Les particules AGuIX sont dispersées dans de l’eau ultrapure pendant 1 h et à un pH de 7,5. 

([Gd3+] ~ 60 mM). Le DOTA-NHS est dissout dans du DMSO anhydre (ratio Gd3+/DOTA = 1,5, 250 mg/mL) et 

immédiatement ajouté à la solution de nanoparticules goutte à goutte, sous agitation et à température 

ambiante. Au cours de l’ajout le pH est ajusté à 7,4 par une solution de soude à 1 M.  La solution est laissée sous 

agitation durant 5 h ([Gd3+] ~ 45 mM ; DMSO:eau v:v 13:87). 

 

2.2.3.2 Purification 

Après la synthèse, il est nécessaire de purifier les particules et d’éliminer tous les chélates qui ne seraient 

pas greffés à leur surface. La taille des particules AGuIX étant d’environ 10 kDa,[51] on peut les purifier par 

filtration tangentielle sur des membranes ayant un seuil de coupure de 5 kDa. Les particules sont 

conservées au-dessus des membranes et les petites molécules passent au travers et sont éliminées.  

Plusieurs cycles de filtration tangentielle sont effectués pour atteindre des taux de purification satisfaisants.  

Cependant, à un pH proche de 7, des interactions ioniques peuvent exister entre les carboxylates des DOTA 

(-COO-) et les ammoniums des AGuIX (-NH3+), voir Figure 2-12. Des chélates, qui ne seraient pas greffés de 

manière covalente aux particules, pourraient donc rester fixés à leur surface et ne seraient pas éliminés par 

filtration tangentielle. Pour rappel, l’objectif de la synthèse des AGuIX@DOTA est ensuite d’ajouter du 

bismuth pour améliorer l’efficacité de la radiothérapie. Les acides carboxyliques des DOTA doivent donc 

être disponibles pour complexer les ions Bi3+, les chélates qui ne sont pas greffés de manière covalente aux 

particules AGuIX doivent être éliminés. Pour cela, il suffit de diminuer le pH, on favorise alors la présence 

des acides carboxyliques (COOH) pour les chélates. Ceux uniquement liés aux particules par des interactions 

ioniques se décrochent et sont éliminés par filtration tangentielle (voir Figure 2-12). Pour purifier les 

particules AGuIX@DOTA nous avons donc réalisé plusieurs cycles de filtration tangentielle à pH acide. 

 



2.2 Synthèse des particules AGuIX@DOTA

67 
 

 

Figure 2-12 : Représentation simplifiée de la purification des particules AGuIX@DOTA par filtration tangentielle. Une 
diminution du pH est nécessaire pour éliminer les chélates qui ne sont pas greffés sur les particules.  

 

Mode opératoire : Après la synthèse, les nanoparticules sont diluées dans l’eau afin d’avoir un taux de DMSO 

inférieur à 4 % et purifiées par filtration tangentielle sur une membrane en PES avec un seuil de coupure de 

5 kDa. Cette étape est effectuée pour des pH inférieurs à 2 et en maintenant une concentration en 

nanoparticules supérieure à 30 mM. Lorsque tous les chélates non greffés ont été éliminés (pour un taux de 

purification supérieur à 6 000 en général), le pH est ajusté à 7,4. Puis, les particules sont filtrées sur 0,2 μm 

(élimination des poussières, bactéries,…) et lyophilisées. Le rendement en Gd de cette synthèse est déterminé 

par ICP-OES au laboratoire et est d’environ 50 %. Celui de DOTA est d’environ 40 % (voir paragraphes 

suivants).  

 

Afin de s'assurer de l'efficacité des étapes de purifications, c’est-à-dire de vérifier que tous les chélates non 

greffés soient bien éliminés, nous avons mis au point une méthode spécifique. Cette méthode est basée sur 

la complexation d'ions Cu2+ et la séparation des différents composants des solutions colloïdales par HPLC, 

comme détaillé dans ce qui suit. 

 

2.2.3.3 Méthode de suivi de purification des particules AGuIX@DOTA 

On cherche à suivre la purification des particules AGuIX@DOTA. Pour cela, l’objectif est à la fois de séparer 

les différents constituants des solutions colloïdales (les chélates non greffés et les particules) et de les 

détecter pour les quantifier. 

Les chélates DOTA en présence de cuivre Cu2+ peuvent former un complexe (logK = 22,3)[113] absorbant 

fortement à 700 nm ce qui permet de les détecter très facilement. Pour vérifier la présence des différents 
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constituants des solutions colloïdales, on prélève un échantillon des solutions, on y ajoute un excès d’ions 

Cu2+ et on étudie ensuite l’absorbance à 700 nm. 

 

Mode opératoire : La complexation de Cu2+ est effectuée pour un pH de 3 environ afin d’éviter la présence 

d’hydroxyde de cuivre (pKs = 19,3).[114] Les solutions sont préparées pour une concentration en particules 

supérieure à 30 mM en Gd3+. Elles sont ensuite chauffées à l’étuve à 80°C pendant 1 h 30 - 2 h.[115] Il a été vérifié 

que ces conditions ne modifient pas la structure des particules AGuIX (taille, HPLC, relaxivité,…). 

 

Une fois les échantillons préparés, il est possible de séparer les ions Cu2+ libres, les DOTA@Cu2+ et les 

AGuIX@DOTA@Cu2+ par HPLC. La colonne et la méthode utilisées sont identiques à celles présentées 

précédemment pour vérifier la pureté des particules (colonne C4 et gradient d’acétonitrile dans l’eau). La 

seule différence est que cette fois on enregistre l’absorbance à 700 nm (et non plus 295 nm). Comme 

présenté sur la Figure 2-13, les ions Cu2+ ont un temps de rétention d’environ 2,5 min et les complexes 

DOTA@Cu2+ d’environ 3 min. Les particules ayant un temps de rétention d’environ 12,5 min, cette 

technique permettra bien de séparer les différents constituants des mélanges et donc de suivre les étapes 

de purification. 

 

 

Figure 2-13 : Chromatogramme des ions Cu2+  et des complexes DOTA@Cu2+ (détection par absorbance à 700 nm). 

 

Afin de mieux comprendre ces étapes, nous avons comparé les chromatogrammes obtenus à 700 nm 

lorsqu’un excès d’ions Cu2+ est ajouté à différents échantillons : des particules AGuIX (non fonctionnalisées), 

des particules AGuIX mises en contact de DOTA, des particules AGuIX mises en contact de DOTA-NHS avant 

et après purification acide. Les chromatogrammes sont présentés sur la  Figure 2-14). 
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Figure 2-14 : Chromatogrammes HPLC (A = 700 nm) obtenus pour différents échantillons de particules en présence d’un 
excès d’ions Cu2+ (par rapport aux DOTA libres) : particules AGuIX (noir), AGuIX mises en contact de DOTA (rouge) et 

AGuIX mises en contact de DOTA-NHS avant (bleu clair) et après (bleu foncé) purification. Complexation 1 h 30 à 80°C et 
un pH = 3, [Gd3+] = 22,5 mM,  

 

 Le chromatogramme noir correspond aux particules AGuIX complexant un excès de cuivre. Seul un pic 

à 2,5 min est visible ce qui correspond aux ions Cu2+. Ceci est cohérent avec le fait qu’on n’a presque pas 

de DOTA libres sur ces particules (1-2 %) et pas de chélates non greffés. 

 

 Le chromatogramme rouge correspond aux particules AGuIX mises en contact de DOTA. Seules des 

interactions ioniques avec les particules peuvent avoir lieu, on observe un pic pour l’excès d’ions Cu2+ 

et un pic pour les complexes DOTA@Cu2+ non greffés.  

 

 Les chromatogrammes bleus correspondent aux particules AGuIX mises en contact de DOTA-NHS avant 

et après purification acide (bleu clair et bleu foncé respectivement). Dans ce cas, des liaisons amides 

covalentes peuvent aussi se former (présence du groupement NHS), et on observe un pic 

supplémentaire à environ 12,5 min correspondant aux AGuIX@DOTA@Cu2+. On constate de plus que le 

pic à 3 min, correspondant aux complexes DOTA@Cu2+ non greffés, diminue après purification. Le 

passage à pH acide permet bien d’éliminer les chélates DOTA non greffés et cette méthode permet de 

suivre les purifications. Il existe aussi de petits pics autour de 4 minutes qui correspondent à des 

fragments provenant de la dégradation du cœur de polysiloxane des particules. 
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On a ensuite réalisé des courbes étalons en Cu2+ et DOTA@Cu2+. Cela nous a permis de quantifier à tout 

moment de la purification la proportion de DOTA-NHS greffés sur les particules et ceux qui ne l’étaient pas. 

Malgré tout, compte tenu d’un bruit de fond relativement important, cette technique se révèle être moins 

précise que celles présentées précédemment (luminescence des ions Eu3+ ou orange de xylénol) pour le 

dosage du nombre global de DOTA libres en solution. Notons aussi que même si la méthode HPLC permet 

bien de détecter les différents constituants, elle pourrait être optimisée (composition de l’éluant, 

gradient,…) afin de mieux séparer les ions Cu2+, les complexes DOTA@Cu2+ et les fragments et ainsi d’avoir 

une plus grande précision pour la quantification. 

 

Cette technique de caractérisation (complexation d’ions Cu2+ et séparation par HPLC) nous a permis de 

suivre la purification des particules AGuIX@DOTA et de vérifier que des filtrations tangentielles en milieu 

acide nous permettaient bien d’éliminer les chélates non greffés sur les particules. On a ainsi pu d’obtenir 

un produit propre, utilisable ensuite pour la complexation d’ions Bi3+. Avant de passer à cette étape de 

complexation, nous allons présenter les caractérisations obtenues pour les particules AGuIX@DOTA. 

 

2.2.3.4 Caractérisations 

Le Tableau 2-6 réunit les différentes caractérisations physico-chimiques réalisées sur les particules 

AGuIX@DOTA. 

 

Tableau 2-6 : Caractérisations des particules AGuIX et AGuIX@DOTA. 

Caractérisations AGuIX AGuIX@DOTA 

DLS 

 

DH = 3,6 ± 0,8 nm DH = 4,1 ± 0,8 nm 

 

Relaxométrie 

(1,4 T, 37°C) 

 

r1 = 12,2 s-1mM-1; r2/r1 = 1,3 

 

r1 = 18,0 s-1mM-1; r2/r1 = 1,5 

 

HPLC 

(A = 295 nm) 

 

Pureté de 96 % 

tR=12,6 min 

l½= 0,9 min 

 

Pureté de 99 % 

tR=12,5 min 

l½= 1,0 min 

 

Point isoélectrique 

 

pH = 7,6 ± 0,2 

 

pH = 5,6 ± 0,2 

 

Spectroscopie IR 

 

Pas d’épaulement à 1720 cm-1 

 

Bande de vibration à 1720 cm-1 

 

Les valeurs données par la DLS et la relaxométrie indiquent une légère augmentation de la taille des 

particules cohérente avec un greffage de DOTA. La présence d’une bande de vibration à 1720 cm- 1 
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(élongation des C=O des acides carboxyliques des DOTA libres) en spectroscopie IR confirme aussi la 

fonctionnalisation des AGuIX. Enfin, la diminution du point isoélectrique des particules peut s’expliquer par 

le remplacement de fonctions ammoniums positivement chargées par des carboxylates négativement 

chargés en surface de la particule. 

Le nombre de DOTA libres a été quantifié à l’aide des techniques présentées précédemment : l’utilisation de 

la luminescence de l’europium, de l’orange de xylénol, du cuivre/HPLC. On trouve respectivement 37, 36,5 

et 37,7 % de DOTA libres ( ), tous les résultats sont donc cohérents. Les particules 

AGuIX@DOTA obtenues présentent un nombre de DOTA libres en surface de l’ordre de 37 % ce qui 

permettrait de complexer un nombre important d’ions Bi3+ comparativement à la précédente méthode de 

synthèse (partie 2.2.2).  

Les résultats de l’analyse élémentaire (présentés dans le Tableau 2-7) nous permettent de proposer la 

structure suivante pour les particules AGuIX@DOTA : (Gd1APTES*3,4TEOS*4,3DOTAGA*1,02DOTA*0,56)n. Elle 

donne un pourcentage de DOTA libres en surface de 37 %. D’autre part, la différence de composition, 

notamment la quantité de TEOS* et APTES*, par rapport à des particules AGuIX indique un changement 

dans la structure des particules. Cela peut venir des étapes de synthèse et de purification au cours 

desquelles on éliminerait les plus petites particules. 

 

Tableau 2-7 : Comparaison des pourcentages massiques obtenus expérimentalement par Filab ou calculés à partir de la 
structure proposée pour les particules AGuIX@DOTA. 

 Gd Si C N 

%massique exp 8,1 11,3 23,48 7,05 

%massique calc 8,1 11,1 23,84 7,01 

Différence absolue 0 0,2 0,36 0,04 

 

 

2.2.4 Conclusion 

Afin de complexer du bismuth, il nous a fallu dans un premier temps augmenter le nombre de DOTA libres 

sur les particules AGuIX. La première étude a consisté à diminuer le pH lors des étapes de maturation et de 

purification de la synthèse. Les particules AGuIXacide obtenues ont des propriétés physico-chimiques 

similaires aux AGuIX avec environ 10 % de DOTAGA libres en surface. Cette valeur n’étant pas assez 

importante pour espérer une amélioration significative de l’efficacité de la radiothérapie grâce au bismuth, 

une autre voie a ensuite été développée. Elle consiste à fonctionnaliser les particules AGuIX par des         

DOTA-NHS et nous a permis d’obtenir des taux de DOTA libre de près de 40 %. Cette technique présente 

trois avantages : (i) le matériau de départ, la particule AGuIX, est déjà produit en grande quantité en 

condition GMP, cette voie ne représente donc qu’une seule étape de synthèse supplémentaire, rapide et 

simple à mettre en œuvre ; (ii) en fonction du ratio initial entre les particules et les DOTA-NHS, il est possible 

de moduler facilement la quantité finale de DOTA libres ; (iii) on peut aisément utiliser un autre chélate, 
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choisi spécifiquement pour d’autres applications, par exemple le NODAGA-NHS comme cela sera présenté 

dans le chapitre 3.  

 

2.3 SYNTHESE ET CARACTERISATION DES AGUIX@DOTA@BI3+ 
 

2.3.1 Synthèse 

 

 

Figure 2-15 : Synthèse des particules AGuIX@DOTA@Bi3+ par complexation d’ions Bi3+ sur les AGuIX@DOTA 

 

La synthèse des particules AGuIX@DOTA@Bi3+ est représentée sur la Figure 2-15. La difficulté réside dans 

la formation d’hydroxyde de bismuth et ce même pour de faibles valeurs de pH ou de concentrations 

(pKs ~ 30 pour Bi(OH)3).[116,117] Pour éviter cela, la solution mère de bismuth est préparée en milieu très 

acide (HCl à 6 M) et l’ajout se fait très progressivement sur les particules. Pour favoriser la complexation 

des particules, le pH est fixé à 6 et la température à 50°C durant environ 6 h, puis à température ambiante 

toute la nuit.[116–118] La stabilité des particules est vérifiée au cours de la synthèse en mesurant leur taille 

par DLS et leurs relaxivités r1 et r2 ; elles ne montrent aucune évolution significative. De plus, la 

complexation peut être suivie par spectroscopie UV-visible comme indiqué sur la Figure 2-16, en effet le 

complexe DOTA@Bi3+ absorbe fortement à 310 nm.[117]   

 

Mode opératoire : Les particules AGuIX@DOTA sont dispersées dans l’eau pendant 1 h à pH = 7,4 et une 

concentration en DOTA libres d’environ 50 mM. Une solution de Bi3+ à 250 mM est préparée en dissolvant du 

BiCl3 dans une solution d’acide chlorhydrique à 6 M. 0,3 équivalent de Bi3+ (par rapport aux DOTA libres) sont 

ensuite ajoutés goutte à goutte aux nanoparticules, sous agitation et à 50°C et le pH est ajusté à 6 par ajout 

d’une solution de NaOH à 10 M. Au bout de 2 h et 4 h, deux ajouts supplémentaires sont réalisés afin d’atteindre 

une quantité totale de Bi3+ de 0,9 équivalent (par rapport aux DOTA libres). La solution est ensuite laissée toute 

la nuit sous agitation à température ambiante. A la suite de cela, la solution est diluée dans l’eau et purifiée 
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par filtration tangentielle sur une membrane en PES avec un seuil de coupure de 50 kDa afin d’éliminer 

l’hydroxyde de bismuth éventuel. Les particules sont ensuite purifiées sur une membrane de seuil de coupure 

de 5 kDa comme présenté auparavant et le pH est fixé à 7,4. Après une étape de filtration sur 0,2 μm, les 

particules sont lyophilisées. Le rendement en Gd est déterminé par ICP-OES au laboratoire et est d’environ 

70 %. Celui de Bi3+ est d’environ 68 %.  

 

 

Figure 2-16 : Absorbance des particules au cours de l’ajout de Bi3+. Les solutions sont diluées par 450 environ dans l’eau 
ultra-pure avant d’effectuer la mesure. L’augmentation du signal à 310 nm est due à la formation de complexes 

DOTA@Bi3+. 

 

2.3.2 Caractérisations 

Les différentes caractérisations réalisées sur les particules AGuIX@DOTA@Bi3+ sont présentées dans le 

Tableau 2-8. La pureté des particules (déterminée par mesure d’absorbance à 295 nm en HPLC) est 

toujours très bonne, on conserve une petite taille ce qui laisse présager une élimination rénale et les valeurs 

de relaxivité restent en accord avec une utilisation comme agent de contraste positif en IRM. L’évolution du 

potentiel zéta des particules à un pH de 7 correspond à ce qui était attendu puisque la complexation d’ions 

Bi3+ diminue la charge globale négative des particules. De même la disparition de la bande de vibration 

d’élongation des liaisons C=O des acides caboxyliques à 1720 cm-1 indique que la complexation du bismuth 

a bien eu lieu et que la quantité de DOTA libres a diminué. Ceci a été quantifié en complexant des ions Cu2+ 

et en séparant les constituants par HPLC (voir la partie 2.2.3.3), on passe ainsi de 37,7 % de DOTA libres 

pour les AGuIX@DOTA à 6,5 % de DOTA libres pour les AGuIX@DOTA@Bi3+. 
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Tableau 2-8 : Caractérisations des particules AGuIX@DOTA et AGuIX@DOTA@Bi3+. 

Caractérisations AGuIX@DOTA AGuIX@DOTA@Bi3+ 

DLS 

 

DH = 4,1 ± 0,8 nm DH = 4,5 ± 0,9 nm 

 

Relaxométrie 

(1,4 T, 37°C) 

 

r1 = 18,0 s-1mM-1; r2/r1 = 1,5 

 

r1 = 22,0 s-1mM-1; r2/r1 = 1,6 

 

HPLC 

(A = 295 nm) 

 

Pureté de 99 % 

tR=12,5 min 

l½= 1,0 min 

 

Pureté de 97 % 

tR=12,0 min 

l½= 0,6 min 

 

Potentiel zéta pour pH = 7 

 

-7,5 mV 

 

-3,6 mV 

 

Spectroscopie IR 

 

Bande de vibration à 1720 cm-1 

 

Pas d’épaulement à 1720 cm-1 

 

Nombre de DOTA libres  

(Cu2+ et HPLC) 

 

37,7 % 

 

6,5 % 

 

Les résultats de l’analyse élémentaire présentés dans le Tableau 2-9 sont cohérents avec la structure 

suivante pour les AGuIX@DOTA@Bi3+ : (Gd1APTES*3,0TEOS*6,2DOTAGA*1,0DOTA*0,62Bi0,52)n. Elle reflète la 

présence de 6,2 % DOTA libres, ce qui est cohérent avec la détermination par complexation de Cu2+ et 

utilisation de l’HPLC. La différence de quantité de TEOS* et APTES* par rapport au AGuIX@DOTA peut 

encore s’expliquer par les différentes étapes de purification mises en place.  

 

Tableau 2-9 : Comparaison des pourcentages massiques obtenus expérimentalement par Filab ou calculés à partir de la 
structure proposée pour les particules AGuIX@DOTA@Bi3+. 

 Gd Si C N Bi 

%massique exp 8,31 14 23,7 6,9 6,1 

%massique calc 8,31 13,7 24,0 7,0 5,7 

Différence  0 0,3 0,3 0,1 0,4 

 

 

2.3.3 Stabilité  

Avant d’évaluer l’efficacité des particules AGuIX@DOTA@Bi3+ comme agent radiosensibilisant, leur stabilité 

en solution dans l’eau a été étudiée. Les expériences ont été réalisées pour une concentration 

[Gd3+] = 25 mM, à 37°C et sur 48 h. Le pH des solutions a été maintenu à 7 pour mimer des tissus sains ou à 

5 pour mimer des tissus tumoraux dont l’environnement est en général plus acide.[119,120] L’évolution des 

propriétés magnétiques, la libération de Gd3+ et la libération de Bi3+ ont été étudiées. 
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L’instant où les particules lyophilisées sont redispersées dans l’eau correspond au temps t = 0 de 

l’expérience. Le pH est ajusté immédiatement avec une solution de HCl suffisamment concentrée pour 

négliger les variations de volume.  

 

 Relaxométrie 

L’évolution des temps de relaxation T1 et T2 des solutions non diluées a été évaluée au cours du temps.  Cela 

nous informe sur une modification potentielle de la structure (taille, rigidité, décomplexation de Gd3+…) des 

particules. Aucune évolution dans le temps ou différence entre les pH n’est constatée comme le montre le 

Tableau 2-10. Pour comparaison, si les particules étaient complètement dégradées, c’est-à-dire si le cœur 

de polysiloxane était complètement hydrolysé, les valeurs de T1 et T1/T2 seraient environ de 7,5 ms et 1.2 

respectivement.  

 

Tableau 2-10 : Stabilité des particules : évolution du temps de relaxation T1 et du ratio T1 / T2 en fonction du temps 
pour les particules AGuIX@DOTA@Bi3+ dans l’eau à pH  = 5 ou pH = 7, 37°C, [Gd3+] = 25 mM. 

 Temps (h) 1 3 5 7 24 48 

T1 (ms) 
pH = 7 1,87 ± 0,03 1,92 ± 0,03 1,92 ± 0,04 1,93 ± 0,05 1,84 ± 0,03 1,81 ± 0,03 

pH = 5 1,85 ± 0,03 1,88 ± 0,03 1,90 ± 0,04 1,91 ± 0,05 1,86 ± 0,03 1,82 ± 0,03 

T1/T2 
pH = 7 1,52 ± 0,04 1,55 ± 0,04 1,56 ± 0,05 1,60 ± 0,05 1,56 ± 0,04 1,56 ± 0,04 

pH = 5 1,50 ± 0,04 1,53 ± 0,04 1,53 ± 0,05 1,54 ± 0,06 1,49 ± 0,04 1,48 ± 0,04 

 

 

 Décomplexation de Gd3+ 

Comme nous l’avons vu dans le chapitre 1, les ions Gd3+ non complexés sont toxiques, leur décomplexation 

doit donc être surveillée. Pour cela nous avons utilisé l’orange de xylénol présenté dans la partie 2.2.2.3. 

Pour différents intervalles de temps, un échantillon des solutions à pH =7 ou pH = 5 est prélevé et ajouté à 

une solution d’orange de xylénol dans un tampon acétate (pH = 5,8). Au bout de 30 minutes les spectres 

d’absorbance UV-visible sont enregistrés et le ratio des absorbances à 573 et 433 nm calculés. Les résultats 

présentés dans le Tableau 2-11 ne montrent pas de différence significative entre les deux pH étudiés ou 

dans le temps. Aucune présence de Gd3+ n’est détectable. Pour comparaison, un ajout volontaire de Gd3+ 

(0,25 % de la quantité totale de Gd3+ des particules) a été réalisé, dans ce cas, le ratio des absorbances est 

de 0,45 ± 0,02.   
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Tableau 2-11 : Etude de la libération potentielle d’ions Gd3+ pour les particules AGuIX@DOTA@Bi3+ dans l’eau à pH  = 5 
ou pH = 7, 37°C, [Gd3+] = 25 mM. Entre 1 h et 48 h des échantillons sont ajoutés à une solution d’orange de xylénol et 

l’évolution du ratio des absorbances à 573 et 433 nm étudiée.   

 Temps (h) 1 3 5 7 24 48 

 
pH =7 0,30 ± 0,03 0,28 ± 0,03 0,28 ± 0,03 0,27 ± 0,03 0,26 ± 0,03 0,25 ± 0,03 

pH =5 0,29 ± 0,03 0,29 ± 0,03 0,28 ± 0,03 0,27 ± 0,03 0,25 ± 0,03 0,24 ± 0,03 

 

 

 Décomplexation de Bi3+ 

Même si le bismuth présente une toxicité relativement faible,[96] il est nécessaire de vérifier la stabilité des 

complexes DOTA@Bi3+ et donc l’intégrité des particules au cours du temps. Nous avons analysé leur 

comportement en absorption UV-visible. L’orange de xylénol peut en effet être utilisé pour détecter les ions 

Bi3+.[121] Le complexe formé absorbe à 500 nm et sa formation s’accompagne d’une modification des 

absorbances à 573 et 433 nm (voir la Figure 2-17).  

 

 

Figure 2-17 : Spectre d’absorbance d’une solution d’orange de xylénol dans un tampon acétate (pH = 5,8) en présence ou 
non d’ions Bi3+. 

 

Les spectres enregistrés pour étudier la décomplexation de Gd3+ peuvent donc être aussi utilisés pour 

étudier la décomplexation de Bi3+. Comme cela est représenté sur le Tableau 2-12, aucune décomplexation 

de Bi3+ n’est détectée. Pour comparaison, un ajout volontaire de Bi3+ (0,25 % de la quantité totale de Bi3+ des 

particules) a été réalisé, dans ce cas, l’absorbance est de 0,118 ± 0,008.   
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Tableau 2-12 : Etude de la libération potentielle de Bi3+  pour les particules AGuIX@DOTA@Bi3+ dans l’eau à pH  = 5 ou 
pH = 7, 37°C, [Gd3+] = 25 mM. Entre 1 h et 48 h des échantillons de nanoparticules sont ajoutés à une solution d’orange de 

xylénol et l’évolution de l’absorbance à 500 nm est étudiée. 

 Temps (h) 1 3 5 7 24 48 

 

± 0,008 

pH =7 0,082 0,081 0,083 0,081 0,081 0,082 

pH =5 0,083 0,083 0,082 0,084 0,081 0,081 

 

Tous ces résultats illustrent la stabilité des particules AGuIX@DOTA@Bi3+ que ce soit concernant leur taille 

ou l’encapsulation de Gd3+ et de Bi3+. Cependant, la quantité de gadolinium ou de bismuth libres ainsi que 

leur décomplexation gagneraient à être quantifiées de manière plus précise ce qui nécessiterait la mise en 

place de nouvelles techniques.  

 

2.4 RESULTATS IN VITRO ET IN VIVO, PUBLICATION 
Afin de valider l’intérêt des particules AGuIX@DOTA@Bi3+ pour la radiothérapie nous avons travaillé en 

collaboration avec l’université d’Harvard aux Etats-Unis. Des expériences sur cellules cancéreuses puis sur 

animaux porteurs de tumeurs ont été réalisées par Alexandre Detappe sous la supervision de Ross Berbeco.   

Nous avons travaillé sur un modèle de cancer du poumon pour lequel des augmentations de dose 

d’irradiation entraînent une toxicité pour les tissus sains environnant (poumon, cœur). Le but était de 

montrer que les particules pouvaient améliorer la radiothérapie pour des conditions d’irradiations 

cliniques. Cela signifie qu’elles permettaient d’augmenter la mort des cellules tumorales par rapport à une 

irradiation seule, tout en préservant les tissus sains.  

Les résultats ont fait l’objet d’une publication dans Nano Letters en 2017. Dans cette publication, les 

particules AGuIX@DOTA@Bi3+ sont notées SiGdBiNP. 

 

2.4.1 Résumé des résultats in vitro et in vivo 

In vitro, 24 h après incubation de 0,5 mM (en Gd) de nanoparticules SiGdBiNP avec des cellules cancéreuses 

(A549 NSCLC) aucune toxicité n’a été observée. D’autre part, les expériences ont montré la possibilité 

d’utiliser les particules comme agent de contraste en IRM et en CT, le contraste CT étant du même ordre de 

grandeur que celui des agents utilisés en clinique. Les expériences de radiosensibilisation ont été réalisées 

avec un irradiateur de 6 MV clinique. Comme le montre la Figure 2-18-a, la présence de nanoparticule 

SiBiGdNP permet bien d’augmenter de manière significative la mort des cellules cancéreuses par rapport à 

une irradiation seule. Le facteur d'augmentation de dose a pu être déterminé, il est de 1,99 (P < 0,001). 
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Figure 2-18 : (a) Efficacité in vitro des particules SiGdBiNP en radiothérapie (cellules A459 NSCLC). Trois astérisques 
correspondent à une valeur  P < 0,001 et quatre astérisques correspondent à une valeur P < 0,0001. (b) et (c) Test in vivo 
de l’efficacité des particules SiGdBiNP en radiothérapie. (b) Volume tumoral moyen de chaque groupe (n = 5 pour chaque 
groupe). (c) Survie globale de chaque groupe (n = 5 pour chaque groupe). Un seul astérisque correspond à une valeur P 

< 0,05 et deux astérisques à une valeur P < 0,01.  

 

Les expériences in vivo sur souris, ont été réalisées pour un modèle d’adénocarcinome du poumon (A459, 

xénogreffe sous-cutanée) avec une chronologie imagerie-irradiation imitant celle utilisée en clinique. Après 

injection intraveineuse des nanoparticules SiGdBiNP (420 mg/kg), leur propriétés pharmacocinétiques ont 

été évaluées par imageries CT et IRM. Elles ont montré que les particules s’accumulent dans les tumeurs par 

ciblage passif. Elles sont d’ailleurs toujours présentes dans la tumeur 6 h post injection (0,49 % de la dose 

injectée). Elles sont éliminées majoritairement et rapidement par voie rénale ce qui était attendu au vue de 

leur petite taille. La radiothérapie a été réalisée 30 min post-injection avec un irradiateur 6 MV. Ce moment 

a été choisi car il correspond à celui où l’accumulation des particules dans la tumeur est maximale. Les 

Figure 2-18-b et c montrent que le groupe traité avec les particules SiGdBiNP présente une amélioration 

significative du contrôle de la croissance tumorale et de la survie par rapport aux groupes contrôles. Les 

dommages induits aux tumeurs et aux tissus sains ont été évalués en quantifiant les ruptures des doubles 

brins d’ADN 30 min après irradiation. Dans les tissus sains comme dans les tumeurs, une augmentation 

significative des ruptures double brins est observée pour les groupes irradiés par rapport aux groupes 

témoins non irradiés.  

 

Les résultats de cette étude sont donc très encourageants pour l’utilisation de ces particules pour la 

radiothérapie guidée par imagerie. Les particules SiGdBiNP permettraient de mieux contrôler la croissance 

tumorale est d’augmenter la durée de vie des patients.  
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2.4.2 Publication 
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2.5 CONCLUSION 
Dans ce chapitre, nous nous sommes intéressés au développement de nanoparticules de type AGuIX portant 

des ions bismuth afin de maximiser leur effet en radiothérapie. Le DOTA étant un très bon complexant des 

ions Bi3+, l’idée était d’augmenter le nombre de DOTA libres en surface de la particule puis de complexer 

des ions Bi3+. 

La première stratégie pour augmenter le nombre de DOTA libres a été de modifier la synthèse des particules 

AGuIX. La mise au point de cette voie nous a permis d’obtenir des particules AGuIXacide avec environ 10 % 

de DOTA libres sans rajouter d’étapes de synthèse. Cependant, ce taux de ligands libres ne semblait pas 

suffisant pour l’application désirée. Nous nous sommes alors dirigés vers une deuxième stratégie consistant 

à greffer à la surface des particules AGuIX des chélates DOTA-NHS. On a ainsi pu obtenir environ 40 % de 

DOTA libres, ce qui nous a permis dans un deuxième temps de complexer des ions Bi3+. Cette voie de 

synthèse est très intéressante par rapport à la précédente. D’une part, les particules AGuIX étant déjà 

produites en grande quantité, elle est plus rapide et simple à mettre en place. De plus, on peut moduler 

aisément la quantité de DOTA libres en surface des particules en fonction des applications désirées.  

Dans les deux cas, un travail important a été réalisé pour purifier et caractériser le plus finement possible 

les particules. On a ainsi pu constater que tous les lots obtenus présentaient des propriétés similaires aux 

particules AGuIX malgré des conditions parfois dures (chauffage, pH faibles,…). Cela met en lumière l’intérêt 

de cette nanoplateforme qui conserve son intégrité tout en étant facilement fonctionnalisable. 

L’efficacité des particules AGuIX@DOTA@Bi3+ a été évaluée aux Etats-Unis à l’université d’Harvard, par 

Alexandre Detappe sous la direction de Ross Berbeco. Les résultats prometteurs obtenus sur des souris 

porteuses de tumeurs soulignent l’intérêt de ces particules pour la radiothérapie guidée par IRM. De plus, 

le numéro atomique plus élevé du bismuth par rapport au gadolinium (83 contre 64) laisse espérer une 

efficacité plus importante des particules AGuIX@DOTA@Bi3+ par rapport aux particules AGuIX (pour une 

même quantité de métal). De premières expériences in vitro le montrent en effet mais des expériences in 

vivo restent nécessaires pour confirmer ces prédictions. Les résultats ont alors conduit le laboratoire à 

déposer un brevet avec Harvard pour les particules AGuIX@DOTA@Bi3+.  

D’un point de vue général, la stratégie de fonctionnalisation des particules AGuIX par des DOTA-NHS est 

très intéressante en raison de sa versatilité. On peut facilement moduler le nombre final de DOTA en surface 

mais aussi utiliser d’autres molécules sous forme d’ester NHS pour avoir accès à de nouvelles applications. 

On peut, par exemple fonctionnaliser les particules avec différents chélates, c’est ce qu’on va présenter dans 

le chapitre suivant avec le greffage de NODAGA-NHS pour des applications en scintigraphie.
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3 CHAPITRE 3 : DEVELOPPEMENT DE NPS AGUIX POUR LA 

SCINTIGRAPHIE 

 

3.1 INTRODUCTION 
Comme présenté dans le chapitre 1, le développement de nanoparticules pour le théranostic en oncologie, 

c’est-à-dire permettant de détecter, d’imager et de traiter les cancers, présente un intérêt de taille. Grâce 

aux capacités de contraste des particules, on peut déterminer leur biodistribution, mieux détecter et 

délimiter les tumeurs, optimiser les traitements (meilleur irradiation par exemple) ou encore suivre 

l’évolution de ces derniers. Par ailleurs, l’accumulation des particules dans les tumeurs peut être très 

hétérogène d’un patient à l’autre ce qui impacte l’efficacité des thérapies. L'imagerie pourrait être une 

réponse à ce problème car elle permettrait de prévoir au préalable la réponse des patients aux traitements. 

Ainsi, en fonction des résultats obtenus en imagerie il serait possible de sélectionner les patients présentant 

une réponse potentielle, on se dirige alors vers une médecine personnalisée à chaque patient. 

Dans ce contexte, la scintigraphie est une technique d’imagerie qui présente de nombreux avantages comme 

nous allons le voir dans ce chapitre.  Un travail important a donc été réalisé pour ajouter cette modalité 

d’imagerie aux particules AGuIX. La scintigraphie nécessite l’utilisation d’isotopes radioactifs ; de nombreux 

peuvent être utilisés en clinique. Selon le type de rayonnement produit, leur temps de demi-vie, leur 

disponibilité, leur coût, etc, le choix se portera sur l’un ou l’autre de ces isotopes. Dans ce chapitre, nous 

allons présenter le développement et la caractérisation d’une série de particules de type AGuIX nous 

permettant de complexer une large gamme de radiométaux via la présence de chélates. 

 

3.1.1 La scintigraphie 

La scintigraphie réunit la tomographie par émission de positons (PET) et la tomographie par émission 

monophotonique (SPECT). La PET est basée sur l’émission de positons par des radioisotopes lors de leur 

désintégration (émission β+). Après avoir parcouru une courte distance (dépendant de l’isotope, ~1 mm), 

le positon rencontre un électron provoquant leur annihilation et l’émission de deux photons γ d’énergie 

511 keV dans une même direction mais des sens opposés comme présenté sur la Figure 3-1-a.[122] La 

SPECT, utilise elle aussi des radioisotopes, mais ceux-ci émettent directement un seul photon γ (d’énergie 

variable de l’ordre de 150 keV) que l’on peut détecter, comme présenté sur la Figure 3-1-b. Que ce soit pour 

la PET ou la SPECT, les rayonnements émis sont détectés sur des distances relativement grandes, hors du 

corps humain, et on cherche de plus à ce que la dose d’irradiation soit la plus faible possible pour les 

patients. D’autres types d’émissions peuvent apparaître lors de la désintégration de radioisotopes : des 

particules β- et α ou encore des électrons Auger ; ces émissions sont utilisées en thérapie (curiethérapie). 

Dans ce cas-là, on cherche à déposer localement une dose suffisamment importante pour atteindre l’effet 
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thérapeutique désiré (détruire des cellules tumorales). En général, la désintégration des radioitosopes ne 

conduit pas à un seul type d’émission. Par exemple le gallium 67 (67Ga) et l’indium 111 (111In) qui sont des 

radioisotopes utilisés en SPECT émettent aussi des électrons Auger.[123,124]  

 

 

Figure 3-1 : Schéma de principe de la PET (a) et de la SPECT (b). Figure issue de Xu et al.[122] 

 

La PET et la SPECT sont deux techniques d’imagerie couramment utilisées en clinique. Comme nous l’avons 

vu dans le chapitre 1, leur avantage réside dans leur grande sensibilité. Cela permet d’injecter très peu de 

radiotraceurs pour acquérir une image ce qui diminue grandement la toxicité liée à l’injection.[125]. La 

scintigraphie peut ainsi être utilisée pour le développement de nouveaux médicaments. Après 

radiomarquage, les propriétés pharmacocinétiques (devenir d’une substance après administration dans 

l’organisme) de différents candidats peuvent être évaluées. L’imagerie permet d’orienter le choix vers les 

plus prometteurs. Elle peut aussi être utilisée pour déterminer les patients qui répondraient aux 

traitements dans le cadre de la délivrance de médicament avec des nanoparticules par exemple.  Dans le cas 

des AGuIX, la scintigraphie permettrait d’injecter de très faibles doses de particules, de sélectionner les 

patients pour lesquels les particules s’accumulent bien dans les tumeurs et donc ceux qui ont le plus de 

chances de répondre au traitement (radiothérapie).  

La SPECT présente l’avantage d’impliquer des radioisotopes avec des temps de vie plus longs (voir Tableau 

3-1 de la partie suivante) et des coûts plus faibles par rapport à ceux utilisés en PET. De plus, la plupart des 

hôpitaux possèdent déjà les équipements nécessaires.[126] En SPECT, il est aussi possible de détecter 

simultanément différents radioisotopes car les photons γ émis n’ont pas les mêmes énergies. Cela permet 

d’obtenir une bonne corrélation spatio-temporelle entre les images et de diminuer les temps d’acquisition 

et les artéfacts dus au mouvement.[127] La PET s’est beaucoup développée ces dernières années et attire un 

grand intérêt car elle est plus sensible et permet une meilleur résolution spatiale et temporelle que la 

SPECT.[122,127] L’intérêt croissant pour cette technique se traduit aussi par la commercialisation d’appareils 

combinant la PET et l’IRM, comme présenté dans le chapitre 1. Ces avancées soulignent l’intérêt d’ajouter 

des radioisotopes aux particules AGuIX pour développer une nanoplateforme multimodale PET/IRM. De 
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plus, cette technique est quantitative ce qui permet de déterminer la biodistribution du radiotraceur de 

manière très précise et présente un intérêt certain pour un développement clinique.[124] Ainsi, la 

connaissance de la quantité de nanoparticules AGuIX dans les tumeurs permettrait d’ajuster les doses 

d’irradiation en conséquence afin d’augmenter l’efficacité de la radiothérapie tout en minimisant l’impact 

sur les tissus sains.  

 

3.1.2 Les radioisotopes 

Le choix du radioisotope pour des applications d’imagerie est crucial et doit être guidé par différents points.  

Le Tableau 3-1 présente quelques radioisotopes utilisés fréquemment ou auxquels nous nous sommes 

intéressés au cours de la thèse. On constate que les isotopes utilisés en scintigraphie ont des durées de demi-

vie variant de quelques minutes à quelques heures, voir quelques jours. Les radioisotopes de demi-vie entre 

la minute et l’heure ne permettent donc d’étudier des phénomènes biologiques que sur des temps courts. 

Selon l’application visée, ils peuvent se révéler inadaptés.[124,128–130] Un des premiers choix à faire pour 

déterminer le radioisotope de travail consiste par conséquent à définir la durée sur laquelle on veut étudier 

le phénomène biologique d’intérêt.  

Il faut aussi garder à l’esprit que tous les radioisotopes émettent des rayonnements, potentiellement nocifs 

à haute dose. Lors de l’élaboration de radiotraceurs, il est important de conserver une dose de radiation 

acceptable en clinique ce qui dépend du radioisotope (énergie, durée de vie) et de la biodistribution des 

particules (temps de rétention dans les différents organes).[123,126]  

De plus, pour être reconnu comme médicament, l’isotope radioactif doit être d’une grande pureté 

radiochimique et chimique.  

Enfin, le choix d’un radioisotope va évidemment aussi être dicté par son prix et ses capacités 

d’approvisionnement.  

 

Tableau 3-1 : Quelques radioisotopes utilisés en PET ou en SPECT et leurs caractéristiques.[124,126,128–130] Ceux en gras et 
soulignés sont ceux auxquels nous nous sommes intéressés durant ce travail de thèse. 

Technique 

Emission 
Radioisotopes τ1/2 en h 

Emax,γ ou Emax,β+ en keV 

(pourcentage d’émission en %) 

SPECT 

γ 

123I 13,2 159 (83) 
111In 67,2 171 (90), 247 (94)  
99mTc 6,0 140 (89) 
67Ga 78,3 93 (40), 184 (21) 

PET 

β+ 

18F 1,83 635 (97) 
64Cu 12,7 653 (18) 
68Ga 1,13 1899 (89) 
89Zr 78,4 901 (22,8) 
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Le   technétium 99m (99mTc, τ1/2 = 6,0 h) est le radioisotope le plus utilisé en SPECT car il présente plusieurs 

avantages tels qu’une faible irradiation pour les patients (demi-vie relativement faible et énergie d’émission 

de 140 keV) et une production sur le site de l’utilisation par un générateur 99Mo/99mTc 

(molybdène/technétium). L’iode 123 (123I, τ1/2 = 13,2 h) est aussi couramment utilisé mais son coût est plus 

élevé et il est moins facilement disponible.  

Au cours de la thèse, quelques tests de radiomarquage ont été réalisés avec l’indium 111 (111In, τ1/2 = 67.2 h) 

qui est peut-être l’émetteur γ le plus populaire après le 99mTc et présente un temps de demi-vie plus long. 

Cet isotope est actuellement utilisé pour détecter des foyers infectieux ou des rejets de greffes. Lorsqu’il est 

couplé à un analogue de synthèse de la somatostatine (une hormone) il permet de détecter des tumeurs 

neuro-endocrines comme celles du pancréas.[131–133] D’autres expériences ont été réalisées avec du 

gallium 67 (67Ga, τ1/2 = 78,3 h) qui est lui aussi utilisé pour des diagnostics d’inflammations ou la détection 

de tumeur et le suivi des traitements.[134] 

 

Pour la PET, le 18F (τ1/2 = 1,83 h ) est très fréquemment employé en raison de la faible énergie émise et d’une 

chimie versatile.[123,125] Il permet notamment de marquer le déoxyglucose (18FDG) utilisé pour l’imagerie 

des tumeurs. Au cours de la thèse nous nous sommes intéressés principalement au gallium 68 (68Ga), au 

cuivre 64 (64Cu) et au zirconium 89 (89Zr) pour l’imagerie PET.  

 La production de 68Ga (τ1/2 = 1,13 h) est possible grâce à un générateur commercial 68Ga/68Ge 

(gallium/germanium) ce qui le rend très attractif. Ces générateurs sont déjà commercialisés et 

permettent donc la production du radioisotope directement sur le site d’utilisation durant quelques 

mois, la durée de vie de l’isotope parent (le 68Ge) étant de 271 jours. Cela permet d’éviter toute 

décroissance radioactive durant le transport du lieu de production à celui d’utilisation.[128,129]  

 

 Le 64Cu présente l’avantage d’avoir un temps de vie plus long (τ1/2 = 12,7 h) ce qui laisse plus de temps 

pour éliminer toute activité non spécifique avant d’acquérir les images PET et de réaliser des études 

sur des temps plus longs. Il présente aussi une énergie assez faible (Emax,β+ = 653 keV) et peut 

maintenant être produit avec de bons rendements et une pureté élevée.[128,135]  

 

 Au cours de ces dernières années, l’utilisation du 89Zr en PET a connu un essor considérable. Il a surtout 

été utilisé pour le radiomarquage d’anticorps que ce soit pour des études précliniques ou cliniques car 

leur temps de circulation dans l’organisme correspond bien au temps de demi-vie du 89Zr (τ1/2 = 78,4 h). 

En plus, de l’intérêt lié à ce long temps de demi-vie, le 89Zr est plus sûr à manipuler et moins cher à 

produire que le 64Cu.[136,137] Cependant, des préoccupations peuvent apparaître avec l’utilisation 

d’isotopes avec des temps de vie aussi longs puisque cela entraîne une plus grande irradiation pour les 

patients et limite donc leur utilisation répétée.[138]  
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3.1.3 Différents type de NPs inorganiques pour la scintigraphie 

 

3.1.3.1 Structure 

De nombreuses nanoparticules inorganiques pouvant être suivies par scintigraphie ont été décrites dans la 

littérature. On peut définir plusieurs familles : les NPs présentant une radioactivité intrinsèque (cœur 

inorganique), celles pour lesquelles un isotope est lié de manière covalente et celles pour lesquelles un 

radiométal est complexé par un chélate.  

La première famille réunissant des nanoparticules avec une radioactivité intrinsèque reste plutôt rare. Par 

exemple, des quantum dots à base de cadmium (Cd) peuvent être utilisés comme émetteurs γ si ces 

particules sont préparées à partir de 109Cd (Eγ =88 keV, τ1/2= 462 jours).[139] Cependant, en raison de la 

toxicité liée à l’utilisation de cadmium, d’une énergie γ et d’un temps de demi-vie non adapté, ces particules 

ne sont pas envisagées pour des études in vivo. Zhao et al. ont eux synthétisé des nanoparticules d’or 

incorporant sous forme d’alliage du 64Cu.[140] Là aussi, une utilisation en clinique apparaît peu probable 

puisque la chimie de surface nécessaire à l’optimisation de leur biodistribution devrait être réalisée après 

synthèse ce qui entraînerait une décroissance de la radioactivité et donc une diminution de la fenêtre 

temporelle d’utilisation de ces particules en imagerie PET.  

La deuxième famille correspond à des nanoparticules où le radioisotope est ajouté par liaison covalente 

comme c’est le cas pour le 18F ou le 124I.[141]. Un exemple très intéressant est la particule d’environ 7 nm de 

diamètre développée par Wiesner et son équipe (Université de Cornell, Etats-Unis) et appelée C dots.[142]  

Elle est représentée sur la Figure 3-2. 

 

 

Figure 3-2 : Nanoparticule C Dots. Figure issue de Benezra et al.[142] 



Chapitre 3 : Développement de NPs AGuIX pour la scintigraphie 

96 
 

Le cœur de ces particules est constitué de fluorophores et de silice, il est ensuite encapsulé dans une couche 

de silice. A la surface, se trouvent aussi des PEG et un peptide (RGD) pour améliorer la biodistribution des 

C dots et le ciblage des cellules cancéreuses. Ces particules ont été radiomarquées par du 124I (sur le cRGDY 

plus exactement) pour l’imagerie PET et des études ont été réalisées sur cinq patients atteints de 

mélanomes métastatiques. Des résultats prometteurs présentés en 2014[143] ont montré qu’il n’y avait pas 

d’effet indésirable lié aux C dots, une accumulation préférentielle au niveau des lésions malades et une 

élimination rénale. Un essai clinique de phase I est toujours en cours (NCT02106598) pour des mélanomes 

de la tête et du cou, gynécologiques ou des cancers du sein. Les C dots permettraient de mieux détecter et 

délimiter les tumeurs et les ganglions lymphatiques. Elles pourraient donc être utilisées pour aider le 

chirurgien à déterminer quels ganglions lymphatiques éliminer pour éviter les métastases.  

Une dernière famille, dans laquelle les travaux de cette thèse se sont situés, comprend des nanoparticules 

présentant à leur surface des chélates disponibles pour complexer des radiométaux. Comme on va le voir 

dans la partie suivante, il existe pour chaque radiométal des chélates plus adaptés que d’autres. L’intérêt de 

cette catégorie de nanoparticules est de pouvoir greffer à la surface des NPs divers chélates sans changer 

fondamentalement la structure de la particule, ce qui permet de moduler facilement le radioisotope utilisé 

selon l’application visée ou sa disponibilité. De plus, les étapes de chélation du radioisotope et de 

purification peuvent être rapides et réalisées directement à l’hôpital ce qui évite une perte d’activité trop 

importante.[125,144] 

 

3.1.3.2 Les chélates 

Il est important de noter qu’en général seule une minorité des particules sont radiomarquées. D’autre part, 

la scintigraphie permet de suivre le radioisotope et non pas la particule en elle-même. Le choix du chélate 

utilisé pour l’imagerie PET ou SPECT doit par conséquent être réalisé avec précaution afin que le complexe 

radioisotope-chélate soit stable même après injection dans l’organisme.[124,125] Il faut éviter toute 

transmétallation du radioisotope pour des pH fluctuants (de 5 à 8) ou au contact d’autres ions présents dans 

l’organisme (Ca2+, Zn2+, Mg2+).[129] Ainsi, en suivant le radioisotope, on s'assure de suivre également les 

nanoparticules.  

D’autre part, certains radioisotopes ayant un temps de demi-vie court, il faut pouvoir effectuer des 

marquages rapides. Si la particule est fragile, il faut aussi mettre en place des conditions douces pour éviter 

de la dégrader (température, pH,…). Enfin, on cherche au maximum à obtenir des rendements de marquage 

élevés afin d’éviter des pertes de produits et d’activité lors des étapes de purification. Il semblerait qu’un 

rendement de radiomarquage supérieur à 97 % permettrait, pour l’ANSM, une injection en clinique sans 

purification supplémentaire.  

Tous les radioisotopes présentés précédemment peuvent évidemment être complexés par différents 

ligands mais en général l’un d’entre eux est privilégié pour des raisons liées au radiomarquage (cinétique, 

conditions, rendement) ou à cause de la stabilité des complexes in vivo.  La Figure 3-3  présente quelques 

ligands utilisés pour le 111In, 67Ga, 68Ga, 64Cu ou 89Zr.  
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Figure 3-3 : Exemples de chélates utilisés pour le radiomarquage par le 111In, 67Ga, 68Ga, 64Cu ou 89Zr. 

 

 Actuellement, les deux ligands les plus utilisés pour complexer l’indium 111 sont un ligand linéaire, le 

DTPA (logK = 29), et un ligand macrocyclique, le DOTA (logK = 23,9).[145] Ils ont ainsi été utilisés pour 

radiomarquer des peptides, des anticorps, ou des nanoparticules. Ils permettent d’obtenir de bons 

rendements de radiomarquage (> 90 %) avec d’assez bonnes stabilités in vitro et in vivo[124,146–148] Par 

exemple, après incubation dans du sérum humain à 37°C pendant 24 h, environ 11 et 12 % de 111In sont 

libérés pour les complexes de DOTA et DTPA respectivement. Malgré tout, beaucoup de recherches 

continuent de développer des ligands permettant de complexer l’indium dans des conditions plus 

douces, plus rapides et avec une meilleure stabilité.[145,149] 

 

 Le DOTA peut complexer le 68Ga de manière stable (logK = 26,1) mais depuis quelques année, le NOTA 

apparaît particulièrement adapté pour ce radioisotope (logK = 30,98).[150] Contrairement au DOTA, il 

permet d’obtenir de bons rendements de radiomarquage dans des conditions douces et en quelques 

minutes. Ceci est compatible avec le faible temps de demi-vie de ce radioisotope (τ1/2 = 68 min). Enfin, 

les complexes obtenus ont une excellente stabilité en milieu physiologique.[151] Son dérivé, le NODAGA, 

présente des propriétés similaires après conjugaison sur des protéines et des radiomarquages avec le 
68Ga.[129] Le 67Ga possède les mêmes propriétés de complexation que le 68Ga.[134,152] 

 

 Pour le 64Cu, des ligands macrocycliques sont préférés aux ligands acycliques pour avoir une bonne 

stabilité in vivo. Il a ainsi été montré que le DTPA (chélate linéaire) libère le cuivre en quelques minutes 

après une injection intraveineuse.[153,154]  Différentes études montrent de plus que le NOTA permet une 

meilleure stabilité que le DOTA.[155,156] L’une d’entre elles s’intéresse à la complexation de 64Cu par des 

nanogels présentant des dérivés de DTPA, DOTA ou NOTA. Après incubation pendant 1 h dans du sérum 
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de souris, ces nanogels retiennent respectivement 11 %, 87 % et 94 % du cuivre. Après 48 h 

d’incubation, les nanogels à base de DOTA retiennent 69 % du cuivre contre 91 % pour ceux à base de 

NOTA. La plus grande stabilité des nanogels à base de NOTA a ensuite été confirmée par des expériences 

in vivo sur des souris porteuses de tumeurs hétérotopiques sous-cutanées ou de métastases (modèle 

de cancer du sein, 4T1).[155] Comme pour le 68Ga, le dérivé NODAGA a aussi été étudié pour la 

complexation du 64Cu et présente des propriétés de radiomarquage intéressantes.[128,157] 

 

 Le ligand le plus répandu pour la complexation du 89Zr est le DFO. Meijs et al. ont montré au début des 

années 90 que ce ligand peut chélater rapidement et efficacement le 89Zr.[158] Le complexe obtenu 

présente une bonne stabilité puisque moins de 0,2 % du métal est libéré après 24 h dans du sérum et 

moins de 2 % après 7 jours.[159] 

 

3.1.4 Projets de thèse 

Au cours de cette thèse nous avons cherché à radiomarquer les particules AGuIX pour l’imagerie SPECT et 

PET. Pour ce faire, différentes stratégies ont été développées et sont présentées sur la Figure 3-4.  

 (a) Des expériences ont été réalisées avec les particules AGuIX « classiques » qui présentent quelques 

ligands DOTAGA libres en surface (1-2 %).  

Pour optimiser les radiomarquages et avoir accès à un plus grand nombre de radioisotopes, des expériences 

ont également été réalisées à partir de particules AGuIX modifiées.  

 (b) Des tests ont ainsi été réalisés avec les particules AGuIXacide présentées dans le chapitre 2 et qui 

présentent plus de DOTAGA libres en surface (10 % environ).  

 (c et d) La surface des particules a aussi été modifiée par greffage d’autres types de chélates (NODAGA 

et DFO).  

Toutes les fonctionnalisations de surface et les caractérisations des particules ont été effectuées à l’ILM et 

les études de radiomarquage ont été menées en collaboration en France ou à l’étranger. J’ai ainsi pu réaliser 

des radiomarquages à Arronax (Nantes, France) sous la supervision de Sandrine Huclier ou au Lumen (Lyon, 

France) sous la supervision de David Kryza. Des expériences ont aussi été réalisées en Grèce par l’équipe de 

Penelope Bouziotis (Institut Demokritos, Athènes) ou aux Etats-Unis par l’équipe de Carolyn J. Anderson 

(Université de Pittsburgh) et de Michael J. Evans (Université de San Francisco). 
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Figure 3-4 : Radiomarquage de particules AGuIX (a) ou AGuIX modifiées (b, c d) par différents radioisotopes pour la 
SPECT ou la PET. 
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3.2 COMPLEXATION DE RADIOISOTOPES VARIES PAR LE DOTAGA  
Dans le chapitre précédent, nous avons pu déterminer que les particules AGuIX présentaient quelques 

DOTAGA libres en surface (1-2 %). On a aussi mis en place des stratégies de synthèse pour obtenir des 

particules modifiées : les AGuIXacide avec environ 10 % de DOTAGA libres et les AGuIX@DOTA avec jusqu’à 

40 % de DOTA libres en surface. La présence de ces chélates libres nous permet d’envisager la complexation 

de radioisotopes fournissant ainsi une nanoplateforme bimodale pour la scintigraphie et l’IRM.  Dans cette 

partie, nous allons présenter des tests préliminaires (cinétique de radiomarquage, optimisation des 

conditions,…) réalisés avec des radioisotopes SPECT (111In, 67Ga) et PET (64Cu, 68Ga). Au vu de la différence 

de sensibilité de la scintigraphie et de l’IRM, ces tests ont été réalisés sur les particules AGuIX et AGuIXacide 

(voir Figure 3-5). En effet, 10 % de DOTAGA libres devraient être suffisants pour complexer les 

radioisotopes et permettre des études en scintigraphie. D’autre part, ces radiomarquages ont parfois 

nécessité un chauffage des solutions, nous avons alors au préalable validé la stabilité des nanoparticules 

dans ces conditions. 

 

 

Figure 3-5 : Utilisation de DOTAGA libres pour radiomarquer des particules AGuIX (a) ou AGuIXacide (b). 

 

3.2.1 67Ga 

Au cours de ma thèse, j’ai eu la chance de pouvoir aller à Arronax à Nantes et de radiomarquer les particules 

par du 67Ga sous la supervision de Sandrine Huclier. Afin d’étudier l’influence du nombre de DOTAGA libres, 

les expériences de radiomarquage ont été faites à partir des particules AGuIX (1-2 % DOTAGA libres) et des 

AGuIXacide (10 % DOTAGA libres). 
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3.2.1.1 Protocole 

La cinétique de radiomarquage des particules a été étudiée sur une heure pour une concentration en Gd3+ 

de 30 mM, un pH de 4 (tampon acétate), à température ambiante ou à 90°C. Des expériences sans isotopes 

radioactifs ont permis de vérifier que les particules étaient stables durant plusieurs heures dans ces 

conditions (taille, relaxométrie, potentiel zéta, HPLC, osmolarité…). 

 

Mode opératoire : Deux échantillons sont préparés pour chaque type de nanoparticules, AGuIX ou AGuIXacide. 

Pour chaque échantillon, 45 μmol de Gd3+ sont dispersés à une concentration en Gd3+ de 250 mM dans l’eau. Les 

particules sont laissées une heure à température ambiante afin de permettre une bonne redispersion. Puis, un 

tampon d’acétate de sodium à 0,1 mol.L-1 à un pH de 4 est ajouté afin d’atteindre un volume de 1,49 mL. Au 

temps t = 0 min, 10 μL de solution source de 67Ga sont ajoutés aux échantillons. L’activité obtenue est de 

865 kilobecquerel (kBq). L’un des échantillons est laissé à température ambiante et l’autre est chauffé à 90°C 

pendant 1 h. Le taux de radiomarquage est déterminé au bout de 15, 30, 45 et 60 minutes par CCM. 

 

La pureté radiochimique correspond au ratio entre la radioactivité présente sur les particules et la 

radioactivité totale en solution. C’est un paramètre essentiel à déterminer pour une utilisation en imagerie.  

Sa détermination a été réalisée par chromatographie sur couche mince (CCM). Cela consiste à séparer les 

différents éléments d’une solution (le radioisotope libre et le radioisotope complexé sur les particules) 

grâce à leur différence d’affinité entre une phase fixe et une phase mobile ou éluant. Dans notre cas, 1 μL du 

mélange réactionnel est déposé sur des plaques de chromatographie (silice) qui sont ensuite éluées avec un 

tampon citrate (0,25 mol/L ; pH = 5,2). Après exposition dans des cassettes auto-radiographiques, l’activité 

des échantillons est détectée et visualisée par le système de de lecture « Cyclone Plus Storage Phosphore ». 

Le 67Ga migre en front de solvant tandis que les particules restent en ligne de dépôt. Le taux de 

radiomarquage est donc déterminé grâce au profil obtenu par le ratio : 

Activité(ligne de dépôt) / Activité(totale). 

 

3.2.1.2 Résultats 

Comme on le voit dans le Tableau 3-2, à température ambiante le rendement de marquage augmente avec 

le temps et avec le nombre de DOTAGA libres. On a par exemple des rendements de 21 et 45 % à 15 min et 

44 et 76 % à 60 min pour les AGuIX et AGuIXacide respectivement. L’augmentation de la température à 90°C 

permet d’accélérer le radiomarquage et d’atteindre d’excellents rendements de radiomarquage, 99 %, dès 

15 minutes de réaction pour les deux types de nanoparticules. Aucune purification ne serait donc nécessaire 

avant injection in vivo. 
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Tableau 3-2 : Taux de radiomarquage (%) des particules AGuIX et AGuIXacide par le 67Ga. [Gd3+] = 30 mM, pH = 4, activité 
par échantillons : 577 kBq.mL-1. 

  15 min 30 min 45 min 60 min 

AGuIX 
T = 20°C 21 28 38 44 

T = 90°C 99 99 99 99 

AGuIXacide 
T = 20°C 45 32 53 76 

T = 90°C 99 99 99 99 

 

Même si ces expériences préliminaires nécessiteraient d'être approfondies, notamment concernant la 

stabilité des complexes in vitro et in vivo, elles illustrent la facilité avec laquelle on peut radiomarquer les 

particules et notamment des AGuIX non modifiées. Ils soulignent donc bien leur intérêt pour la 

scintigraphie. 

 

3.2.2 111In 

L’indium 111, radioisotope SPECT fréquemment utilisé, a pu être complexé par les particules AGuIX. J’ai 

réalisé ces tests avec le Docteur David Kryza au Lumen à Lyon. Les radiomarquages ont été faits pour une 

concentration en Gd3+ de 23 mM environ, à un pH de 5 et en faisant varier la température (35°C ou 80-85°C) 

ou le tampon (citrate ou acétate). Au bout de 30 min, le taux de radiomarquage est déterminé par CCM 

(plaque de silice) et les plaques sont lues avec un radiochromatographe. Les résultats sont présentés dans 

le Tableau 3-3. 

A 35°C, le tampon citrate permet d’obtenir un très bon rendement de radiomarquage (87 %) contrairement 

au tampon acétate (41 %). Etonnamment, dans le tampon citrate, une augmentation de température 

entraîne une diminution du rendement de radiomarquage (de 87 % à 63 %). L’expérience nécessiterait 

d’être réitérée pour vérifier cette tendance.   

 

Tableau 3-3 : Radiomarquage des particules AGuIX par l’indium 111. [Gd3+] = 23,3 mM, activité par 
échantillon : 38 MBq.mL-1, temps : 30 min. 

Tampon Température Rendement de radiomarquage (%) 

Citrate  (0,05 M, pH = 5) 35°C 87 

Citrate  (0,05 M, pH = 5) 80 – 85°C 63 

Acétate (0,1 M, pH = 5) 35°C 41 

 

L’utilisation d’un tampon citrate à un pH de 5 et d’un chauffage léger à 35°C est très prometteuse pour le 

marquage des particules AGuIX par l’indium 111. Afin de compléter cette étude, des tests in vivo doivent 

être réalisés pour vérifier l’intérêt d’une telle nanostructure pour la scintigraphie. 
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3.2.3 Radioisotopes pour la PET  

Comme présenté dans la première partie introductive, les radioisotopes PET sont particulièrement 

intéressants pour le radiomarquage des particules AGuIX (meilleures sensibilité et résolution spatiale et 

développement de nouveaux appareils PET/IRM).  

A Nantes, j’ai réalisé avec le 64Cu, la même étude que celle sur le 67Ga présentée précédemment. La cinétique 

de radiomarquage des particules AGuIX et AGuIXacide a été étudiée sur une heure pour une concentration en 

Gd3+ de 30 mM, un pH de 4 (tampon acétate) et 7 (tampon MES), à température ambiante ou à 90°C. Les 

conditions utilisées ont permis d’obtenir au maximum des taux de radiomarquage de l’ordre de 60 % 

(déterminés par CCM), la modification de pH, de la température ou du nombre de DOTAGA libres n’ayant 

pas d’influence significative. Il s’est avéré que ces faibles rendements pouvaient venir d’un problème de 

pureté de la solution de radioisotope, nous avons alors décidé de recommencer des expériences pour 

vérifier ces tendances, ceci a été réalisé en collaboration avec une autre équipe.  

Des études de radiomarquage par le 64Cu et le 68Ga ont été réalisées par Marie-Caline Abadjian sous la 

supervision de Carolyn J. Anderson à l’Université de Pittsburg aux Etats-Unis. Les résultats sont présentés 

dans le Tableau 3-4 et montrent qu’il est possible d’obtenir de bons rendements de radiomarquage par le 
64Cu et 68Ga pour les particules AGuIX.  

 

Tableau 3-4 : Radiomarquage des particules AGuIX dans un tampon acétate (0,5 M) par le 64Cu ou le 68Ga. Le rendement 
de radiomarquage est déterminé par CCM. 

Radioisotope Conditions Rendement (%) 
64Cu [Gd3+] = 50 mM ; 50°C ; pH = 4,5 ; 60 min ; 925 MBq.mL-1 80 
68Ga [Gd3+] = 50 mM ; 50°C ; pH = 3 ; 20 min ; 185 MBq.mL-1 85 

 

3.2.4 Conlusion 

Dans cette première partie, nous avons présenté plusieurs expériences montrant que les particules AGuIX 

pouvaient facilement complexer des radioisotopes pour la SPECT ou la PET. Plusieurs protocoles ont été 

mis en place avec succès et ont permis, tout en conservant une bonne stabilité des particules, d’obtenir des 

taux de radiomarquage supérieurs à 80 %.  

Des expériences in vitro et in vivo (stabilité, biodistribution) seraient intéressantes afin de valider l’intérêt 

de telles nanostructures et vérifier qu’il n’y aurait pas de libération du radioisotope après administration, 

ce qui nuirait à l’imagerie.  

Par ailleurs, dans l’introduction de ce chapitre, nous avons mentionné que pour le gallium et le cuivre le 

NOTA et le NODAGA étaient les ligands privilégiés. Afin d’optimiser les radiomarquages, nous nous sommes 

donc intéressés dans une deuxième partie à la fonctionnalisation des particules AGuIX avec le NODAGA. 
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3.3 COMPLEXATION DE  64CU ET 68GA PAR LE NODAGA 
 

 

Figure 3-6 : Ajout de NODAGA sur les particules AGuIX pour le radiomarquage avec le 64Cu et le 68Ga. 

 

3.3.1 Synthèse et caractérisations 

Pour ajouter des fonctions NOTA à la surface des particules AGuIX, on a utilisé des ligands NODAGA ce qui 

permet de conserver, après fonctionnalisation, trois fonctions acide carboxyliques disponibles pour la 

complexation des radioisotopes. La synthèse des particules AGuIX@NODAGA est représentée sur la Figure 

3-7, elle est identique à celle des particules AGuIX@DOTA présentée dans le chapitre 2. Le ligand NODAGA-

NHS, fourni par CheMatech (Dijon, France), peut réagir avec les amines présentes à la surface des particules 

AGuIX pour former une liaison covalente amide. La purification est effectuée par filtration tangentielle 

comme précédemment.  

 

 

Figure 3-7 : Synthèse des particules AGuIX@NODAGA. 

 

Les caractérisations des particules sont présentées dans Tableau 3-5 et sur la Figure 3-8 . Elles sont très 

proches de celles des particules AGuIX@DOTA (chapitre 2).  

Les AGuIX@NODAGA ont un diamètre hydrodynamique de 4,3 ± 1,0 nm approprié pour une élimination 

rénale et similaire à celui des particules AGuIX (3,3 ± 0,8 nm). Les propriétés magnétiques des particules 

AGuIX@NODAGA soulignent la possibilité de les utiliser comme agent de contraste positif en IRM, en effet, 



3.3 Complexation de  64Cu et 68Ga par le NODAGA 

105 
 

elles possèdent une relaxativité r1 =16,7 s-1.mM-1 et ratio un r2/r1 = 1,4. La pureté des particules a été évaluée 

par HPLC et mesure d’absorbance à 295 nm. Le temps de rétention est légèrement plus grand que celui des 

particules AGuIX (13,9 min et 12,6 min respectivement) ce qui peut provenir de la modification de la surface 

des particules. La diminution du point isoélectrique (de 7,6 pour les AGuIX à 5,2 pour les AGuIX@NODAGA) 

est cohérente avec la fonctionnalisation et donc l’échange des amines en surface par des acides 

carboxyliques. La présence des NODAGA, est aussi visible en spectroscopie IR. En effet, on observe 

l’apparition d’une bande à 1720 cm-1 correspondant à la vibration d’élongation des liaisons C=O des acides 

carboxyliques des NODAGA.[109,110]  

 

Tableau 3-5 : Caractérisations des particules AGuIX et AGuIX@NODAGA. 

Caractérisations AGuIX AGuIX@NODAGA 

DLS 

 

DH = 3,6 ± 0,8 nm DH = 4,3 ± 0,9 nm 

 

Relaxométrie 

(1,4 T, 37°C) 

 

r1 = 12,2 s-1mM-1; r2/r1 = 1,3 

 

r1 = 16,7 s-1mM-1; r2/r1 = 1,4 

 

HPLC 

(A = 295 nm) 

 

Pureté de 96 % 

tR=12,6 min 

l½= 0,9 min 

 

Pureté de 99 % 

tR=13,9 min 

l½= 1,3 min 

 

Point isoélectrique 

 

pH = 7,6 ± 0,2 

 

pH = 5,2 ± 0,2 

 

Spectroscopie IR 

 

Pas d’épaulement à 1720 cm-1 

 

Bande de vibration à 1720 cm-1 

 

Nombre de chélates libres 

 

1 % 

 

~ 30 % 

 

 

Le nombre de chélates libres à la surface des particules AGuIX@NODAGA, a été évalué par les différentes 

techniques présentées dans le chapitre 2. On a ainsi complexé une quantité croissante d’ions Eu3+ 

(logK = 13,9 pour le complexe NOTA@Eu3+)[111] et suivi la luminescence des échantillons. Comme le montre 

la Figure 3-8, la luminescence s’accroît dans un premier temps lorsque l’europium est complexé par les 

DOTAGA et les NODAGA en surface de la particule. Elle atteint un palier lorsque les chélates sont saturés. La 

rupture de pente nous indique que les particules présentent environ 0,42 chélates libres par Gd3+ soit 4,3 

chélates libres par particule environ (30 %).  En supposant qu’il n’y ait pas de changement du nombre de 

DOTAGA libres durant le greffage des NODAGA, on aurait donc 4,1 NODAGA par particule disponibles pour 

le radiomarquage. Les mêmes résultats sont obtenus en utilisant l’orange de xylénol après complexation 

d’ions Gd3+ (logK = 13,7[160] pour le complexe NOTA@Gd3+) ou l’HPLC après complexation des ions Cu2+ 
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logK = 21,6[113] pour le complexe NOTA@Cu2+). En effet on trouve respectivement 30 et 31 % de chélates 

libres pour les AGuIX@NODAGA avec ces techniques.  

 

 

Figure 3-8 : Caractérisations des particules AGuIX@NODAGA. (a) Détermination du diamètre hydrodynamique par DLS. 
(b) Evolution du potentiel zéta (mV) en fonction du pH. (c) Détermination du nombre de chélates libres en surface de la 

particule par complexation d’ions Eu3+ et mesure de luminescence. λexcitation = 395 nm. nGd,particule = 1,2 μmol. La rupture de 
pente a lieu pour nEu3+ = 0,51 μmol. 

 

Afin d’obtenir la structure des particules, les pourcentages massiques en gadolinium (Gd), silicium (Si), 

carbone (C) et azote (N) ont été déterminés par l’entreprise Filab (Dijon, France). Les résultats sont 

cohérents avec la formule suivante pour les particules AGuIX@NODAGA : 

(Gd1APTES*3,3TEOS*4,1DOTAGA*1,02NODAGA*0,41)n (voir le Tableau 3-6). Elle confirme le nombre de ligands 

libres en surface de la particule et est très proche de celle des particules AGuIX@DOTA. Comme pour ces 

dernières, la différence de composition, notamment la quantité de TEOS* et APTES*, par rapport à des 

particules AGuIX indique un changement dans la structure des particules. Cela peut venir des étapes de 

synthèse et de purification au cours desquelles on éliminerait les plus petites particules.  

 

Tableau 3-6 : Comparaison des pourcentages massiques obtenus expérimentalement par Filab ou calculés à partir de la 
structure proposée pour les particules AGuIX@NODAGA. 

 Gd Si C N 

%massique exp 8,5 11,5 23,31 6,44 

%massique calc 8,5 11,2 23,00 6,52 

Différence absolue 0 0,30 0,31 0,08 

 

Dans cette partie, nous avons pu facilement transposer les méthodes de synthèses, de purifications et de 

caractérisations mises en place dans le cadre du chapitre 2 afin d'intégrer des groupements NODAGA en 

surface des particules AGuIX. Ceci illustre encore une fois la grande versatilité de la nanoplateforme AGuIX 

et des étapes de fonctionnalisation de surface. 
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3.3.2 Radiomarquage par du 64Cu : biodistribution quantitative 

Les particules AGuIX@NODAGA ont pu être marquées par du 64Cu afin d’étudier de manière quantitative la 

biodistribution des particules sur plusieurs heures (τ1/2 =12,7 h). Les expériences ont été réalisées par 

Marie-Caline Abadjian avec l’aide de Joe Latoche sous la supervision de Carolyn J. Anderson à l’Université 

de Pittsburg aux Etats-Unis.  

Les nanoparticules AGuIX@NODAGA ont été marquées par le 64Cu à un pH de 5, à 50°C et durant 35 min. Le 

rendement de radiomarquage de 81 % a été déterminé par CCM. Le cuivre non complexé a été éliminé par 

filtration tangentielle.  

La biodistribution des particules après injection intraveineuse a ensuite été étudiée sur des souris pour un 

modèle de cancer du sein (4T1, tumeur hétérotopique). Six souris Balb/c femelles ont reçu une injection de 

105 cellules 4T1 au niveau de l’épaule droite avant de laisser les tumeurs se développer durant environ 

2 semaines jusqu’à atteindre un volume de 100-500 mm3. Les expériences in vivo ont ensuite été réalisées 

et les paramètres d’imagerie optimisés : 

 IRM (2 souris): Injection de 100 μL de particules AGuIX@NODAGA par la veine de la queue 

([Gd3+] = 50 mM). 15 images prises entre 0 et 50 min puis sacrifice des souris pour histologie.  
 

 PET/CT (4 souris) : Injection de 150 μL de AGuIX@NODAGA@64Cu par la veine de la queue (activité 

spécifique: ~ 0,2 mCi, miliCurie, soit 7,4 MBq et [Gd3+] = 16,7 mM). Images prises à 1 h, 2 h, 4 h et 24 h 

post injection. Collecte de quelques organes : sang, reins, foie, poumons, cœur, muscle, os, tumeur, rate, 

pancréas et graisse. 

 

Quelques-unes des images IRM obtenues sont présentées sur la Figure 3-9. Elles montrent une prise de 

contraste de la tumeur (zone plus blanche) dès les cinq premières minutes ce qui correspond à une 

accumulation rapide des particules. La distribution n’est cependant pas homogène, les particules se 

concentrant principalement dans la partie périphérique de la tumeur. Au-delà de trente minutes, une 

diffusion lente hors des tumeurs est observée. 

 

 

Figure 3-9 : Images IRM pondérées T1 montrant la biodistribution des nanoparticules AGuIX@NODAGA après injection 
intraveineuse à des souris femelles Balb/c porteuses de tumeurs 4 T1. L’apparition de zone blanche révèle l’accumulation 

des nanoparticules dans les tumeurs. 
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Les images PET obtenues sont représentées sur la Figure 3-10. Elles montrent une accumulation dans la 

tumeur et les reins (contraste jaune orangé), les particules y sont toujours présentes 24 h post-injection. 

Une faible accumulation est observée dans le foie.  

 

 

Figure 3-10 : Images PET/CT (MIP) montrant la biodistribution des nanoparticules AGuIX@NODAGA@64Cu après 
injection intraveineuse dans des souris femelles Balb/c porteuses de tumeurs 4 T1. Les nanoparticules s’accumulent dans 

les tumeurs par effet EPR et sont éliminées majoritairement par voie rénale.  

 

La distribution des particules a été quantifiée à la fois ex vivo (après sacrifice des animaux à 24 h) et in vivo 

(grâce à des images PET), les résultats sont présentés sur la Figure 3-11. L’unité « ID/g » (injected dose per 

gram) correspond à la dose de radioactivité mesurée pour un organe donné et divisée par la masse de celui-

ci. Cette dose est exprimée en pourcentage de la dose totale injectée. La Figure 3-11-a, montre bien que 

l’élimination des particules est principalement rénale (ID/g ~ 112 % à 24 h) avec une accumulation 

relativement faible pour le foie (ID/g ~ 6,7 % à 24 h). Pour la tumeur, on trouve une valeur ID/g d’environ 

3 % confirmant l’accumulation des particules dans celle-ci. D’autre part, comme présenté sur la Figure 

3-11-b, les images PET permettent de déterminer les ratios des quantités (exprimées en ID/g) de particules 

marquées  entre différents organes ou tissus.  Ainsi le ratio Tumeur : Muscle est optimal 4 h après injection 

intraveineuse des particules, la valeur obtenue est proche de 4. Les nanoparticules sont donc toujours 

présentes dans les tumeurs mais ont été éliminées progressivement des tissus sains.  

 

Actuellement, les conditions de radiomarquage sont en cours d’optimisation afin d’augmenter la pureté 

radiochimique et d’éviter les étapes de purification. L’idée serait ensuite d’étudier la biodistribution de ces 

particules AGuIX@NODAGA@64Cu sur un modèle de souris porteuses de métastases (induites par une 

injection intraveineuse de cellules 4 T1). La sensibilité de la PET pourrait en effet être un atout par rapport 

à l’IRM en raison de la sensibilité de la technique (même une faible quantité de particules dans les 

métastases permettrait de les détecter) et de la facilité de quantification.  
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Figure 3-11 : Etude de la biodistribution des nanoparticules AGuIX@NODAGA@64Cu après injection intraveineuse dans 
des souris femelles Balb/c porteuses de tumeurs 4T1. (a) Radioactivité dans différents organes exprimés en pourcentage 

de la dose injectée par gramme et déterminée 24 h post injection ex vivo. On constate que l’élimination est 
majoritairement rénale et que les particules s’accumulent dans les tumeurs. (b) Ratio pour différents organes des 

radioactivités déterminés par les images PET/CT. Le ratio Tumeur : Muscle indique une bonne différentiation entre tissus 
sains et tumoraux. 

 

 

3.3.3 Radiomarquage par du 68Ga : biodistribution et métabolisation, publication 

Un deuxième aspect concernant les particules AGuIX@NODAGA était de déterminer si elles restaient 

intactes in vivo après injection intraveineuse. Pour cela les particules ont été marquées par du 68Ga ; nous 

avons vu dans la première partie que le ligand NODAGA est particulièrement bien adapté pour ce 

radioisotope. 

Les études de radiomarquage des particules AGuIX@NODAGA ont été réalisées par l’équipe de Penelope 

Bouziotis au centre de recherches scientifiques Demokritos en Grèce. Les résultats de cette étude ont fait 

l’objet d’une publication acceptée dans Nanomedecine en 2017. 

 

3.3.3.1 Résumé des principaux résultats 

Les AGuIX@NODAGA ont été marquées par du 68Ga à un pH de 5,6, 50°C et pendant 20 min conduisant à un 

rendement de radiomarquage de 85 %. Une purification sur colonne PD10 (éluant : PBS, pH = 7,4) a ensuite 

été mise en place et a permis d’obtenir une pureté radiochimique supérieure à 99 %. La stabilité des 

complexes a été évaluée dans du sérum et à 37°C, aucune dégradation n’a été observée jusqu’à 3 h.  

Des injections intraveineuses sur des souris porteuses d’une tumeur hétérotopique U87MG (glioblastome, 

tumeur du cerveau) ont ensuite été réalisées. La biodistribution des particules a été évaluée ex vivo 30, 60 

et 120 min après administration. Comme précédemment, la mesure du taux de radioactivité dans différents 
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organes a permis d’observer une accumulation dans les tumeurs et une élimination principalement rénale. 

Bien que l'absorption tumorale diminue de 30 à 120 min post-injection, le rapport Tumeur : Muscle 

augmente lui avec le temps (Figure 3-12-a). Ce dernier atteint une valeur de 5 environ 120 min post-

injection, suggérant une nette différenciation entre les tissus sains et tumoraux. Des images IRM (Figure 

3-12-b) et PET (Figure 3-12-c) ont aussi été enregistrées 60 min après administration aux souris porteuses 

d’une tumeur et montre l’accumulation des particules dans la zone tumorale.  

 

 

Figure 3-12 : Injection de nanoparticules AGuIX@NODAGA marquées au 68Ga sur des souris porteuses d’une tumeur 
hétérotopique U87MG. (a) Etude ex vivo 30, 60 et 120 min après administration. Ratio de la quantité de radioactivité 
(exprimées en % de la dose injectée par gramme d’organe). Le ratio Tumeur:Muscle indique une bonne différenciation 
entre tissus sains et tumoraux. (b) Images IRM pondérée T1 avant et 60 min après injection des particules. (c) Images 

PET/CT obtenues 60 min après injections des particules. Elles montrent une accumulation dans le foie, la tumeur et  
les reins.  

 

Enfin, une étude de métabolisme a été réalisée 60 min post-injection des particules pour vérifier l’intégrité 

des composés radiomarqués dans le sang, les urines et la tumeur. Après prélèvement, les échantillons sont 

traités et analysés par HPLC (voir Figure 3-13). Dans la tumeur, aucune dégradation des particules 

AGuIX@NODAGA@68Ga n’a été observée. Dans les urines, la quantité de particules intactes est comprise 

entre 90 et 95 %. La faible dégradation observée pourrait venir de l’hydrolyse des liaisons Si-O-Si du cœur 

de polysiloxane des nanoparticules entraînant la formation de fragments@68Ga (APTES-NODAGA@68Ga,...). 

Dans le sang, les particules sont très majoritairement intactes.  

 

Cette étude nous a donc permis de mieux comprendre la biodistribution des particules AGuIX@NODAGA 

après injection intraveineuse et de montrer que ces particules sont adaptées et prometteuses pour 

l’imagerie PET.  
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Figure 3-13 : Chromatogrammes HPLC obtenus 60 min après injection intraveineuse de particules 
AGuIX@NODAGA@68Ga sur des souris porteuses de tumeurs. Les analyses réalisées pour (a) la tumeur, (b) l’urine et (c) le 

sang montrent que les particules sont majoritairement intactes. 

 

 

3.3.3.2 Publication 
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3.4 COMPLEXATION DE 89ZR PAR LE DFO 
Afin d’étudier la biodistribution des particules AGuIX in vivo sur plusieurs jours, nous nous sommes 

intéressés à l’acquisition d’images PET avec le radioisotope 89Zr qui présente un temps de demi-vie très long 

(τ1/2 = 78 h). Il peut être complexé de manière stable grâce au chélate desferrioxamine (DFO), c’est 

pourquoi, nous avons procédé dans un premier temps à la fonctionnalisation des AGuIX par ce chélate dans 

le but d'obtenir des AGuIX@DFO, comme présenté sur Figure 3-14.  

 

 

Figure 3-14 : Radiomarquage de 89Zr par des particules AGuIX@DFO. 

 

3.4.1 Synthèse 

Afin de pouvoir fonctionnaliser facilement les particules par le DFO, nous avons utilisé le ligand sous forme 

isothiocyanate : DFO-Bz-NCS. L’utilisation de celui-ci est très répandu car il permet une fonctionnalisation 

simple et rapide,[136] il a été fourni par la société CheMatech (Dijon, France). La réaction avec les amines 

primaires des particules implique une attaque sur le carbone électrophile du groupement isothiocyanate. Il 

en résulte la création d’une liaison covalente  de type isothiourée sans groupe partant (voir Figure 3-15).  

La réaction des isothiocyanates est en générale effectuée à pH = 9,[105] cependant pour stabiliser les 

particules, le pH dans notre cas a été ajusté à 7-8. De plus, le ligand DFO-Bz-NCS étant peu soluble dans l’eau, 

la réaction a été réalisée dans un mélange eau/DMSO permettant de solubiliser le ligand et les particules 

tout en conservant une bonne stabilité colloïdale. Les ions Cl- sont évités tout au long de la synthèse. En 

effet, après radiomarquage avec le 89Zr, les radiations émises entraînent la création d’ions hypochlorites qui 

à leur tour conduise au relargage du 89Zr.[138] 

 

Mode opératoire : Le mode opératoire  est détaillé dans la publication présentée plus loin dans la partie 3.4.3). 

Le rendement en gadolinium de la synthèse a été déterminé au laboratoire par ICP-OES et est d’environ 48 %. 

Celui en DFO est de 33,5-67 % (voir plus loin).  
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Figure 3-15 : Synthèse des particules AGuIX@DFO. 

 

 

3.4.2 Caractérisations 

 

3.4.2.1 Caractéristiques physico-chimiques 

Les caractérisations des particules AGuIX@DFO sont présentées dans le Tableau 3-7 ci-dessous. Le 

diamètre hydrodynamique et la relaxivité sont toujours en accord avec une élimination rénale et une 

utilisation comme agent de contraste positif en IRM. 

 

Tableau 3-7 : Caractérisations des particules AGuIX et AGuIX@DFO. 

Caractérisations AGuIX AGuIX@DFO 

DLS 

 

DH = 3,6 ± 0,8 nm DH = 4,4 ± 1,0 nm 

 

Relaxométrie 

(1,4 T, 37°C) 

 

r1 = 12,2 s-1mM-1; r2/r1 = 1,3 

 

r1 = 16,7 s-1mM-1; r2/r1 = 1,5 

 

HPLC 

(A = 295 nm) 

 

Pureté de 91 % 

tR=13,0 min 

l½= 1,0 min 

 

Pureté de 99 % 

tR=15,2 min 

l½= 0,8 min 

 

L’addition de DFO sur les particules entraîne une augmentation du temps de rétention en HPLC pouvant 

s’expliquer par une modification de la surface. De plus, le chromatogramme semble indiquer que le DFO non 

greffé à la surface des particules a bien été majoritairement éliminé (voir la Figure 3-16-a).  
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Figure 3-16 : Chromatogrammes des particules AGuIX, AGuIX@DFO et du DFO obtenus en mesurant l’absorbance à 
295 nm pendant l’analyse HPLC. 

 

3.4.2.2 Quantification du nombre de DFO par particule 

Pour quantifier le nombre de DFO par particule, une méthode basée sur la complexation des ions Cu2+ et la 

séparation des constituants du mélange par HPLC a été mise en place. Le DFO a en effet une grande affinité 

pour le cuivre et peut former des complexes mono ou binucléaires (logK = 33,1 pour CuLH+ et logK = 32,09 

pour Cu2LH+ où L représente le ligand).[161] Une quantité croissante d’ions Cu2+ a été ajoutée à une solution 

de particules AGuIX@DFO, les différents échantillons ont ensuite été analysés par HPLC. 

Le chromatogramme obtenu lors de l’ajout d’un excès de cuivre est présenté sur la Figure 3-17-a. Le cuivre 

non complexé a un temps de rétention autour de 2,5 min, les particules autour de 15 min et on trouve aussi 

de petits pics autour de 4-5 min qui correspondent à des fragments de dégradation des particules 

complexant du cuivre (APTES-DFO@Cu2+,...). Pour tous les échantillons, on intègre l’aire du pic 

correspondant au cuivre libre (voir la Figure 3-17-b). Celui-ci n’est détectable qu’à partir d’un ajout de 

7 mM ce qui nous permet de déterminer que le ratio DFO/Gd3+ est compris entre 9 à 18 % selon que le 

complexe formé est mono ou binucléaire. Cela correspond à un pourcentage de ligand libre compris entre 

8 et 15 % ( ). 

Une technique plus rapide a aussi été envisagée. Elle consiste à s’intéresser uniquement à un échantillon 

contenant un excès de cuivre. L’aire du pic correspondant au cuivre libre est déterminée et en utilisant une 

courbe d’étalonnage en ions Cu2+ on peut en déduire la concentration d’ions non complexés. Connaissant la 

quantité de cuivre ajouté, on a directement la quantité de cuivre complexé par les particules. Les résultats 

sont similaires à ceux donnés précédemment (ratio DFO/Gd3+ compris entre 8 et 16 %). 
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Figure 3-17 : Quantification du nombre de DFO par particule par complexation d’ions Cu2+ et injection en HPLC. (a) 
Chromatogramme obtenu en mesurant l’absorbance à 700 nm. Conditions de complexation : [Gd3+] = 38,4 mM, 

[Cu2+] = 20 mM, eau, température ambiante pendant quelques heures. (b) Aire du pic de Cu2+ non complexé obtenue en 
HPLC (A = 700 nm) pour différents échantillons contenant la même quantité de particules ([Gd3+] = 38,4 mM) mais une 

quantité croissante de Cu2+. La rupture de pente a lieu pour [Cu2+] = 7 mM. 

 

La complexation du cuivre ne donne pas des résultats précis mais uniquement un ordre de grandeur du 

nombre de DFO par particule (1-2 DFO par particule). Ceci est cependant suffisant dans une optique de 

radiomarquage des nanoparticules. En effet, dans ce contexte, le ligand sera en excès par rapport au 

radioisotope.  

 

Afin d’obtenir la structure des particules, les pourcentages massiques en gadolinium (Gd), silicium (Si), 

carbone (C) et azote (N) ont été déterminés par l’entreprise Filab (Dijon, France). Comme cela est indiqué 

dans le Tableau 3-8, les résultats sont cohérents avec la formule suivante pour les particules AGuIX@DFO : 

(Gd1APTES*2,78TEOS*2,66DOTAGA*1,02DFO*0,14)n . Cela conduit à un ratio DFO/Gd3+ de 14 % compris dans la 

fourchette proposée précédemment. Les particules présentes donc 1-2 DFO par particule ce qui permettra 

de les radiomarquer par du 89Zr. 

 

Tableau 3-8 : Comparaison des pourcentages massiques obtenus expérimentalement par Filab ou calculés à partir de la 
structure proposée pour les particules AGuIX@DFO. 

 Gd Si C N 

%massique exp 10,7 10,4 26,15 7,78 

%massique calc 10,7 10,4 26,43 7,61 

Différence absolue 0 0 0,28 0,17 
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3.4.3 Radiomarquage et biodistribution, publication 

Les études de radiomarquage des particules AGuIX@DFO et de leur biodistribution ont été réalisées par 

Charles Truillet sous la direction de Michael J. Evans à l’université de San Francisco aux Etats-Unis. Les 

résultats de cette étude ont fait l’objet d’une publication, présentée dans la suite, dans Molecular 

Pharmaceutics en 2016. Dans cette étude les particules sont notées DFO-AGuIX. 

 

3.4.3.1 Résumé des principaux résultats 

Les DFO-AGuIX ont été marquées par du 89Zr à un pH de 7,2 à 37°C et pendant 60 min. Ces conditions ont 

permis d’obtenir une pureté radiochimique supérieure à 99 %. La stabilité des complexes a ensuite été 

évaluée in vitro après incubation dans du sérum bovin et in vivo après injection intraveineuse sur des souris 

saines. Comme le montre la Figure 3-18, des échantillons ont ensuite été prélevés entre 1 h et 72 h et 

analysés par CCM pour étudier l’intégrité du produit radiomarqué.  

 

 

Figure 3-18 : La stabilité des particules 89Zr-DFO-AGuIX a été évaluée par CCM. (a) Etude in vitro réalisée dans du sérum 
bovin à 37°C. Seul un pic correspondant aux particules 89Zr-DFO-AGuIX est détecté ce qui suggère que les particules ne 

sont pas métabolisées en sous-produits radioactifs plus petits. (b) Etude in vivo réalisée sur des souris saines nu/nu après 
injection intraveineuse de particules 89Zr-DFO-AGuIX (~ 50 μCi soit 1,85 MBq). Le sang est prélevé au moment indiqué et 
le sérum est ensuite isolé et analysé par CCM. L’intensité des courbes présentées est normalisée. Elles suggèrent qu’il n’y a 

pas de dégradation des particules.  

 

Même au bout de 72 h, seul un pic correspondant aux particules 89Zr-DFO-AGuIX est détecté ce qui suggère 

que les particules ne sont pas métabolisées en sous-produits radioactifs plus petits. Le temps de demi-vie 

biologique a pu être évalué à 67 h environ.  

 

Des injections intraveineuses sur des souris porteuses de tumeurs sous-cutanées U87MG (glioblastome, 

tumeur du cerveau) ont ensuite été réalisées. On observe une accumulation intratumorale 20 minutes post 

injection par IRM. Les images PET mettent en évidence une élimination principalement rénale et une 

accumulation dans les tumeurs (~2% ID/g à 24 h). Comme le montre la Figure 3-19-a, cette accumulation 
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est durable puisque les particules sont toujours détectées et donc présentes au bout de 72 h dans les 

tumeurs. L’accumulation dans les autres organes (reins mis à part) reste faible. La Figure 3-19-b montre 

l’évolution des ratios Tumeur:Sang et Tumeur:Muscle au cours du temps. Ce dernier atteint, 72 h après 

l'injection, une valeur supérieure à 10 ce qui illustre la nette différenciation entre les tissus sains et 

tumoraux. 

 

 

Figure 3-19 : Etude de la biodistribution des particules 89Zr-DFO-AGuIX après injection intraveineuse sur des souris 
porteuses de tumeurs sous-cutanées U87MG. (a) Les particules 89Zr-DFO-AGuIX persistent dans le microenvironnement 

des tumeurs pendant plusieurs jours après l'injection. A 72 h, l'activité associée à la tumeur est de ~1,0 % ID/g, ce qui est 
supérieur au bruit de fond. (b) Evolution des ratios Tumeur:Sang et Tumeur:Muscle au cours du temps pour les souris 

ayant reçu des particules 89Zr-DFO-AGuIX. Les ratios indiquent une nette différentiation entre tissus sains et tumoraux. 

 

Cette étude met en évidence l’intérêt de la fonctionnalisation des particules AGuIX par le DFO pour des 

études de biodistribution et de pharmacocinétique sur quelques jours. Elle apporte aussi une information 

intéressante pour la radiothérapie actuellement évaluée en essai clinique pour les AGuIX. En effet, la 

rétention des particules dans les tumeurs sur plusieurs jours permet d’envisager de ne réaliser qu’une seule 

injection pour plusieurs séances de radiothérapie espacées de quelques jours. Cela diminue les risques de 

toxicité liés à des injections multiples de produit.  
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3.4.3.2 Publication 
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3.5 CONCLUSION 
Au cours de cette thèse, différentes particules de type AGuIX ont été synthétisées et caractérisées afin de 

permettre leur utilisation en scintigraphie. Cette bibliothèque de particules nous offre la possibilité de 

complexer des radioisotopes variés et l’une ou l’autre des particules peut être choisie en fonction de 

l’application désirée, de la disponibilité du radioisotope, etc.  

Nous avons ainsi pu réaliser quelques radiomarquages des particules AGuIX par des isotopes pour la SPECT, 

le 111In et le 67Ga, et obtenu des rendements de radiomarquage supérieurs à 80 %. Concernant la PET, des 

collaborations en Grèce et aux Etats-Unis nous ont permis de radiomarquer des particules de type AGuIX 

présentant des ligands NODAGA ou DFO en surface.  Nous avons pu réaliser des études in vivo avec le 64Cu, 

le 68Ga et le 89Zr et pu suivre la biodistribution des particules sur des temps plus ou moins longs. Ces études 

ont montré une accumulation dans les tumeurs en quelques minutes et une rétention sur plusieurs jours 

ainsi qu’une élimination principalement rénale des particules. Nous avons aussi pu vérifier que les 

particules restent intactes dans les tumeurs après injection intraveineuse.  

De par la meilleure résolution spatiale et sensibilité de la PET, sa facilité de quantification et la 

commercialisation d’appareils PET/ IRM, il semble plus intéressant de complexer des radioisotopes PET 

que SPECT sur les particules AGuIX. Le gros avantage du 68Ga réside dans sa production par générateur 
68Ga/68Ge qui peut être disponible sur le site même de l’hôpital mais son temps de demi-vie est court 

(environ 1 h). Lors de l’essai clinique des particules AGuIX pour l’amélioration de la radiothérapie, le temps 

de demi-vie plasmatique des particules a pu être estimé sur l’homme à environ 2 h. Le temps de demi-vie 

du 64Cu (τ1/2 = 12,7 h) semblerait donc adéquat pour une utilisation avec les AGuIX (production, transport, 

radiomarquage, purification éventuelle, injection et imagerie). Que ce soit dans le cas du 68Ga ou de 64Cu, il 

est intéressant de modifier les particules AGuIX par ajout de NODAGA en surface. La méthode de 

fonctionnalisation mise au point et présentée dans ce chapitre est une voie simple et robuste pour atteindre 

ce but. 

Le 89Zr possède aussi un temps de demi-vie long (τ1/2 = 74,8 h). Au cours de nos recherches, nous avons 

modifié les particules en ajoutant à leur surface du DFO pour complexer le radioisotope, c’est en effet le 

ligand le plus utilisé. Cependant, une étude récente montre que le complexe DOTA peut être utilisé pour 

complexer ce radioisotope.[130] Le complexe obtenu présente une meilleure stabilité in vitro et in vivo que le 

complexe DFO@89Zr utilisé presque systématiquement. Il serait donc tout à fait possible d’utiliser les 

particules AGuIX non modifiées pour complexer le 89Zr ce qui serait très intéressant. Des études vont avoir 

lieu dans les prochains mois pour le vérifier.  

Les particules AGuIX@DOTA et AGuIX@NODAGA présentées dans les chapitres 2 et 3 ont environ 30-40 % 

de chélates libres en surface. Au vu de la sensibilité de la scintigraphie par rapport à l’IRM, il n’est pas utile 

d’avoir autant de ligands disponibles pour le radiomarquage. La fonctionnalisation par des ligands NHS 

étant facilement modulable, on a pu récemment synthétiser et caractériser de nouvelles particules 

AGuIX@NODAGA et AGuIX@DOTA avec moins de ligands libres, elles vont être utilisées pour des études de 

radiomarquage dans les mois qui viennent. D’un autre côté, dans l’objectif de complexer des isotopes 
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radioactifs pour de la thérapie (curiethérapie), il peut être intéressant d’avoir beaucoup de ligands libres 

pour apporter une forte dose de radioactivité aux tumeurs. Les particules développées et présentées dans 

ce manuscrit pourraient ainsi permettre de complexer du 90Y (yttrium) ou du 177Lu (lutécium) qui sont 

fréquemment utilisés. Pour aller plus loin, on peut aussi imaginer travailler avec des paires de radioisotopes 

telles que 99mTc/90Y, 68Ga/177Lu ou 68Ga/90Y. Pour l’imagerie ou la thérapie, il sera possible de travailler avec 

l’un ou l’autre isotope de la paire définie tout en conservant un matériau unique et ayant les mêmes 

propriétés pharmacocinétiques.[124,162] 

Les particules AGuIX peuvent aussi servir pour d’autres formes de thérapie. C’est ce que nous allons 

présenter dans le dernier chapitre de ce manuscrit avec le développement de nanoparticules pour la 

photothérapie dynamique guidée par IRM. 
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4 CHAPITRE 4 : DEVELOPPEMENT DE NPS AGUIX POUR LA PDT 

GUIDEE PAR IRM 

 

4.1 INTRODUCTION 
La chirurgie, la radiothérapie et la chimiothérapie constituent actuellement les principales modalités de 

traitement du cancer. Malgré des améliorations continuelles, ces techniques ne sont pas toujours suffisantes 

pour traiter complètement le cancer et éviter les récidives et présentent chacune leurs propres effets 

secondaires. La photothérapie dynamique (PDT, photodynamic therapy) est un traitement qui peut être 

utilisé comme alternative ou complément des techniques précédentes.[163,164] 

Depuis très longtemps, il est connu que certaines molécules peuvent avoir un effet thérapeutique en 

combinaison avec la lumière. Par exemple, les Egyptiens utilisaient des substances naturelles et la lumière 

du soleil pour traiter des maladies de peau.[165]  Depuis, la PDT a été utilisée dans le traitement de certaines 

pathologies inflammatoires ou infectieuses ou encore de cancers. Elle est par exemple utilisée pour soigner 

des cancers superficiels de la vessie, de la prostate, du poumon, de l’œsophage, de la tête et du cou, de la 

peau…[61] Sa faible profondeur d’utilisation constitue son principal inconvénient et limite souvent son 

application à des pathologies superficielles.  

Dans ce chapitre, on va s’intéresser à la fonctionnalisation des particules AGuIX afin de les utiliser pour la 

photothérapie dynamique.  

 

4.1.1 Principe de la PDT 

 

4.1.1.1 Mécanisme d’action 

La PDT est basée sur l’utilisation conjointe d’un photosensibilisateur (PS), de lumière et de dioxygène. Après 

irradiation du PS (voir Figure 4-1), des espèces cytotoxiques sont formées et induisent la destruction des 

tumeurs. Contrairement à la chimiothérapie par exemple, les éléments utilisés en PDT (la lumière d’une 

part et le PS d’autre part) ne sont pas toxiques en eux-mêmes, c’est leur combinaison qui l’est.  Cela constitue 

le principal avantage de la PDT.[61,164] 

L’irradiation du PS permet le passage de son état singulet fondamental S0 aux états singulets excités S1, 

S2,… Par conversion interne, non radiative, le PS revient dans son état excité S1, dont le temps de vie est 

relativement court (quelques nanosecondes). De là, le PS peut revenir à son état fondamental S0 par 

émission d’un photon, c’est le phénomène de fluorescence. Il est d’ailleurs possible d’utiliser la fluorescence 

du PS pour l’imagerie et le diagnostic. Un croisement inter-système (CIS) peut aussi avoir lieu et permettre 

le passage du PS de son état singulet S1 à son état triplet T1. A partir de celui-ci, le PS peut revenir dans son 
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état fondamental S0 par émission d’un photon, c’est le phénomène de phosphorescence. La durée de vie de 

l’état triplet étant relativement longue (de la microseconde à la seconde), le PS peut aussi interagir avec les 

molécules environnantes et leur transmettre son énergie ce qui constitue la base de la PDT.[61,164] 

 

 

Figure 4-1 : Processus photochimique de la PDT : l’irradiation du photosensibilisateur par de la lumière conduit à la 

formation d’espèces cytotoxiques.  

 

On distingue deux mécanismes pour la PDT. Lors du mécanisme de type I, le PS excité dans son état T1 

interagit directement avec les molécules environnantes (constituants des cellules, des membranes,…) pour 

créer des espèces radicalaires. Elles entraînent à leur tour la formation de dérivés réactifs de l’oxygène 

cytotoxiques (ROS, Reactive Oxygen Species).[18,164] Le mécanisme de type II serait prépondérant dans la 

plupart des cas.[164] Dans ce cas, le PS excité retourne à son état fondamental S0 par interaction avec 

l’oxygène et formation d’oxygène singulet. Ce dernier transfère ensuite son énergie aux cellules 

environnantes entraînant leur destruction par nécrose ou apoptose. La demi-vie de l’oxygène singulet est 

courte (de 0,03 μs à 0,2 ms) et son rayon d’interaction est inférieur à 0,2 μm. Les dommages résultant de la 

PDT coïncident donc en général avec la localisation du PS excité.[166] En utilisant un faisceau de lumière 

localisée précisément, on peut ainsi détruire sélectivement les cellules tumorales et préserver les tissus 

sains.  

Concernant les dommages induits par la PDT, on distingue les dommages directs correspondant à la 

destruction des cellules tumorales, des dommages indirects correspondant à la destruction du réseau 

vasculaire de la tumeur. La croissance des tumeurs dépend en effet de leur capacité à augmenter le nombre 

de vaisseaux sanguins autour d’elles (phénomène d’angiogenèse) afin de permettre un apport important en 

oxygène et en nutriments. La destruction du système vasculaire de la tumeur permettrait d’augmenter 

l’efficacité de la PDT et faciliterait l’éradication de la tumeur.[167] D’autre part, la réponse immunitaire ou 

inflammatoire suivant la PDT, pourrait aider au contrôle de la tumeur sur le long terme.[164] 
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4.1.1.2 Profondeur de pénétration de la PDT 

L’un des principaux inconvénients de la PDT est la faible pénétration de la lumière dans les tissus à cause 

de l’absorption des constituants de l’organisme (hémoglobine, eau,…) et de la diffusion de la lumière. Le 

phénomène d’absorption est minimal entre 800 et 1000 nm (Figure 4-2), d’où l’intérêt de travailler dans 

cette plage de longueurs d’onde et de développer des PS adaptés à cette fenêtre.[168] Malgré tout, même dans 

cette plage de longueurs d’ondes, la profondeur de pénétration de la lumière est limitée à quelques 

millimètres.[18,163]  

 

 

Figure 4-2 : Pénétration de la lumière dans les tissus. (a) Influence de la longueur d’onde sur la profondeur de 

pénétration dans les tissus. Figure issue de Agostinis et al.[169] (b) Absorption de différents constituants des tissus et 

fenêtre de transparence biologique (800-1000 nm). Figure issue de Altinoglu et Adair.[170] 

 

De ce fait, l’utilisation de la PDT en clinique est restée limitée aux traitements de lésions externes, à des 

cancers accessibles facilement par des orifices ou à une utilisation en intra-opératoire. Par exemple, la PDT 

peut être utilisée après la chirurgie pour « nettoyer » les bords de l’ablation des tumeurs.[163] Une autre 

possibilité peut être d’irradier les PS par l’intermédiaire d’une fibre optique qui est positionnée localement. 

C’est le cas de la PDT interstitielle (iPDT) au cours de laquelle la lumière est appliquée directement au sein 

de la masse tumorale.[171] 

Beaucoup de recherches sont en cours tant pour améliorer les systèmes d’irradiation et la délivrance de 

dose que pour améliorer les PS.[164]  
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4.1.2 Exemple de photosensibilisateurs 

Dans l’idéal, un photosensibilisateur doit présenter les caractéristiques suivantes :[18,164] 

 ne pas être toxique en lui-même, c’est-à-dire sans irradiation lumineuse.  

 s’accumuler préférentiellement dans les tumeurs et pas dans les tissus sains. 

 être éliminé rapidement du corps humain.  

 pouvoir être excité dans la fenêtre de transparence biologique (800-1000 nm). 

 avoir une stabilité à l’irradiation (photostabilité) élevée. 

 présenter un rendement en oxygène singulet important et un temps de vie de l’état triplet suffisant 

pour permettre la création des espèces radicalaires.  

 être soluble en milieu physiologique afin de faciliter son injection et d’éviter son agrégation (qui 

entraînerait  une diminution du rendement d’oxygène singulet).  

 

On distingue plusieurs types de photosensibilisateurs : les PS non tétrapyrroliques et les PS 

tétrapyrroliques.  Pour la première catégorie, quelques exemples sont donnés sur la Figure 4-3. On trouve 

par exemple le psoralène qui était déjà utilisé par les Egyptiens pour traiter des problèmes de peaux et qui 

est toujours utilisé aujourd’hui contre le psoriasis.[165] 

 

Figure 4-3 : Exemple de PS non tétrapyrroliques.[164,165] 

 

Plusieurs générations de PS tétrapyrroliques peuvent être définies.[164,172,173] La première génération, 

étudiée au début des années 1980, correspond à des molécules d’origine naturelle regroupant 

l’hématoporphyrine et ses dérivés. L’hématoporphyrine est un mélange de monomères et d’oligomères et 

est obtenue à partir de l’hémoglobine du sang. Un mélange partiellement purifié est commercialisé sous le 

nom de Photofrin® et est représenté Figure 4-4. Ce composé a été approuvé par la FDA (Food and Drug 

Administration) en 1995 pour le traitement de différents types de cancer (poumon, vessie…). Il a aussi 

obtenu une autorisation de mise sur le marché (AMM) en France en 1996.[164,165] Cependant, le Photofrin® 

présente plusieurs désavantages[165] : une longueur d’onde d’excitation faible (630 nm), une absorption 

dans les tissus sains, notamment la peau, et une élimination lente de l’organisme (3 à 5 semaines) ce qui 

conduit à une photosensibilité prolongée pour les patients. 
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Figure 4-4 : Structure du Photofrin®.[164] 

 

Pour pallier ces inconvénients, une deuxième génération de PS a été développée depuis la fin des années 

1980. On trouve par exemple des porphyrines, des chlorines, des bactériochlorines, des phtalocyanines, etc 

(voir Figure 4-5). De manière générale, cette deuxième génération présente des longueurs d’onde 

d’excitation, des coefficients d’extinction et des rendements d’oxygène singulet plus élevés que la première 

génération de PS. De plus, le ratio de l’accumulation dans les tumeurs et les tissus sains est plus élevé et la 

sensibilité cutanée plus faible. C’est à cette catégorie qu’appartient le Foscan® (λexcitation = 652 nm). Il a 

obtenu une AMM en 2001 en France et est utilisé pour les cancers du pancréas, de la prostate ou de la tête 

et du cou. Certains de ces PS complexent des métaux comme la phtalocyanine d'aluminium aussi appelé 

Photosens® (λexcitation = 675 nm) et utilisé pour différents types de cancers en Russie depuis 2001.[164] 

Malgré les améliorations apportées par la deuxième génération, la plupart des PS ont une solubilité en 

milieu aqueux et une accumulation dans les tumeurs assez faibles. Actuellement, la recherche se concentre 

donc sur le développement d’une 3e génération de PS. Notamment, on a vu émerger au cours des dernières 

années l’utilisation de nanoparticules pour vectoriser les PS dans les tumeurs, cela sera détaillé un peu plus 

loin dans la partie 4.1.4. Parallèlement, des stratégies de ciblages actifs apparaissent. L’idée est de greffer 

des groupements (peptides, anticorps,…) reconnaissant les cellules tumorales ou le système vasculaire des 

tumeurs.[165] Cette stratégie permettrait d’améliorer l’effet de la PDT, cela sera présenté dans la partie 4.3. 
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Figure 4-5 : Exemples de PS de seconde génération : quelques structures de base (porphyrine, chlorine, bactériochlorine 

et phtalocyanine) et structure des composés Photosens® et Foscan®. Figure adaptée de Lucky et al.[164] 

 

 

4.1.3 Utilisation de la PDT pour le traitement des glioblastomes 

Les glioblastomes multiformes (GBM) représentent les tumeurs cérébrales primaires malignes les plus 

courantes et 29 % de toutes les tumeurs intracrâniennes.[163,174] Malgré l’utilisation de traitements lourds, 

l’espérance de vie des patients est de moins d’un an et demi.[175] Actuellement, les thérapies combinent la 

chirurgie, la radiothérapie et la chimiothérapie mais malheureusement une grande majorité des GBM, plus 

de 80 % des cas, récidivent localement entraînant la mort des patients.[176] Ce constat indique qu’il est 

nécessaire de développer des thérapies plus agressives localement permettant une meilleure destruction 

des tumeurs. Cependant, une ablation plus complète et donc curative de ces tumeurs est difficilement 

atteignable à cause de l’infiltration de cellules tumorales dans des parties saines du cerveau.[175] D’autre 

part, la chimiothérapie et la radiothérapie à haute dose entraînent des effets secondaires ayant un impact 

important sur la santé et la qualité de vie des patients.[163] Dans ce contexte, la PDT pourrait apporter des 

solutions comme thérapie complémentaire des précédentes afin d’éviter la récidive locale des GBM et 

d’augmenter la survie globale des patients avec un minimum d’effets indésirables.[174,176] En utilisant un 

faisceau lumineux positionné précisément, la PDT permettrait de tuer sélectivement les cellules 

cancéreuses tout en épargnant les régions sensibles et saines du cerveau.  

Plusieurs essais cliniques reflètent l'intérêt de la PDT pour le traitement des GBM.[163,174,176,177] Pour les 

études en phase II, on peut citer celle du groupe de Muragaki sur des patients atteints de tumeurs cérébrales 

primaires malignes et qui inclut 13 GBM.[178] On peut aussi mentionner celle du groupe de Whelan 

actuellement en cours pour le traitement de gliomes de haut grade récidivants. Au cours de cet essai, un PS, 

le Photofrin®, est injecté par voie intraveineuse un jour avant l’ablation chirurgicale des tumeurs. Le 
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lendemain de l’opération, la cavité tumorale est irradiée afin d’éliminer les cellules cancéreuses qui auraient 

pu être laissées.  

 

4.1.4 Intérêt des NPs pour la PDT 

Les photosensibilisateurs jouent un rôle crucial sur l'efficacité de la PDT, et même si de nombreux types de 

molécules existent, des problèmes demeurent et doivent être surmontés.[164] Tout d'abord, comme on l’a vu 

dans la partie 4.1.2, beaucoup de PS sont des dérivés aromatiques et hydrophobes et donc peu solubles 

dans l'eau.[61] Dans les milieux physiologiques, ils peuvent s'agréger  ce qui conduit à une diminution 

drastique de la formation d'oxygène singulet et à des difficultés d'injection. De plus, ils présentent souvent 

une faible sélectivité tumorale in vivo.[179,180] Une des solutions à ces problèmes, qui a émergé au cours des 

dernières décennies, est l'utilisation de nanoparticules pour la PDT. Elle présente plusieurs avantages.[181] 

Le premier est lié à la biodistribution des particules. En effet, les NPs permettent la délivrance des PS dans 

la tumeur en s'y accumulant grâce à l'effet EPR et en limitant leur extravasation dans les tissus sains. De 

plus, leur surface peut être modifiée pour cibler un récepteur spécifique sur-exprimé sur les cellules 

tumorales ou sur les néovaisseaux.[3,182] Leur composition peut être modulée pour protéger les PS, pour 

augmenter leur solubilité dans les milieux biologiques, pour optimiser leur temps de circulation dans 

l’organisme ou pour éviter leur dégradation par des enzymes.[61]  

Enfin, en ajoutant une modalité d'imagerie aux nanoparticules, elles peuvent être utilisées à la fois pour le 

diagnostic et la thérapie. Il est ainsi possible de détecter la tumeur et de planifier le traitement (par exemple 

la position de la fibre PDT pour une réponse optimale en iPDT).[183]  Kopelman et al. ont été les premiers à 

décrire la synthèse d'une nanoparticule non biodégradable pour le diagnostic et le traitement de cancer du 

cerveau.[184] Elle est composée de polyacrylamide, d'agents de contraste IRM (pour l'imagerie), de 

photosensibilisateurs (pour la PDT), de chaînes PEG (pour une meilleure solubilité et biodistribution) et 

d'un peptide RGD (pour le ciblage du système vasculaire des tumeurs). Des expériences in vivo ont été 

réalisées sur des rats porteurs de tumeurs 9L intracérébrales. In vivo, l'agent de contraste IRM a permis de 

suivre la destruction des cellules tumorales en temps réel. Ils ont pu montrer qu’un traitement PDT d’une 

durée de 5 minutes permettait de retarder la croissance tumorale et même de diminuer le volume de la 

tumeur dans la plupart des cas.  

 

4.1.5 Projets de thèse 

L’objectif des projets présentés dans ce chapitre a été de fonctionnaliser les nanoparticules AGuIX par des 

photosensibilisateurs de type porphyrine pour le traitement des GBM par iPDT (voir Figure 4-6). Le 

greffage des PS sur les particules permet d’améliorer leur solubilité dans l’eau et d’optimiser leur 

biodistribution et leur accumulation dans les tumeurs. De plus, les nanoparticules peuvent être utilisées 

comme agent de contraste IRM positif. Il sera donc possible de détecter la tumeur et de planifier et optimiser 

les traitements (éventuelle chirurgie et/ou détermination de la position précise de la fibre PDT) puis de 

suivre l'efficacité du traitement.  
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Dans un premier temps, une tétraphénylporphyrine non ciblante a été greffée à la surface des particules. 

Dans ce cas, seul le ciblage passif des tumeurs par les particules a été étudié. Dans un deuxième temps, nous 

nous sommes intéressés à la fonctionnalisation des particules AGuIX par la tétraphénylporphyrine et par 

un peptide (DKPPR). L’objectif de cette voie était d’étudier l’intérêt du ciblage actif des vaisseaux sanguins 

de la tumeur pour la PDT. Ces études ont été réalisées dans le cadre d’un projet EuroNanoMed II (projet 

« PhotoBrain » n° ANR-14-ENM2-0001-01). 

 

 

Figure 4-6 : Greffage de photosensibilisateurs de type porphyrine sur les particules AGuIX pour la iPDT guidée par IRM. 

Le greffage du PS améliore sa solubilité et sa biodistribution. La présence des complexes de Gd3+ permet la détection des 

tumeurs, l’optimisation du traitement PDT et son suivi. 
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4.2 PDT ET CIBLAGE PASSIF DES TUMEURS 
 

4.2.1 Synthèse des AGuIX@PS 

Afin de greffer la tétraphénylporphyrine (PS) sur les particules AGuIX, nous avons travaillé avec le PS sous 

forme d’ester NHS (voir la Figure 4-7). Comme cela a été décrit dans le chapitre 1, ces composés 

permettent la formation d’une liaison covalente amide après réaction avec les amines primaires présentes 

à la surface des particules.  

 

 

Figure 4-7 : Fonctionnalisation des particules AGuIX par la tétraphénylporphyrine (PS). 

 

La difficulté de la réaction provient des différences de solubilité du PS et des particules. Les particules sont 

en effet hydrophiles, elles ne se redispersent pas dans les solvants organiques, tandis que le PS est très 

hydrophobe et non soluble dans l’eau. Cela impose deux choses. D’une part, travailler dans un mélange de 

solvants pour avoir à la fois une bonne solubilité des particules et du PS. D’autre part, il faut veiller à ne pas 

fonctionnaliser les particules avec trop de PS ce qui risquerait de déstabiliser la suspension colloïdale et de 

diminuer la solubilité des particules dans l’eau.  

Dans un premier temps nous avons décidé de travailler dans des mélanges d’eau et de DMSO. Les 

nanoparticules ont été dispersées dans l’eau ultrapure à un pH de 7,5 pendant 1 h à température ambiante, 

puis du DMSO a été ajouté. Le PS a été dissout dans le DMSO anhydre et ajouté aux nanoparticules sous vive 

agitation et très progressivement afin de maximiser la solubilité du PS (plusieurs ajouts, goutte à goutte, sur 

une journée). Les mélanges ont éventuellement été chauffés à 40°C et la concentration en particules 

diminuée, toujours pour favoriser la solubilité du PS. Pour conserver une bonne stabilité colloïdale, la 

proportion maximale de DMSO avec laquelle on a pu travailler était de 40 % en volume. Les différentes 

conditions testées sont présentées dans le Tableau 4-1. Malheureusement, aucune n’a permis d’obtenir les 

particules AGuIX fonctionnalisées par le PS (AGuIX@PS) probablement en raison de problème de solubilité. 
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Tableau 4-1 : Conditions testées pour le greffage du PS-NHS sur les particules AGuIX. 

Solvant [Gd3+] (mM) Gd3+ / PS-NHS 

Eau (pH=7,5) / DMSO : 60/40 30 30 

Eau (pH=7,5) / DMSO : 60/40 20 75 

Eau (pH=7,5) / DMSO : 60/40 20 100 

  

Le passage dans un mélange d’eau, de DEG et de DMSO (13/53/34 en volume) nous a permis de greffer le 

PS-NHS sur les particules AGuIX. Après avoir dissout les particules dans un mélange eau/DEG, la solution 

est chauffée à 40°C et le PS-NHS (dans le DMSO, 0,1 équivalent par Gd3+) est ajouté progressivement. La 

solution est laissée 12 h sous agitation ([Gd3+] = 66 mM) avant d’être purifiée.   

Mode opératoire : Le protocole détaillé est présenté un peu plus loin dans la publication de la partie 4.2.4          

(p. 159). Le rendement en Gd3+ pour la synthèse a été déterminé au laboratoire par ICP-OES et est de 33 %, 

celui en PS-NHS a été déterminé par mesure d’absorbance et est de 24%. 

 

4.2.2 Caractérisations 

4.2.2.1 Caractérisations physicochimiques 

Le Tableau 4-2 présente quelques-unes des caractérisations des particules AGuIX@PS.  

L’augmentation des relaxivités longitudinale et transversale traduit une augmentation de la taille des 

particules après fonctionnalisation par la porphyrine. Ces valeurs confirment aussi la possibilité d’utiliser 

les particules comme agent de contraste positif en IRM (r1 = 17,6 s-1.mM-1 et r2/r1 = 1,6 à 1,4 T, 37°C). La 

détection des tumeurs, l’optimisation du placement de la fibre et le suivi du traitement iPDT pourraient 

donc bien être réalisés en IRM.  

Le diamètre hydrodynamique des particules a été obtenu par DLS. Sa valeur n’est pas très précise à cause 

de l’absorbance du PS à la longueur d’onde du laser utilisé pour cette technique. Elle nous permet cependant 

d’avoir un ordre de grandeur de la taille des particules et de vérifier qu’il n’y a pas d’agrégation à cause de 

la fonctionnalisation. Cette voie de greffage nous a bien permis de fonctionnaliser les particules AGuIX par 

le PS en conservant une bonne stabilité colloïdale en solution aqueuse.  

Le greffage du PS, neutre, par formation d’une liaison covalente amide fait « disparaître » des fonctions 

ammonium (-NH3+) en surface des particules. Le changement de charges se traduit par une diminution du 

potentiel zéta des particules après fonctionnalisation. Cependant, comme avec la DLS, l’absorbance du PS 

entraîne une incertitude sur la mesure ; les valeurs obtenues sont à considérer avec précaution.  
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Tableau 4-2 : Caractérisations des particules AGuIX et AGuIX@PS.  

Caractérisations AGuIX AGuIX@PS 

 

Relaxométrie 

(1,4 T, 37°C) 

r1 = 12,2 s-1mM-1; r2/r1 = 1,3 r1 = 17,6 s-1mM-1; r2/r1 = 1,6 

 

DLS 

 

DH = 3,6 ± 0,8 nm 

 

DH = 11,2 ± 3,9 nm 

 

Potentiel zéta, pH = 7,4 

 

19,1 ± 3,7 mV 

 

6,6 ± 2,9 mV 

 

HPLC 

Absorbance à 295 nm 

(fluorescence : λexc = 420 nm 

et λém = 653 nm) 

tR=13,0 min (pas de signal en 

fluorescence) 

tR=14,5 min (fluorescence) et 

épaulement à 13,6 min (pas de 

fluorescence) 

 

Les particules ont aussi pu être caractérisées par HPLC, comme présenté sur la Figure 4-8. La méthode 

d’élution est identique à celle décrite dans les chapitres précédents (voir aussi l’Annexe A.1), elle est 

composée d’un gradient d’eau et d’acétonitrile et d’une séparation des produits sur une colonne C4. La 

détection s’effectue simultanément en absorbance à 295 nm et en fluorescence (λexcitation = 420 nm et 

λémission = 653 nm). En absorbance à 295 nm, les particules AGuIX sont détectées à 13,0 min, aucune 

fluorescence n'est observée. Le PS a lui un temps de rétention de 21,2 min et est détecté à la fois en 

absorbance et en fluorescence. Le chromatogramme AGuIX@PS présente, en absorbance à 295 nm, un pic 

avec un temps de rétention de 14,5 min et un épaulement à 13,6 min. Un signal est détecté en fluorescence 

avec le pic à 14,5 min mais pas avec l'épaulement à 13,6 min. Cela nous indique qu’il reste dans le lot 

synthétisé quelques particules AGuIX non fonctionnalisées (pic à 13,6 min). Le pic à 14,5 min correspond, 

lui, aux particules fonctionnalisées (AGuIX@PS). Puisqu’il n’y a plus de pic à 21,2 min, tout le PS non greffé 

a bien été éliminé, la purification est satisfaisante. Le chromatogramme HPLC nous permet donc de 

confirmer le greffage du PS sur les particules AGuIX et la purification. On remarque cependant la présence 

de petits pics ou d’une traînée entre 16 et 21 min. Cela pourrait correspondre à des fragments de 

dégradation liés au PS. En effet, dans l’eau quelques liaisons -Si-O-Si- du cœur de polysiloxane des particules 

peuvent être hydrolysées. On aurait alors en solution quelques fragments APTES*-PS, ou TEOS*-APTES*-

PS,… Grâce à la présence des silanes, ces fragments sont un peu plus hydrophiles que le PS seul et ont donc 

des temps de rétention un peu plus faibles. Ces fragments ne sont présents qu’en faible proportion et ne 

sont pas gênants pour les expériences in vivo, ce lot de particules a donc été utilisé pour la suite des 

expériences.  
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Figure 4-8 : Extrait du chromatogramme des particules AGuIX@PS. L’absorbance est mesurée à 295 nm, on détecte à la 

fois les particules et le PS. La fluorescence est mesurée pour λexcitation = 420 nm et λémission = 653 nm, on détecte uniquement 

la porphyrine.  

 

 

4.2.2.2 Quantification du nombre de PS par particule 

Le nombre de porphyrines par particule a été déterminé par spectroscopie UV-visible. Dans un premier 

temps, nous avons vérifié que le spectre d’absorbance du PS n’était pas modifié par son greffage sur les 

particules. Comme présenté sur la Figure 4-9, celui-ci est composé de cinq bandes d’absorption 

correspondant à des transitions π – π*.  

 

 

Figure 4-9 : Quantification du nombre de PS par particule par spectroscopie UV-visible. (a) Spectre d’absorbance du PS à 

10 μM dans l’eau. (b) Courbes d’étalonnage dans l’eau pour les bandes Q du PS. 

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
0

10000

20000

30000

40000

50000

In
te

ns
ité

 (u
.a

.)

Temps de rétention (min)

 Absorbance (295 nm)
 Fluorescence (Exc : 420 nm et ém : 653 nm)

PSAGuIX



4.2 PDT et ciblage passif des tumeurs 

155 
 

La bande à 420 nm, la plus intense, est appelée bande de Soret, suivent ensuite les quatre bandes Q : QI à 

650 nm, QII à 590 nm, QIII à 555 nm et QIV à 520 nm. L’allure du spectre UV-visible est identique avant et 

après greffage (position des bandes et intensité relative). Nous avons alors construit des courbes 

d’étalonnage en PS seul (pour la bande de Soret et les bandes Q) et pu déterminer qu’on avait ajouté 1 PS 

pour 14 Gd3+ (soit 1 PS pour 1-2 particules). 

 

Afin d’obtenir la structure des particules, les pourcentages massiques en gadolinium (Gd), silicium (Si), 

carbone (C) et azote (N) ont été déterminés par l’entreprise Filab (Dijon, France). Les résultats sont 

cohérents avec la formule suivante pour les particules AGuIX@PS :  

(Gd1APTES*3,7TEOS*3,7DOTAGA*1,02PS*0,07DEG0,2)n, voir le Tableau 4-3. Cela confirme que l’on a environ 1 

PS pour 14 Gd3+ soit 1 PS pour 1 à 2 particules. D’autre part, on constate qu’il reste un peu de DEG dans les 

lots de particules. Lors de la synthèse, celui-ci peut en effet s’adsorber à la surface des particules et est 

ensuite très difficile à éliminer complètement.  

 

Tableau 4-3 : Comparaison des pourcentages massiques obtenus expérimentalement par Filab ou calculés à partir de la 

structure proposée pour les particules AGuIX@PS. 

 Gd Si C N 

%massique exp 10,63 14,30 28,13 7,25 

%massique calc 10,63 14,05 27,95 7,63 

Différence absolue 0 0,25 0,18 0,38 

 

 

4.2.3 Propriétés photophysiques  

Les propriétés photophysiques ont été étudiées au Laboratoire Réactions et Génie des procédés (LRGP) à 

l’Université de Lorraine par Magali Toussaint, étudiante en thèse sous la supervision de Muriel Barberi-

Heyob (Université de Lorraine, Nancy).  

Lorsqu’on excite la porphyrine à 420 nm, deux bandes sont détectées en fluorescence, l’une à 653 nm et 

l’autre à 720 nm environ (Figure 4-10-a). Après greffage sur la particule, l’intensité relative de ces deux 

bandes est modifiée. Cependant le rendement en oxygène singulet (ΦΔ), espèce cruciale vis-à-vis de la PDT, 

laisse présager une bonne efficacité du traitement (Figure 4-10-b). En raison de la faible solubilité du PS 

dans l'eau, ces rendements n’ont pas pu être déterminés dans l'eau avant greffage. Ce n'est plus le cas 

lorsque le PS est greffé sur les AGuIX mettant en évidence le fait que les AGuIX permettent de le solubiliser 

dans l'eau. De plus, les rendements des AGuIX@PS dans l’eau sont semblables à ceux du PS dans le toluène 

ce qui laisse présager que les particules pourront être photoactivées in vitro et in vivo pour induire la mort 

des cellules tumorales environnantes.  
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Figure 4-10 : (a) Spectres d’émission de fluorescence du photosensibilisateur avant et après greffage sur les particules 

AGuIX (λexcitation = 419 nm). (b) Propriétés photophysiques du PS avant et après greffages sur les particules : rendement de 

fluorescence (ΦF) et rendement de formation d’oxygène singulet (ΦΔ). 

 

Ces résultats sont compatibles avec des études antérieures sur ce type de nanoparticules portants des 

photosensibilisateurs de type chlorine ou porphyrine.[167,179,185] De manière générale, la manière dont le 

photosensibilisateur est ajouté, que ce soit à l’intérieur ou à la surface de la nanoparticule, est très 

importante car elle peut avoir un impact sur ses propriétés photophysiques et donc sur son effet 

photocytotoxique. Chu et al. ont ainsi conçu des nanoparticules à base de silice et encapsulant du bleu de 

méthylène comme photosensibilisateur. Ils ont montré que la formation d'oxygène singulet avec la particule 

était plus faible que pour le bleu de méthylène seul, probablement à cause de la formation de dimères à 

l'intérieur de la particule.[186] Une étude comparative a également été réalisée par l’équipe de Tang pour 

évaluer l'encapsulation du bleu de méthylène dans deux types de nanoparticules à base de silice d’environ 

175 nm.[187] Une des particules a été préparée à partir de tétraéthoxysilane (TEOS) et l’autre de deux 

précurseurs, le méthyltriméthoxysilane et le phényltriméthoxysilane. Si le nombre de photosensibilisateurs 

encapsulés est plus élevé avec la première particule, la cinétique de formation d'oxygène singulet est plus 

faible. Dans notre cas, le PS est ajouté à la surface des particules ce qui présente l’avantage de ne pas avoir 

besoin que l’oxygène diffuse à l’intérieur puis hors de la particule pour induire l’effet PDT. De plus, le 

greffage sur des particules hydrophiles empêche l’agrégation du PS. Ces deux éléments devraient permettre 

d’obtenir une bonne efficacité en PDT pour les particules fonctionnalisées. Des expériences in vitro et in vivo 

ont été réalisées pour le vérifier.  

 

4.2.4 Résultats in vitro et in vivo, publication 

Les expériences in vitro et in vivo ont été réalisées à l’Université de Lorraine par Magali Toussaint. Elles ont 

fait l’objet d’une publication dans le journal Theranostics en 2017.  
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4.2.4.1 Résumé des principaux résultats 

Dans cet article, l’intérêt de l’iPDT guidée par IRM a été évalué pour le traitement des glioblastomes. Les 

expériences ont été réalisées sur des rats nudes portant des xénogreffes de glioblastome intracrânien 

U87MG. L’irradiation PDT a été réalisée après injection intraveineuse des particules AGuIX@PS par 

l’intermédiaire d’une fibre optique (Figure 4-11-a).   

 

 

Figure 4-11 : (a) Injection intraveineuse de nanoparticules AGuIX@PS sur des rats nudes portant des xénogreffes de 

glioblastome intracrânien U87MG, traitement iPDT et suivi du traitement par imagerie. (b) Images IRM pondérées 

proton (TR/TE : 5000/33ms, NEX: 2, FOV: 4x4 cm, matrix: 256x256, SI: 1 mm) montrant l’insertion de la fibre en coupe 

coronale. La flèche rouge montre l’accumulation des particules dans la tumeur après administration (zone plus blanche). 

(c) Courbes de survie pour les animaux contrôles (en noir), les animaux ne répondant pas au traitement PDT (en bleu) et 

les animaux répondant bien au traitement PDT (en rouge). Représentation du pourcentage de tumeurs qui n’ont pas 

atteint 5 fois leur volume initial en fonction du temps. 
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Les études de biodistribution ont montré que les particules sont éliminées principalement par voie rénale 

comme le laissait présager leur petite taille. De plus, les images IRM pondérées T1 ont mis en évidence une 

accumulation des particules dans les tumeurs quelques minutes après administration. L’augmentation du 

contraste entre les tissus sains et tumoraux nous a permis par la suite d’optimiser l'implantation des fibres 

optiques pour le traitement iPDT (Figure 4-11-b). 

Cette étude a aussi permis de mieux caractériser les effets directs (destruction des cellules tumorales) et 

indirects (effondrement de la vascularisation tumorale et activation de la réponse immunitaire et 

inflammatoire) de l'iPDT. Cela nous a permis d'obtenir des marqueurs prédictifs précoces de l'efficacité du 

traitement. En effet, nous avons utilisé avec succès l'IRM conventionnelle, l’imagerie T2*, l'imagerie 

pondérée par diffusion (DWI, Diffusion Weighted Imaging) et la spectroscopie de résonance magnétique 

(MRS, Magnetic Resonance Spectroscopy) pour établir des profils concernant les altérations 

cytoarchitecturales tissulaires, les perturbations vasculaires locales et les informations métaboliques sur la 

biologie des tumeurs cérébrales. Dès le lendemain du traitement iPDT, la DWI et la MRS nous ont permis 

d'identifier des marqueurs prometteurs tels que la valeur du coefficient de diffusion apparent (ADC, 

Apparent Diffusion Coefficient), la quantité de lipides, de choline et de myo-inositol. Ces résultats nous 

donnent des signes précurseurs bien avant que la croissance de la tumeur ne reprenne. Ils nous permettent 

de distinguer rapidement les animaux répondants au traitement iPDT de ceux n’y répondants pas (Figure 

4-11-c).  

Les techniques présentées dans cet article constituent donc de nouveaux outils pour guider et surveiller le 

traitement des glioblastomes. Leur application conduirait à des soins sophistiqués et personnalisés plus 

efficaces. 
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4.2.4.2 Publication 
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4.2.5 Conclusion 

Dans cette partie, nous avons fonctionnalisé les particules AGuIX par la trétraphénylporphyrine (PS) pour 

le traitement des glioblastomes guidé par IRM. Dans cette étude, les nanoparticules s’accumulent dans les 

tumeurs grâce à l’effet EPR, c’est-à-dire par ciblage passif uniquement. De nombreuses études ont montré 

que le ciblage actif de la vascularisation tumorale serait efficace pour améliorer l'efficacité de la PDT.[167] 

Pour atteindre ce but, nous avons commencé une nouvelle étude en fonctionnalisant les particules AGuIX à 

la fois par le PS et par un peptide ciblant les vaisseaux des tumeurs.  

 

4.3 PDT ET CIBLAGE ACTIF DES TUMEURS 
 

4.3.1 PDT ciblée de la vasculature des tumeurs (VTP) 

 

4.3.1.1 Intérêt de la VTP 

Le ciblage de la vascularisation tumorale est appelé VTP (Vascular-Targeted PDT). La destruction de la 

vascularisation tumorale entraînerait une diminution de l'oxygène et des nutriments et faciliterait 

l'éradication de la tumeur.[179,188] Les récepteurs sur-exprimés ou situés spécifiquement sur les cellules 

endothéliales angiogéniques des tumeurs (cellules de la couche interne des nouveaux vaisseaux sanguins) 

sont donc des cibles moléculaires prometteuses pour la PDT. Plusieurs stratégies existent comme 

l'utilisation d'anticorps ou de petits peptides synthétiques. Ces derniers ont l’avantage d'être plus faciles à 

préparer et à manipuler.[61,189] Ichikawa et al. ont ainsi synthétisé des liposomes pour le ciblage de ces 

cellules endothéliales angiogéniques. Ils portent un pentapeptide (APRPG) et un photosensibilisateur (un 

dérivé de la benzoporphyrine).[190] Ils ont montré que les liposomes fonctionnalisés à la fois par le PS et le 

peptide permettaient une meilleure diminution de la croissance tumorale par rapport aux liposomes 

uniquement fonctionnalisés par le PS.  

Au cours de cette thèse, nous nous sommes intéressés au ciblage de la neuropiline-1 (NRP-1) qui est un 

récepteur pour le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor, facteur de croissance de l’endothélium 

vasculaire). Le VEGF est l’un des facteurs de croissance endothéliale vasculaire le plus important et 

spécifique de l’angiogenèse, il gouverne la croissance tumorale (prolifération, migration...).[61] La 

neuropiline-1 est sur-exprimée dans le cas de plusieurs cancers dont le gliobastome.[191] L'utilisation d’un 

PS de type chlorine conjugué à un heptapeptide (ATWLPPR) et leur combinaison sur une nanoparticule a 

déjà été décrite pour le ciblage de NRP-1 et la VTP. Cette stratégie a fourni des résultats prometteurs in vitro 

et in vivo.[167,179,192–195] Récemment, les équipes de Régis Vanderesse, Céline Frochot et Muriel Barberi-Heyob 

(Université de Lorraine, Nancy) ont mis en évidence de nouveaux peptides ayant une meilleure affinité pour 

le récepteur NRP-1. Le pentapeptide DKPPR représenté sur la Figure 4-12 est l'un d'entre eux.[196] 
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Figure 4-12 : Peptide DKPPR. D : aspartate (noir), K : lysine (rouge), P : proline (vert) et R : arginine (bleu). 

 

4.3.1.2 Objectifs  

Le but du projet est d’ajouter sur les particules AGuIX@PS développées précédemment le peptide DKPPR 

pour cibler le système vasculaire des tumeurs et ainsi améliorer l’efficacité de la PDT.  En plus d'une 

meilleure efficacité, on peut aussi s'attendre à une rétention intratumorale plus longue et à la détection par 

IRM du volume tumoral réel, c’est-à-dire prenant en compte la partie proliférative de la tumeur. 

Au lieu de greffer séparément le PS et le peptide ciblant sur la particule, il a été décidé de coupler ces deux 

éléments ensemble dans une première étape puis de greffer le conjugué obtenu à la surface des AGuIX (voir 

la Figure 4-13). L'intérêt est d'améliorer la reproductibilité de la synthèse en ne réalisant qu'une seule 

étape de conjugaison sur les particules, de conserver une bonne homogénéité pour les particules 

fonctionnalisées et enfin de quantifier facilement le nombre de peptides ciblants par particule grâce à la 

forte absorbance du PS. Dans un premier temps, une lysine (K) possédant une amine primaire sur sa chaine 

latérale a été ajoutée à l’extrémité du peptide DKPPR. Grâce à cette amine, le PS a pu être couplé au peptide 

formant le composé K(PS)DKPPR, appelé PS@peptide dans la suite du manuscrit. Le conjugué PS@peptide 

a ensuite été greffé sur les particules AGuIX pour former les particules AGuIX@PS@peptide. Toutes les 

expériences ont aussi été réalisées avec un peptide contrôle qui possède les mêmes acides aminés mais dans 

un autre ordre : K(PS)PRKPD. Le composé est noté dans la suite du manuscrit PS@scramble et la particule 

correspondante AGuIX@PS@scramble. L’intérêt est ici de ne plus avoir de reconnaissance spécifique pour 

le récepteur NRP-1 mais d’avoir une particule avec une surface très similaire à celle de la particule 

AGuIX@PS@peptide.  

La synthèse des peptides et leur conjugaison avec la porphyrine ont été réalisées à l’Université de Lorraine 

(Nancy, France) par Ludovic Colombeau de l’équipe de Céline Frochot et de Régis Vanderesse, des détails 

sur ces étapes peuvent être trouvés dans la publication présentée au paragraphe 4.3.5.2. La 

fonctionnalisation des particules AGuIX a été réalisée au laboratoire.  

 



4.3 PDT et ciblage actif des tumeurs

177 
 

 

Figure 4-13 : Synthèse des particules AGuIX@PS@peptide pour la PDT ciblée du système vasculaire des tumeurs (VTP). 

 

4.3.2 Stratégies de synthèse envisagées 

Différentes stratégies ont été envisagées pour greffer le composé PS@peptide sur les particules AGuIX tout 

en conservant l’affinité du peptide DKPPR pour le récepteur NRP-1. Elles sont représentées sur la Figure 

4-14. Dans tous les cas, l’ajout du dérivé de PS a été fait dans un mélange eau/DMSO afin de solubiliser à la 

fois les particules et le PS. Pour les voies (b) et (c), le greffage se fait sur les particules par l’intermédiaire 

des amines primaires en surface. La voie (a) utilise les particules AGuIXacide développées dans le chapitre 1, 

elles présentent environ 10 % de DOTAGA libres et ont donc des fonctions acides carboxyliques disponibles 

en surface.  

Les voies (a) et (b) ont été réalisées sur résine, juste après la synthèse des composés PS@peptide. Plusieurs 

conditions ont été utilisées en variant les agents de couplages, les temps de réactions ou les équivalents 

mais il n’a jamais été possible d’obtenir les particules AGuIX@PS@peptide, probablement en raison d’un 

problème de solubilité des différents composants. La voie (c) a alors été mise au point. Elle consiste à 

modifier certaines amines en surface des particules AGuIX par des fonctions thiol. Le composé maléimido-

PS@peptide peut ensuite être ajouté à la surface des particules. Cette voie de fonctionnalisation a été la plus 

prometteuse pour l’obtention des particules AGuIX@PS@peptide et AGuIX@PS@scramble et elle est 

détaillée dans la suite du manuscrit.  
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Figure 4-14 : Stratégies de synthèse des AGuIX@PS@peptide à partir de particules AGuIX, fonctionnalisation par les 

amines primaires pour les voies (b) et (c), ou de particules AGuIXacide, fonctionnalisation par les COOH des DOTAGA libres 

pour la voie (a). 

 

4.3.3 Synthèse et caractérisations des AGuIX@SH 

 

4.3.3.1 Synthèse des AGuIX@SH 

La stratégie mise en place pour introduire des groupements thiol sur les particules AGuIX est basée sur 

l’utilisation d’un imidoester cyclique, le réactif de Traut. Ce réactif est incubé avec des particules AGuIX et 

réagit avec les amines primaires présentes à la surface par une réaction d'ouverture de cycle conduisant à 

un groupement SH libre (Figure 4-15).[105] Les particules AGuIX@SH obtenues sont ensuite purifiées par 

filtration tangentielle ou dialyse. Grâce à l'absorbance du réactif de Traut à 248 nm, la purification peut être 

suivie par spectroscopie UV-visible.  

Mode opératoire : Le protocole détaillé est présenté plus loin dans la publication de la partie 4.3.5.   
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Figure 4-15 : Synthèse des particules AGuIX@SH par réaction du réactif de Traut sur les amines primaires disponibles à 

la surface des particules. 

 

Le Tableau 4-4 montre que la taille, les propriétés magnétiques et le chromatogramme HPLC des 

AGuIX@SH sont semblables à ceux des AGuIX. La légère augmentation de ces paramètres peut être 

expliquée par une augmentation de taille et une modification de la surface des particules à la suite de leur 

fonctionnalisation ainsi que par l’élimination des plus petites particules lors des étapes de purification.  

D’autre part, on peut mentionner que les thiols SH peuvent être oxydés en solution ce qui conduirait à la 

formation de ponts disulfure (-S-S-). Cela entraînerait une augmentation de la taille (visible en DLS et HPLC) 

et de la relaxivité. Le TCEP (tris (2-carboxyéthyl) phosphine) est un agent réducteur et peut briser ces ponts 

disulfures (réaction durant quelques minutes à pH = 4-5). Les caractérisations des AGuIX@SH ont été 

réalisées avec et sans TCEP et ont donné les mêmes résultats. Il n’y a donc pas de pont disulfure entre les 

particules AGuIX@SH, tous les thiols sont disponibles pour la conjugaison avec le composé maléimido-

PS@peptide. 

 

Tableau 4-4 : Caractérisation des AGuIX@SH. 

Caractérisations AGuIX AGuIX@SH 

DLS DH = 3,6 ± 0,8 nm DH = 4,7 ± 1,2 nm 

 

Relaxométrie 

(1,4 T, 37°C) 

 

r1 = 12,2 s-1mM-1; r2/r1 = 1,3 

 

r1 = 14,5 s-1mM-1; r2/r1 = 1,6 

 

HPLC 

(A = 295 nm) 

 

Pureté de 96 % 

tR=12,6 min 

l½= 0,9 min 

 

Pureté de 99 % 

tR=13,2 min 

l½= 1,0 min 
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4.3.3.2 Quantification du nombre de thiols par particule 

Afin de quantifier le nombre de thiols par particule, le réactif d'Ellman peut être utilisé.[197] Dans des 

conditions légèrement basiques, cette molécule peut réagir avec des groupements SH et libérer l'acide           

5-thio-2-nitrobenzoïque qui présente une forte absorbance à 412 nm (Figure 4-16). La quantification est 

basée sur l'addition d'une quantité croissante de réactif d'Ellman à des particules d'AGuIX@SH. On peut 

d'abord observer une augmentation de l'absorbance à 412 nm en raison de la réaction du thiol avec le réactif 

d'Ellman. Lorsque toutes les fonctions thiols ont réagi, un plateau est atteint. Les résultats pour ce type de 

synthèse donnent environ un thiol pour 7-10 Gd3+ (ce qui correspond à environ un SH par particule). 

Mode opératoire : Le protocole détaillé est présenté dans la publication de la partie 4.3.5 (p. 185). 

 

Figure 4-16 : Quantification du nombre de thiols par particule AGuIX@SH. Réaction des particules, n(Gd3+) =  0,3 μmol, 

avec le réactif d’Ellman dans le PBS (0,1 M, pH = 8), 15 min, TA. La rupture de pente a lieu pour environ 30 nmol de 

réactif Ellman.  

 

4.3.4 Synthèse des AGuIX@PS@peptide 

 

4.3.4.1 Synthèse 

Dans une deuxième étape, les particules AGuIX@SH réagissent spécifiquement avec le composé maléimido-

PS@peptide pour former à un pH de 7,5 une liaison thioéther stable (Figure 4-17).[105] 

Pour permettre la solubilité à la fois des particules et des dérivés de porphyrine, on ajoute progressivement 

le maléimido-PS@peptide aux particules dans un mélange de PBS et de DMSO à 40°C. La suspension 
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colloïdale est purifiée par filtration tangentielle ou centrifugation et dialyse pour éliminer le 

photosensibilisateur non greffé et le DMSO. 

Mode opératoire : Le protocole détaillé est présenté plus loin dans la publication de la partie 4.3.5 (p.185).  

 

 

Figure 4-17 : Synthèse des AGuIX@PS@peptide par greffage du maléimido-PS@peptide sur les AGuIX@SH. 

 

4.3.4.2 Caractérisations 

Les particules AGuIX@PS@peptide ont des propriétés similaires à celles des particules AGuIX@PS de la 

partie précédente. Comme présenté dans le Tableau 4-5, elles possèdent un diamètre hydrodynamique 

d'environ 10 nm qui devrait permettre une élimination rénale. Là encore, la valeur présentée ici a été 

obtenue par DLS et n’est pas très précise à cause de l’absorbance du PS. Elle nous permet cependant d’avoir 

un ordre de grandeur de la taille des particules et de vérifier qu’il n’y a pas d’agrégation à cause de la 

fonctionnalisation. Cette stratégie de synthèse nous permet donc d’obtenir une solubilité dans l’eau 

satisfaisante et une bonne stabilité colloïdale. D’autre part, les propriétés magnétiques sont cohérentes avec 

leur utilisation comme agent de contraste positif en l'IRM (r1 = 16,1 s-1mM-1 et r2/r1 = 1,6 à 37°C et 1,4 T). 

La détection des tumeurs, l’optimisation du placement de la fibre et le suivi du traitement iPDT pourraient 

donc bien être réalisés par IRM.  

 

Tableau 4-5 : Caractérisations des AGuIX@SH et AGuIX@PS@peptide. 

Caractérisations AGuIX@SH AGuIX@PS@peptide 

DLS DH = 4,7 ± 1,2 nm DH = 9,0 ± 2,3 nm 

 

Relaxométrie 

(1,4 T, 37°C) 

 

r1 = 14,5 s-1mM-1; r2/r1 = 1,6 

 

r1 = 16,1 s-1mM-1; r2/r1 = 1,6 

 



Chapitre 4 : Développement de NPs AGuIX pour la PDT guidée par IRM

182 
 

Comme pour la partie précédente, aucune modification du spectre d'absorbance du composé maléimido-

PS@peptide n'a été détectée après greffage sur la particule ; l’intensité relative de chaque bande et leur 

longueur d’onde sont identiques (voir Figure 4-18). Après la construction de courbes d’étalonnage (pour 

la bande de Soret et les bandes Q), nous avons pu déterminer qu’il y avait environ 1 PS@peptide pour 

15 Gd3+, soit 1 PS@peptide pour 1-2 particules. En revanche, comme pour les AGuIX@PS, on constate que 

le spectre d’émission de fluorescence est légèrement modifié.  

 

 

Figure 4-18 : (a) Spectre d’absorbance UV-visible dans l’eau du maléimido-PS@peptide et des particules 

AGuIX@PS@peptide. Aucune modification de l’allure (intensité relative et position des pics) n’est détectée après greffage. 

(b) Spectre de fluorescence du composé maléimido-PS@peptide et des particules AGuIX@PS@peptide dans l’eau. 

Longueur d’onde d’excitation : 420 nm, fentes en excitation et en émission : 5 nm, intervalle : 1 nm, moyenne sur : 0,1 s. 

 

Les propriétés photochimiques des particules ont été obtenues par Ludovic Colombeau à l’université de 

Lorraine (Nancy, France). En raison de la faible solubilité du maléimido-PS@peptide dans l'eau, son 

rendement quantique de fluorescence (ΦF) et d'oxygène singulet (ΦΔ) n’ont pas pu être déterminés dans 

l'eau. Comme le montre le Tableau 4-6, ce n'est plus le cas lorsque le maléimido-PS@peptide est greffé sur 

les AGuIX (ΦF = 10 % et ΦΔ = 28 %) mettant en évidence le fait que les AGuIX permettent de solubiliser le 

PS dans l'eau. De plus, ces rendements sont semblables à ceux du maléimido-PS@peptide dans le DMSO 

(ΦF = 13 % et ΦΔ = 20 %). Le PS pourrait donc être photoactivé pour induire la mort des cellules tumorales 

in vitro et in vivo.  

 

Tableau 4-6 : Propriétés photophysiques du PS, du maléimide-PS@peptide et des particules AGuIX@PS@peptide. 

Composé Solvant λexc (nm) ΦF (%) ΦΔ (%) 

maléimido-PS@peptide DMSO / eau 419 / 416 13 / 0 20 / 0 

AGuIX@PS@peptide eau 416 10 28 
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La même stratégie de synthèse a été utilisée pour le couplage du composé PS@scramble (K(PS)RPKPD), 

tous les résultats sont similaires. 

L’affinité des particules pour le récepteur NRP-1 et leur efficacité en VTP ont été testées in vitro et in vivo à 

l’Université de Lorraine (Nancy, France) par Noémie Thomas et Cédric Boura de l’équipe de Muriel Barberi-

Heyob. Les résultats ont fait l’objet d’une publication acceptée dans International Journal of Nanomedicine. 

 

4.3.5 Publication 

 

4.3.5.1 Résumé des principaux résultats 

La publication présente la synthèse et les caractérisations des particules AGuIX@PS@peptide présentées 

dans les paragraphes précédents ainsi que les résultats in vitro et in vivo concernant l’affinité des particules 

pour le récepteur NRP-1 et leur efficacité en PDT.  

Les expériences in vitro ont été réalisées sur des cellules endothéliales humaines de la veine de cordon 

ombilicale (HUVEC, Human Umbilical Vein Endothelial Cells) qui sur-expriment le récepteur NRP-1. In vitro, 

en l'absence d'irradiation lumineuse, les nanoparticules fonctionnalisées ne présentent aucune cytotoxicité 

pour des concentrations en PS inférieure à 10 μM. 

L’effet photocytotoxique des particules a été confirmé in vitro (Figure 4-19-a). Comme cela pouvait être 

attendu, l'augmentation de la dose (de 5 à 10 J.cm-2) entraîne une diminution de la viabilité cellulaire. De 

meilleurs résultats ont été obtenus avec les AGuIX@PS@peptide par rapport aux autres particules, 

probablement grâce à une internalisation plus grande dans les cellules. Cela montre l'intérêt du peptide 

DKPPR pour le traitement PDT.  

L'affinité moléculaire pour le récepteur NRP-1 a ensuite été étudiée par des tests de compétitions pour les 

différents peptides conjugués ou non au PS et aux particules (Figure 4-19-b). Les valeurs EC50 ont pu être 

déterminées et correspondent aux concentrations nécessaires en peptide pour détruire 50 % des liaisons 

entre le récepteur NRP-1 et un compétiteur (le facteur de croissance VEGF). Après greffage sur les 

particules, le peptide DKPPR est encore capable de se lier à la protéine NRP-1 et de déplacer le facteur VEGF. 

En effet, les particules AGuIX@PS@peptide présentent une affinité moléculaire élevée avec une valeur de 

EC50 de 19 μM. Cette valeur est de 81 μM (4 fois plus élevée) pour le maléimido-PS@peptide et de 176 μM 

(près de 10 fois plus élevée) pour les particules AGuIX@PS@scramble ce qui traduit une affinité plus faible. 

L'affinité a également été évaluée in vivo après injection intraveineuse de particules à des souris portant des 

xénogreffes de tumeurs U87 (Figure 4-19-c). Les AGuIX@PS et AGuIX@PS@scramble sont libres dans les 

vaisseaux sanguins tumoraux 1 h après injection intraveineuse. Au contraire, les particules 

AGuIX@PS@peptide sont fixées aux parois des vaisseaux 1 h après injection et sont encore détectées dans 

la tumeur 24 heures après administration. Ces résultats sont prometteurs quant à l’utilisation des 

nanoparticules AGuIX@PS@peptide pour la VTP guidée par IRM. 
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Figure 4-19 : (a) Effet photocytotoxique des NPs sur des cellules HUVEC. Les cellules sont exposées 4 h aux NPs 
([PS] = 1 μM) avant lavage des milieux et irradiation. n = 6; * p <0,05, ** p<0,01 vs AGuIX@PS@scramble. Un meilleur 

effet photocytotoxique est obtenu avec les particules AGuIX@PS@peptide. (b) Affinité in vitro des NPs pour le récepteur 
NRP-1. Des concentrations croissantes de PS sont ajoutées à une solution contenant le récepteur NRP-1, du VEGF biotinylé 

(5 ng/mL; 110 pM) et de l'héparine (2 μg/mL) ; moyenne sur 3 expériences. Les AGuIX@PS@peptide présentent une 
affinité moléculaire plus élevée que les autres composés. (c) Sélectivité in vivo évaluée avec des chambres dorsales sur des 

souris. Les images sont obtenues avant et après injection de NPs ([PS] = 6 μmol/kg). Les vaisseaux sanguins sont 
représentés en noir et le PS en rouge. Contrairement aux autres NPs, les particules AGuIX@PS@scramble sont fixées aux 

parois des vaisseaux de la tumeur. 
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4.3.5.2 Publication 
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4.4 CONCLUSION 
L’objectif de ce chapitre était de développer des nanoplateformes pour la PDT interstitielle guidée par IRM 

des glioblastomes. Dans ce cadre, nous avons fonctionnalisé les particules AGuIX par des 

photosensibilisateurs de type porphyrine. 

Dans un premier temps, une tétraphénylporphyrine non ciblante a été ajoutée sur les particules. Cela nous 

a permis d’améliorer la solubilité et la biodistribution du photosensibilisateur tout en conservant des 

propriétés photophysiques adaptées pour la PDT. Les nanoparticules obtenues s’accumulent dans les 

tumeurs après injection intraveineuse. L’IRM permet ensuite de détecter les tumeurs et de choisir le 

positionnement de la fibre optique afin de maximiser l’effet photocytotoxique des particules. Des études sur 

des rats portant des tumeurs cérébrales ont permis de mettre en évidence des marqueurs prédictifs 

précoces (coefficient de diffusion apparent, niveau de myo-inositol, choline et lipides) permettant de suivre 

l’efficacité du traitement et de discriminer rapidement les groupes répondants au traitement ou non. Ces 

informations permettent alors d’adapter au plus vite la suite de la thérapie.  

Dans un deuxième temps, un peptide ciblant les cellules endothéliales des néovaisseaux des tumeurs a été 

ajouté à ces nanoplateformes AGuIX@PS. La VTP jouerait en effet un rôle important dans la destruction des 

tumeurs par PDT et permettrait d’améliorer l’efficacité du traitement. Les premières expériences in vitro et 

in vivo sont prometteuses quant au ciblage des vaisseaux des tumeurs. Des études plus poussées vont être 

réalisées afin de décrire complètement la biodistribution de ces nanoparticules et d’évaluer leur potentiel 

en tant qu'agent d'IRM et photosensibilisateur. L'imagerie pondérée T1 après injection intraveineuse de 

nanoparticules ciblantes devrait permettre de définir le volume tumoral réel en tenant compte de la partie 

proliférative des tissus tumoraux. De plus, l'intervalle entre l’administration des particules et l’irradiation 

pourra être optimisé en temps réel en fonction de l'intensité du signal IRM détecté dans les tumeurs. Afin 

de réaliser ces expériences in vivo, de grandes quantités de particules AGuIX@PS, AGuIX@PS@peptide et 

AGuIX@PS@scramble sont en cours de synthèse.  

La plupart des photosensibilisateurs sont des molécules organiques mais quelques complexes inorganiques 

ont été développés pour la PDT. Les complexes de ruthénium (Ru) par exemple présentent 

l’avantage d’avoir une forte absorption et un long temps de demi-vie de l’état triplet ce qui permet 

d’éteindre efficacement l’oxygène. Un complexe de Ru a déjà été greffé sur les particules AGuIX, des 

expériences in vitro avaient validé leur utilisation en PDT.[198] Prochainement, ce projet va être poursuivi ; 

les particules seront fonctionnalisées par des complexes de ruthénium et leur utilisation comme agent 

théranostic IRM/PDT sera évaluée in vivo.  
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CONCLUSION GENERALE 

Le cancer demeure l’une des premières causes de mortalité dans le monde et le nombre de nouveaux cas ne 

cesse d’augmenter. Il existe donc un fort intérêt pour le développement de nouveaux outils permettant à la 

fois d’améliorer le diagnostic et la thérapie de ces maladies. Dans ce contexte, mon laboratoire d’accueil a 

développé une nanoparticule appelée AGuIX (pour Activation et Guidage de l’Irradiation X). Cette 

nanoparticule est constituée d’ions gadolinium (Gd3+) complexés par des ligands DOTAGA greffés de 

manière covalente à la surface d’un cœur de polysiloxane. Après injection dans l’organisme, ces particules 

peuvent s’accumuler dans les tumeurs avant d’être éliminées par les reins. Grâce à la présence des 

complexes de gadolinium, les particules (et donc les tumeurs) peuvent ensuite être détectées par Imagerie 

par Résonance Magnétique (IRM). De plus, les particules sont des agents radiosensibilisants, elles 

permettent d’augmenter la dose de rayons X délivrée aux cellules cancéreuses tout en épargnant les tissus 

sains. Ces nano-objets sont donc extrêmement intéressants à la fois pour l’IRM et la radiothérapie. Un essai 

clinique (phase I) a d’ailleurs débuté il y a quelques mois au CHU de Grenoble pour le traitement de 

métastases cérébrales grâce à l’association de la radiothérapie et des nanoparticules AGuIX.  

 

Le but de cette thèse a été de développer une deuxième génération de particules AGuIX (voir Figure 20). 

On a cherché d’une part à améliorer l’effet radiosensibilisant de cette nanoplateforme et d’autre part à y 

ajouter de nouvelles fonctionnalités déjà utilisées en clinique : la scintigraphie et la photothérapie 

dynamique. Ces trois projets ont en commun une fonctionnalisation de la surface des particules par 

formation de liaisons covalentes entre les particules AGuIX et des molécules d’intérêt. Dans chaque cas, 

différentes techniques de caractérisation ont été mises en place pour obtenir une description précise de la 

structure des nano-objets obtenus (taille, pureté, propriétés magnétiques, composition,…). 

 

Le premier projet auquel je me suis intéressée a consisté à augmenter l’effet radiosensibilisant des 

particules en y ajoutant des ions Bi3+ qui présentent un numéro atomique élevé (Z = 83). Le DOTA étant un 

très bon complexant de ces ions, l’idée était dans un premier temps d’augmenter le nombre de DOTA libres 

en surface de la particule. La stratégie la plus prometteuse que nous ayons mise au point consiste à greffer 

des chélates DOTA-NHS. On a alors pu obtenir environ 40 % de DOTA libres en surface des nanoparticules, 

ce qui nous a permis dans un second temps de complexer les ions Bi3+. L’efficacité comme agent 

radiosensibilisant des particules AGuIX@DOTA@Bi3+ obtenues a ensuite été évaluée in vitro et in vivo. Ces 

études ont été réalisées en collaboration avec l’université d’Harvard aux Etats-Unis pour un modèle de 

cancer du poumon. Face à des premiers résultats très prometteurs un brevet a été déposé entre la France 

et les Etats-Unis pour l’utilisation de ces particules pour la radiothérapie. Des études in vivo plus poussées 

vont être réalisées pour évaluer en détail l’intérêt de ces nanostructures et de leur transfert vers une 

application clinique.  
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Figure 20 : Développement et caractérisations de nanoparticules de type AGuIX pour l’oncologie. 

 

Un deuxième volet de mes projets a été consacré au développement de nanoparticules de type AGuIX 

pouvant être marquées par des radioisotopes afin de les utiliser pour la scintigraphie. Pour cela, plusieurs 

nanoplateformes ont été obtenues après fonctionnalisation par des ligands spécifiques des radiométaux 

visés. Nous avons pu optimiser leur radiomarquage par des isotopes pour la SPECT (111In et 67Ga) ou la PET 

(64Cu, 68Ga et 89Zr ) et nous avons obtenu des rendements de radiomarquage supérieurs à 80 %. Des études 

de biodistribution in vivo ont pu être réalisées en PET grâce à la mise en place de collaborations en Grèce 

(Institut Demokritos à Athènes) et aux Etats-Unis (Université de San Francisco et de Pittsburgh). Ces 

expériences ont montré le même profil de biodistribution pour les nanoparticules fonctionnalisées que pour 

les AGuIX avec une accumulation dans les tumeurs en quelques minutes et une rétention sur plusieurs jours 

ainsi qu’une élimination principalement rénale des particules. Le marquage par des isotopes possédant des 

temps de demi-vie très différents a permis d’étudier précisément la pharmacocinétique à différents temps. 

Nous avons aussi pu vérifier pour la première fois que ces nano-objets restaient intacts dans les tumeurs 
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après injection intraveineuse. Cette nouvelle génération de particules AGuIX nous offre donc la possibilité 

de complexer une large gamme de radioisotopes selon les applications visées ou leur disponibilité. Cette 

gamme peut d’ailleurs être agrandie par rapport à ce qui a été présenté dans le manuscrit. Par exemple, des 

études récentes s’intéressent au radiomarquage des nanoparticules AGuIX par du scandium 44 (44Sc) et font 

l’objet d’une publication soumise au journal Nuclear Medicine and Biology. Ce radioisotope est présenté 

parfois comme un radioisotope alternatif du 68Ga mais avec un temps de demi-vie plus long (3,97 h) et 

possède une grande stabilité avec le DOTA (logK = 27).[150]. D’autre part, face à l’intérêt du radiomarquage 

de cette nanoplateforme AGuIX, le laboratoire envisage de démarrer un essai clinique avec l’Institut Joliot 

Curie ou l’Institut Gustave Roussy à Paris concernant les particules AGuIX pour la PET couplée à l’IRM grâce 

aux nouveaux instruments réunissant ces deux fonctionnalités d’imagerie. Radiomarquées avec du 68Ga ou 

du 64Cu, les nanoparticules devraient permettre d’améliorer les diagnostics et traitements des cancers. Par 

exemple, il serait possible de quantifier précisément la quantité de nanoparticules dans les tumeurs et 

d’adapter les doses de radiothérapie en conséquence. Le couplage de l’IRM et de la scintigraphie permettrait 

de corréler les cartes T1 obtenues en IRM avec l’imagerie PET afin d’améliorer à terme la quantification par 

IRM. La détection de petites métastases, non visibles avec des techniques moins sensibles comme l’IRM, 

devrait de plus être possible.  

Le dernier projet de cette thèse a consisté à développer des particules pour le traitement par PDT des 

glioblastomes. Pour cela nous avons fonctionnalisé les particules AGuIX avec des photosensibilisateurs de 

type porphyrine. Dans un premier temps, une tétraphénylporphyrine non ciblante (PS) a été ajoutée aux 

particules. Cela nous a permis d’améliorer la solubilité et la biodistribution du PS tout en conservant des 

propriétés photophysiques adaptées pour la PDT. Des études réalisées sur des rats porteurs de tumeurs 

cérébrales ont montré que les nanoparticules AGuIX@PS obtenues s’accumulaient dans les tumeurs après 

injection intraveineuse, l’IRM permettant ensuite de détecter les tumeurs et de choisir le positionnement 

de la fibre optique afin de maximiser l’effet photocytotoxique des particules. De plus, des marqueurs 

prédictifs précoces (coefficient de diffusion apparent, niveau de myo-inositol, choline et lipides) ont pu être 

définis grâce à l’IRM et permettent de discriminer les animaux répondant au traitement PDT ou n’y 

répondant pas. Ces données sont intéressantes puisqu’elles permettraient d’adapter rapidement la suite de 

la thérapie pour éradiquer les glioblastomes. Dans un deuxième temps, dans le cadre d’un projet ANR-

EuroNanoMed (PhotoBrain), un peptide ciblant les cellules endothéliales des néovaisseaux des tumeurs a 

été ajouté aux nanoplateformes AGuIX@PS. Ce ciblage jouerait en effet un rôle important dans la destruction 

des tumeurs par PDT et permettrait d’améliorer l’efficacité du traitement. Les premières expériences in 

vitro et in vivo sont prometteuses quant au ciblage des vaisseaux des tumeurs. Des études plus poussées 

vont être réalisées afin d’évaluer le potentiel de ces nanoparticules fonctionnalisées en tant qu'agent de 

contraste IRM et de photosensibilisateur. La biodistribution, le schéma d’irradiation, l’effet vasculaire de la 

PDT ou encore la réponse inflammatoire vont ainsi être étudiés en détail. Pour réaliser l’ensemble de ces 

expériences in vitro et in vivo, des quantités importantes de nanoparticules sont en cours de synthèse et ce 

changement d’échelle de production a nécessité une optimisation des conditions de synthèse et de 

purification.  
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Tous ces travaux mettent en lumière la versatilité de la nanoplateforme AGuIX. Elle peut en effet être 

facilement fonctionnalisée par différentes molécules d’intérêt (chélates, molécules organiques 

hydrophobes,…) tout en conservant des propriétés physico-chimiques adaptées pour des applications 

biologiques (stabilité, diamètre,…). De ce fait, elle a pu être utilisée in vivo pour différentes applications 

théranostiques en oncologie. 

 

En parallèle de ces différents projets, j’ai aussi mené des recherches afin de faciliter le passage en essai 

clinique de phase I des particules AGuIX pour le traitement de métastases cérébrales.  

 Les nanoparticules ont ainsi été fonctionnalisées par différents fluorophores ce qui a permis une étude, 

publiée dans ACS Nano en 2015, de leur biodistribution par imagerie optique notamment au niveau des 

reins. De plus, cette étude a permis de mettre en lumière que des injections multiples de nanoparticules 

avaient uniquement un impact faible et temporaire sur la fonction rénale (la voie d’élimination de ces 

particules). Ces résultats étaient donc très encourageants dans l’optique d’un passage en clinique 
 

 D’autre part, un effort a été réalisé afin de déterminer quelle était la stabilité des particules et de 

quantifier la quantité d’ions Gd3+ libres résiduels présents dans les lots cliniques. La mise en place de 

techniques spécifiques basées sur des protocoles d’HPLC couplée à l’ICP-Masse m’a permis d’obtenir de 

premiers résultats répondant à des questions cruciales de l’ANSM. Grâce à une collaboration avec 

l’Institut des Sciences Analytiques (ISA) de Lyon, ces travaux vont maintenant être approfondis et les 

techniques optimisées pour préparer la suite des essais cliniques et l’analyse en routine des lots 

cliniques de nanoparticules AGuIX.  

 

Ma thèse a été l’occasion de développer de nouvelles voies de fonctionnalisation des nanoparticules AGuIX 

ce qui permet d’ajouter à leur surface une grande diversité d’agents chimiques ou biologiques : petites 

molécules, peptides, protéines ou anticorps. Ceci ouvre la porte à des applications variées, notamment dans 

le domaine du ciblage actif. Dans ce manuscrit, l’ajout de fonctions thiol pour le greffage de PS et de peptide, 

ciblant les néovaisseaux des tumeurs, a par exemple été décrit. J’ai aussi développé l’utilisation de bras 

espaceurs pour la fonctionnalisation d’anticorps. Cette voie de greffage a fourni des résultats prometteurs, 

et confidentiels, quant à la détection précoce de certains types de cancers. Cela a conduit le laboratoire à 

commencer la rédaction d’un brevet en partenariat avec l’université d’Harvard aux Etats-Unis. Au-delà 

d’augmenter l’accumulation ou la rétention des particules dans les tumeurs, les stratégies venant d’être 

présentées permettront, dans les années qui viennent, d’utiliser les nanoparticules AGuIX pour le diagnostic 

et/ou la thérapie de tumeurs non solides ou d’autres pathologies.  
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5 ANNEXES 

5.1 ANNEXE A.1 : LES NPS AGUIX ET AGUIX FONCTIONNALISEES. SYNTHESE ET 

CARACTERISATIONS. 
Cette annexe rassemble les différentes techniques (appareils et protocoles) utilisées au cours de la thèse 

pour les synthèses et caractérisations des particules de type AGuIX. En fin de partie, la méthode mise en 

place pour quantifier le nombre d’amines primaires sur les particules est présentée. 

 

5.1.1 Techniques de synthèse et de caractérisation 

 

 Préparation, purification et stockage des particules 

Pour la préparation d'une solution aqueuse de nanoparticules, seule de l'eau Milli-Q est utilisée. Les 

nanoparticules sont en général redispersées 1 h à température ambiante et à une concentration 

[Gd3+] = 100 mM avant toute utilisation. Les purifications sont réalisées par filtration tangentielle sur des 

Vivaspin de Sartotius Stedim Biotech (France). Les membranes utilisées sont en polyéthersulfone et 

présentent un seuil de coupure de 3 ou 5 kDa. Les particules sont conservées sous forme de poudre 

lyophilisée ; la lyophilisation étant réalisée sur des solutions de pH 7,4 avec un lyophilisateur Christ   

Alpha 1-2. 

 

 ICP 

La détermination de la concentration précise en gadolinium est réalisée par spectrométrie à plasma induit 

et émission optique (ICP-OES : Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry). Le principe 

repose sur l’ionisation d’échantillons en les injectant dans un plasma d’argon. Les éléments excités vont 

ensuite émettre des photons dont l’énergie est caractéristique des éléments en question. La lumière émise 

est enregistrée et permet de quantifier leur quantité en solution.  

Tout d'abord, les particules sont dégradées pendant une nuit dans 5 mL d'eau régale (HNO3 67 % mélangé 

avec HCl 37 %, 1:2; v:v) à 80°C et à une concentration estimée en gadolinium de 0,01 mM, 0,02 mM ou 

0,05 mM. Puis les échantillons sont dilués dans une solution de HNO3 à 5 % pour atteindre 50 mL et les 

échantillons sont filtrés sur un filtre de 0,2 μM. Une courbe étalon est réalisée dans une solution de HNO3 à 

5 % à partir d’une solution étalon commerciale à 1000 ppm en Gd. Pour chaque particule, la composition en 

Gd3+ est obtenue par moyenne sur les trois échantillons préparés (à 0,01 mM, 0,02 mM et 0,05 mM).  

 

 Diffusion dynamique de la lumière (DLS) 

C'est une technique d'analyse permettant de donner le diamètre hydrodynamique de particules de tailles 

comprises entre 1 et 500 nm en suspension dans une solution. Lorsqu'une lumière laser est envoyée sur la 
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solution, elle est diffusée (diffusion Rayleigh). Le nombre important de particules dans la solution donne 

lieu à des interférences constructives ou destructives et par suite à une figure d'interférence particulière. 

Les particules sont en mouvement brownien dans la solution, la figure va donc évoluer au cours du temps. 

L'évolution dépend de la vitesse des particules, elle-même liée à leur taille. On a ainsi accès à la distribution 

des diamètres hydrodynamiques (donnés en nombre dans le manuscrit) pour les différents lots de 

nanoparticules.  

Les mesures sont réalisées en général avec un laser de longueur d’onde 633 nm (Zetasizer NanoS, laser He-

Ne, de Malvern Instruments).  Dans quelques cas, lorsque les particules absorbent à 633 nm, les mesures 

sont réalisées avec un laser de longueur d’onde 532 nm (Nano S, laser He-Ne de Malvern Instruments). Les 

mesures sont faites à un pH = 7,4 et pour une concentration [Gd3+] = 10 mM, la dilution est réalisée juste 

avant la mesure avec de l’eau Milli-Q.  

 

 Chromatographie en phase liquide à haute  performance (HPLC) 

C'est une technique permettant de séparer les composés d'un mélange. L'échantillon à analyser est poussé 

par un liquide, la phase mobile, dans une colonne remplie d'une phase stationnaire de fine granulométrie. 

Dans notre cas, nous sommes en phase stationnaire inverse, c'est-à-dire que la colonne utilisée est apolaire 

et hydrophobe, la phase mobile est, elle, un gradient d'acétonitrile dans l'eau. Plus les molécules sont 

hydrophobes ou de tailles importantes et plus elles sont retenues sur la colonne. La détection peut se faire 

simultanément en absorbance et en fluorescence, les longueurs d'onde sont choisies suivant les molécules 

étudiées. Cette technique permet de s'assurer de l'efficacité de la purification par l'absence de sous-produits 

de dégradation (temps de rétention autour de 3 minutes contre 12-14 min pour les particules). Dans le 

manuscrit, la pureté indiquée est déterminée par le chromatogramme obtenu en HPLC pour une absorbance 

à 295 nm. 

L’appareil utilisé est une HPLC Prominence UFLC Shimatzu équipée d'un contrôleur de système CBM-20 A, 

d'une pompe LC-20 AD, d'un four à colonne CTO-20A, d'une colonne Jupiter C4 (150 x 4,60 mm; 5 μm; 300 

Angström; Phenomenex), d'un détecteur UV-visible SPD-20A et d'un détecteur de fluorescence RF-20A. 

Pour les analyses HPLC, les échantillons (20 μL) sont d'abord élués pendant 7 min à 1 mL.min-1 dans 99 % 

d'un solvant A et 1 % de C (A : eau Milli-Q/acide trifluoroacétique TFA 99,9 : 0,1 v : v; C : acétonitrile/acide 

trifluoroacétique TFA 99,9 : 0,1 v : v). Puis, les échantillons sont élués avec une quantité de C dans A variant 

de 1 % à 90 % en 15 min. La concentration en C est maintenue pendant 7 min. Ensuite, la concentration de 

C est diminuée jusqu'à 1 % en 1 min. Cette concentration est maintenue durant 8 min afin de re-équilibrer 

le système. Avant chaque analyse, une ligne de base est réalisée en injectant de l'eau Milli-Q. Si les 

échantillons nécessitent une dilution, elle est réalisée juste avant analyse dans de l’eau Milli-Q.  

 

 Relaxométrie 

La relaxométrie consiste à calculer les temps de relaxation longitudinaux T1 et transversaux T2 d'une 

solution. Le gadolinium étant paramagnétique, les deux temps de relaxation des protons de l’eau sont 

raccourcis en sa présence. Grâce à ce phénomène, les complexes de gadolinium peuvent servir d'agents de 
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contraste en IRM. Les vitesses de relaxation longitudinale et transversale sont liées aux relaxativités (ou 

relaxivités) longitudinale (r1) et transversale (r2). Celles-ci dépendent de plusieurs paramètres et 

notamment elles augmentent lorsque la taille ou la rigidité des particules sur lesquelles se situe le 

gadolinium augmentent. Les mesures nous donnent les temps de relaxation Ti,mesuré de la solution, à partir 

de cela les relaxivités sont mesurées par la formule  suivante :  

 

où ri (s-1.mM-1) est la relaxivité, [Gd3+] (mM) est la concentration en gadolinium, Ti, mesuré (s) est le temps de 

relaxation mesuré en présence de nanoparticules et Ti,0 (s) est le temps de relaxation en l'absence de 

particules. 

La mesure des temps de relaxation est effectuée sur un relaxomètre Brüker Minispec MQ60 NMR de 60 

MHz, 1,4 T et à 37°C. 

 

 Zétamétrie 

Le potentiel zéta représente la charge des particules. Il permet d’évaluer leurs interactions, la stabilité des 

suspensions ou de vérifier qu’une fonctionnalisation a bien eu lieu. Le principe repose sur l’application d’un 

champ électrique à des particules chargées en solution. Sous l’effet du champ électrique, les particules vont 

se mettre en mouvement. Celui-ci est étudié grâce à la diffusion de la lumière. En effet, la fréquence de la 

lumière diffusée dépend de la vitesse des particules (effet Doppler). La détermination de la vitesse permet 

ensuite de calculer le potentiel zéta des particules. 

Dans notre cas, les mesures sont réalisées avec un appareil Zetasizer NanoS de Malvern Instruments. Elles 

sont faîtes sur des solutions contenant 10 mM de NaCl et 10 mM de Gd3+ (la dilution est réalisée juste avant 

le début des mesures). L’évolution du potentiel zéta en fonction du pH est obtenue par auto-titration en 

utilisant une unité MPT2. 

 

 Absorbance UV-visible et luminescence 

Les mesures d’absorption  UV-Visible sont réalisées avec un spectrophotomètre UV-Visible Varian Cary50 

et des cuves avec un chemin optique de 1 cm. Les mesures de luminescence (fluorescence ou 

phosphorescence) sont réalisées avec un spectrophotomètre Varian Carry Eclipse. La luminescence repose 

sur l’utilisation d’une source lumineuse externe d’énergie appropriée pour exciter une substance chimique. 

En se désexcitant, elle émet à son tour un photon, d’énergie plus faible. On distingue la fluorescence 

(excitation vers un état singulet excité, éventuelle désexcitation vers l’état singulet excité S1 et retour à l’état 

d’équilibre singulet S0) de la phosphorescence (excitation vers un état singulet excité, éventuelle 

désexcitation vers l’état excité S1, conversion intersystème vers un état triplet T1 et retour vers l’état 

d’équilibre singulet S0).   
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 Spectroscopie infrarouge (IR) 

Les spectres infrarouges sont obtenus avec un appareil IRAffinity-1 Shimadzu avec une plateforme ATR-

FTIR  (Attenuated Total Reflection Fourrier Transform Infrared) dans la gamme de 550 à 4000 cm-1 en 

général. Les solutions de particules ([Gd3+] = 100 mM) sont acidifiées par ajout de HCl, puis elles sont 

séchées à l’étuve à 80°C. Les spectres sont réalisés à partir des poudres obtenues.  

 

5.1.2 Quantification du nombre d’amines libres sur les NPs AGuIX 

Le 2,4,6-trinitrobenzenesulfonate (TNBS) est utilisé depuis les années 60 pour détecter les amines libres 

présentes sur les protéines, que ce soit de manière quantitative ou qualitative.[105] Il réagit avec les amines 

primaires pour former un dérivé coloré orange, avec deux maxima d’absorption à 340 et 420 nm (Figure 

5-1). Ce composé est donc tout à fait adapté pour mesurer la quantité d’amines libres présentes sur les 

particules AGuIX.  

 

 

Figure 5-1 : La réaction des amines primaires avec le TNBS forme un composé orangé absorbant à 340 et 420 nm. Des 
mesures d’absorbance permettent ensuite de quantifier la quantité d’amines disponibles en solution. 

 

L’idée du dosage consiste à ajouter une quantité croissante de TNBS aux particules AGuIX et de mesurer 

l’absorbance des solutions à 340 et 420 nm. Dans un premier temps, l’absorbance augmente. Quand toutes 

les amines ont réagi, le TNBS reste libre en solution et l’absorbance augmente moins rapidement (voir 

Figure 5-2). La rupture de pente nous permet de quantifier la quantité d’amines par particule. Dans notre 

cas, on trouve qu’il faut 125 nmol de TNBS pour 87,7 nmol de Gd3+, soit 14 TNBS pour 10 Gd3+. Les AGuIX 

présentant environ 10 Gd3+ par particules,[89,172] on peut en déduire qu’il y a environ 14 amines par particule. 

Les mêmes résultats sont obtenus par analyse élémentaire (14,5 amines pour 10 Gd3+). Il est donc tout à fait 

possible d’utiliser ces groupements pour fonctionnaliser les particules par des DOTA-NHS ou d’autres 

molécules d’intérêt. 

 

Mode opératoire : Les manipulations sont réalisées dans un tampon PBS (Phosphate, Buffered Saline, 0,1 M en 

phosphate, pH = 8). La solution mère de TNBS est préparée juste avant utilisation à 1 mM dans le tampon. 

Différents échantillons sont préparés qui contiennent la même quantité de particules AGuIX (V = 1 mL et 



Annexe A.1 : les NPs AGuIX et AGuIX fonctionnalisées. Synthèse et caractérisations. 

223 
 

nGd3+,particules = 87,7 nmol) mais auxquels on ajoute une quantité croissante de TNBS. Les échantillons sont 

chauffés à 37°C durant 2 h. Le spectre UV-visible est ensuite enregistré.  

 

Il faut noter qu’à ce pH et dans cette gamme de concentration, les liaisons –Si-O-Si- du réseau de 

polysiloxane des AGuIX sont hydrolysées et que les nanoparticules se fragmentent. La destruction du 

squelette de polysiloxane permet donc de quantifier toutes les amines, même celles qui auraient été 

présentes au centre du réseau, et pas uniquement celles en surface de la particule.[108]  

 

 

Figure 5-2 : Quantification du nombre d’amines primaires sur les particules AGuIX par réaction des amines avec le TNBS. 
n(Gd3+)= 87,7 nmol, PBS, pH =8. Les résultats donnent environ 125 nmol d’amines libres soit 1,4 amines pour 1 Gd3+. 
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5.2 ANNEXE A.2 : PASSAGE DES NPS AGUIX EN CLINIQUE 
Les particules AGuIX sont actuellement en essai clinique de phase I au CHU de Grenoble pour le traitement 

des métastases cérébrales par radiothérapie en association avec les particules (Nanorad, référence ANSM 

151519A-12 ; N° EudraCT : 2015-004259-30). Au préalable et afin d’obtenir l’autorisation de l’Agence 

Nationale de Sécurité du Médicament et des produits de santé (ANSM), le laboratoire a dû répondre à 

plusieurs interrogations concernant les particules AGuIX. J’ai notamment réalisé des études sur la stabilité 

des particules AGuIX et la quantité de gadolinium (Gd3+) libre. Ces expériences ont été réalisées sur les lots 

de particules synthétisés en conditions GMP (Good Manufacturing Practices, bonne pratique de fabrication) 

et utilisés en clinique. 

 

5.2.1 Stabilité des NPs AGuIX 

 

5.2.1.1 Problématique 

Comme nous l’avons déjà mentionné, les particules AGuIX sont conservées sous forme de poudre 

lyophilisée, de couleur crème. Avant une injection sur des patients, les particules sont redispersées à 

100 g.L-1 ([Gd3+]  ~100 mM) et la solution peut être conservée au réfrigérateur avant utilisation. Afin de 

vérifier l’intégrité de la particule après redispersion dans l’eau et de déterminer une date limite d’utilisation, 

nous avons étudié l’évolution de plusieurs caractéristiques physico-chimiques dans le temps.  

 

5.2.1.2 Préparation des solutions 

La solution est reconstituée directement dans le flacon avec de l’eau ultrapure à 100 g.L-1  et laissée pendant 

1 h à température ambiante afin d’obtenir une bonne redispersion des particules. La solution obtenue est 

de couleur dorée (Figure 5-3). Les caractéristiques des nanoparticules sont ensuite déterminées ; si 

nécessaire des dilutions sont effectuées dans de l’eau ultrapure. 

La solution est conservée au réfrigérateur et les caractéristiques vérifiées après 24 h, 96 h, 1 semaine, 1 

mois, 2 mois, 4 mois et un an. Avant chaque mesure, la solution est laissée 30 minutes à température 

ambiante pour équilibrer la température des échantillons.  

 

 

Figure 5-3 : Aspect des nanoparticules sous forme de poudre et en solution dans l’eau à 100 mg/mL. 
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5.2.1.3 Evolution des caractéristiques physico-chimiques des particules 

 

 pH 

Les mesures sont effectuées sur la solution à 100 mg/mL 

 

 DLS 

Les mesures sont effectuées sur une solution diluée à 10 mg/mL juste avant l’analyse. 

 
Jour de la 

redispersion 
24 h 96 h 1 semaine 1 mois 2 mois 4 mois 12 mois 

DH en volume (nm) 4,13 3,96 4,05 4,03 4,12 4,83 4,23 4,49 

Déviation standard 

(nm) 
1,47 1,45 1,41 

 

1,43 

 

1,35 1,16 1,36 1,49 

 

 Relaxométrie 

Les mesures sont effectuées sur la solution à 100 mg/mL. 

 
Jour de la 

redispersion 
24h 96h 1 semaine 1 mois 2 mois 4 mois 12 mois 

T1 (ms) 0,80 0,79 0,81 0,80 0,78 0,78 0,83 0,82 

 

 HPLC 

Les mesures sont effectuées sur une solution diluée à 5 mg/mL juste avant l’analyse. On mesure 

l’absorbance à 295 nm en fonction du temps. 

 
Jour de la 

redispersion 
24 h 96 h 1 semaine 1 mois 2 mois 4 mois 12 mois 

τR (min) 12,9 12,9 12,9 12,8 12,7 12,8 12,8 12,9 

l1/2 (min) 1,0 1,0 0,9 0,8 0,8 0,8 0,8 0,7 

 

D’autre part, on n’observe pas d’augmentation de la quantité de fragments, l’allure des spectres est tout à 

fait similaire. 

  

 
Jour de la 

redispersion 
24 h 96 h 1 semaine 1 mois 2 mois 4 mois 12 mois 

pH 7,16 7,09 7,09 6,99 7,01 6,98 7,12 7,17 
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 Osmolarité 

Les mesures sont effectuées sur la solution à 100 mg/mL. 

 
Jour de la 

redispersion 
24 h 96 h 1 semaine 1 mois 2 mois 

4 

mois 
12 mois 

Osmolarité 

(mosm) 
+ 119 +119 +131 +110 +111 +108 +118 +109 

 

 Zétamétrie 

Les mesures sont effectuées sur une solution diluée à 10 mg/mL juste avant l’analyse. 

 
Jour de la 

redispersion 
24 h 96 h 1 semaine 1 mois 2 mois 4 mois 12 mois 

Potentiel 

(mV) 
16,4 17,8 17,2 14,6 16,3 16,0 14,9 

problème 

d’appareil 

 

 

5.2.1.4 Conclusion 

Aucune modification physico-chimique notable n’a été observée pendant 12 mois (aspect, pH, DLS, 

relaxométrie, HPLC, osmolarité et zétamétrie). Tout semble donc indiquer qu’il n’y a pas de dégradation des 

particules en un an après redispersion dans de l’eau ultrapure à 100 g.L-1.  

Cette étude a été réalisée sur un lot de particules lyophilisées depuis 10 mois environ. Pour vérifier la 

stabilité des particules sous forme de poudre lyophilisée, le même type d’expérience a été réalisé 6 mois 

plus tard c’est-à-dire 16 mois après conditionnement des particules sous forme de poudre. Les particules 

ont été redispersées dans de l’eau ultrapure et leurs propriétés physico-chimiques mesurées le jour de la 

redispersion et le jour suivant. Aucune différence n’est apparue que ce soit entre 10 mois ou 16 mois après 

lyophilisation ou entre 1 h ou 24 h après redispersion dans l’eau ce qui reflète bien la grande stabilité des 

particules dans ces conditions. 

Des expériences supplémentaires vont être réalisées pour vérifier la stabilité des lots sous forme de poudre 

entre 0 et 10 mois après conditionnement et pour des durées supérieures à 16 mois. Les données vont aussi 

être complétées lorsque les particules sont redispersées dans l’eau : temps plus longs, concentrations plus 

faibles, influence du pH, de la température… 
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5.2.2 Le gadolinium libre dans les lots de NPs AGuIX 

Comme on l’a mentionné dans le chapitre 1 du manuscrit, les ions Gd3+ libres peuvent induire une certaine 

toxicité,[13,15,17] il est donc nécessaire de quantifier la quantité de gadolinium libre par une méthode 

spécifique et suffisamment sensible dans le produit fini. Plusieurs techniques ont été envisagées pour cela.  

 

5.2.2.1 Principe des méthodes de quantification envisagées 

La première catégorie repose sur l’utilisation d’indicateurs colorés sensibles à la présence de Gd3+ comme 

l’orange de xylénol (utilisé dans ce manuscrit) ou l’arsenazo III. Malheureusement ces techniques ne 

semblaient pas assez sensibles pour la quantification de la proportion de Gd libre dans les lots de particules 

AGuIX. De plus, les lots cliniques sont conditionnés après ajout d’une petite quantité d’ions calcium Ca2+ afin 

de saturer les DOTAGA libres restants. Les ions Gd3+ et Ca2+ ont des rayons ioniques similaires et ils peuvent 

tous les deux être complexés par les indicateurs colorés. Ces techniques n’étaient donc pas spécifiques et 

adaptées pour la quantification du nombre de Gd3+ libres dans les lots de particules AGuIX. D’autres essais 

ont été réalisés en utilisant la luminescence des ions Gd3+, la chromatographie ionique ou l’électrophorèse 

capillaire (en partenariat avec l’Institut des Sciences Analytiques de Lyon, ISA). Elles n’ont pour le moment 

pas abouti.   

 

La collaboration avec l’ISA m’a permis de développer une technique utilisant l’HPLC couplée à une ICP-

masse, cela nous a fourni les premières quantifications de la quantité de Gd3+ libre dans les lots de particules. 

Le principe est présenté sur la Figure 5-4. La méthode HPLC développée, et déjà décrite dans ce manuscrit 

de thèse, consiste à séparer sur une colonne C4 les produits de dégradations des particules grâce à un 

gradient d’éluant évoluant de 1 % en C à 90 % en C (acétonitrile + 0,1 % de TFA). Les fragments sortent lors 

du palier à 1 % en C (~3-4 minutes) alors que les particules sortent lors de l’augmentation de la proportion 

de C (~13 minutes). De plus, le gadolinium libre Gd3+ sort juste avant les produits de dégradation (~2 min). 

L’idée pour quantifier le gadolinium libre présent dans les lots de particules consiste à séparer ces produits 

sur colonne C4 et à analyser en sortie de colonne et au cours du temps la quantité de Gd3+ par ICP-Masse 

(ICP-MS). La différence par rapport à l’ICP-OES décrite dans l’Annexe A1, est que la détection du gadolinium 

se fait par spectrométrie de masse et non plus par spectroscopie d’émission optique. Un étalonnage en Gd3+  

libre nous permet ensuite de quantifier précisément la quantité de Gd3+ libre présent dans les lots de 

particules. 
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Figure 5-4 : Schéma de principe de la quantification de Gd3+ libres dans les lots de particules AGuIX par HPLC couplée à 
l’ICP-MS. Expérience réalisée à l’ISA de Lyon avec l’aide du Docteur Agnès Hagège. 

 

L’injection de solvant organique tel que l’acétonitrile (donc la phase éluante C) n’est pas possible dans l’ICP-

MS. La méthode HPLC doit donc être légèrement modifiée. Dans un premier temps, la phase éluante est 

constituée uniquement de A (eau + 0,1% de TFA) et non pas de 1 % de C. Cela permet d’éluer le gadolinium 

libre ainsi que les produits de dégradation. On analyse en ICP-MS la quantité de gadolinium présente en 

sortie de colonne. Lorsque le gadolinium libre et les produits de dégradation ont été analysés, on peut 

amener la solution de sortie de colonne vers une poubelle et commencer le gradient en C afin d’éliminer les 

particules et de laver la colonne avant de commencer une nouvelle analyse. On a pu remarquer que l’allure 

du chromatogramme HPLC (absorbance à 295 nm) n’est pas réellement modifiée par ce changement de 

méthode. 
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 Préparation des solutions 

Une courbe d’étalonnage en Gd3+ libre est réalisée pour des concentrations allant de 0 à 10 μM. Les solutions 

sont préparées dans HNO3 à 1 mM.   

Les particules sont redispersées dans l’eau à 100 g/L (pH = 7). Elles sont laissées sous agitation pendant 

une heure à température ambiante. Au bout d’une heure, une partie des particules est diluée dans l’eau à 

5 g/L et injectée en HPLC pour analyse. Le reste des particules est conservé au réfrigérateur. Un jour plus 

tard, la solution est ramenée à température ambiante et la quantité de Gd3+ libre est analysée de nouveau.  

La détection du Gd3+ en ICP-MS est réalisée pour les isotopes 156, 157 et 158 du Gd et les résultats présentés 

correspondent à la moyenne obtenue pour ces trois isotopes.  

 

 Temps de rétention du Gd3+ libre, allure des chromatogrammes 

Les particules redispersées dans l’eau sont analysées et le chromatogramme enregistré. Puis on ajoute 

volontairement du Gd3+ libre dans le lot de particules et on effectue une deuxième analyse. Les 

chromatogrammes obtenus en ICP-MS sont présentés sur la Figure 5-5 pour l’isotope 156 du Gd. On 

observe que seul le pic avec un temps de rétention de 140 secondes (soit 2 minutes 20 secondes) présente 

une différence significative d’intensité. Il s’agit donc bien du Gd3+ libre. Ce pic est bien séparé des autres (Gd 

présent dans les produits de dégradation des particules) ce qui nous permettra de quantifier la quantité de 

Gd3+ libre dans les lots de particules AGuIX. Le faible décalage temporel observé entre les deux 

chromatogrammes provient du fait que le déclenchement de l’enregistrement ICP-MS se fait manuellement 

mais cela ne gêne en aucune façon l’analyse. Les chromatogrammes obtenus pour les isotopes 157 et 158 

du Gd sont identiques et ne sont pas présentés dans ce manuscrit. 

 

 

Figure 5-5 : Quantité de Gd au cours du temps dans un lot de particules à 5 g/L dans l’eau et dans un lot de particules à 
5 g/L avec ajout volontaire de Gd3+libre. Chromatogrammes obtenus pour l’isotope 156 du Gd. 
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 Courbe d’étalonnage et reproductibilité 

Afin de quantifier précisément la quantité de Gd3+ libre dans les lots de particules, un étalonnage a été 

réalisé par injection d’échantillons de Gd3+ libre de concentrations connues.  L’aire du pic est déterminée 

pour les trois isotopes du Gd et les trois courbes d’étalonnage peuvent être tracées, comme présenté sur la 

Figure 5-6. On obtient de très bons coefficients r² indiquant une bonne précision de la méthode pour les 

trois isotopes. On pourrait obtenir une détection précise jusqu’à au moins 1 μM de Gd3+ libre soit environ 

30 ppm.  

 

 

Figure 5-6 : Courbes d'étalonnage obtenues par injection d’échantillons de Gd3+ de concentrations connues en HPLC et 
intégration de l’aire du pic correspondant au Gd3+ libre. 

 

Afin de vérifier la reproductibilité des résultats, on a aussi injecté trois fois un échantillon de Gd3+ libre à 

7,5 μM. Les écarts sont relativement faibles entre les trois mesures (~ 5 %). 

 

 Quantification du Gd3+ libre dans les lots de particules 

En moyenne sur les 3 isotopes du Gd (156, 157 et 158), on trouve une quantité de Gd3+ libre de 316 ppm 

avec un écart moyen de 19 ppm pour une solution redispersée depuis 1 h et 302 ppm avec un écart moyen 

de 10 ppm pour une solution redispersée depuis 30 h. Il n’y a donc pas de différence significative de la 

quantité de Gd3+ libre entre 1 h et 30 h après reconstitution des lots de particules AGuIX à 100 g/L dans 

l’eau ultra pure et à un pH de 7.  

 

 Conclusion et perspectives 

Le couplage de l’HPLC avec l’ICP-MS est une technique sensible et spécifique d’analyse du gadolinium libre. 

Cette technique nous a permis de quantifier la quantité de Gd3+ libre présent dans des lots de particules 

AGuIX 1 h et 30 h après leur reconstitution à 100 g/L dans l’eau ultra pure et à un pH de 7. Ces premiers 

résultats nous ont permis d’apporter des réponses à des questions cruciales de l’ANSM pour le passage en 

0 2 4 6 8 10
0,00E+000

4,00E+007

8,00E+007

1,20E+008

r²=0,997

r²=0,998

 Gd 156
 Gd 157
 Gd 158

In
te

ns
ité

[Gd3+] (μM)

r²=0,998



Annexe A.2 : passage des NPs AGuIX en clinique

231 
 

essai clinique de phase I. Cependant la méthode doit être optimisée dans l’optique d’un passage en phase II 

et/ou une utilisation en routine pour caractériser les lots de particules AGuIX. En effet le débit et les 

quantités de Gd injectées sont élevés et risquent d’endommager l’appareil sur le long terme. De plus, le 

déclenchement de l’acquisition en ICP doit se faire manuellement ce qui entraîne alors de légers décalages 

dans les temps de rétention. Enfin, la méthode HPLC (colonne, éluant) nécessite d’être modifiée pour 

augmenter la séparation des produits et gagner en précision. 

 

5.2.2.2 Transmétallation avec les ions Ca2+ 

Les ions Gd3+ et Ca2+ ont des rayons ioniques similaires ce qui peut entraîner des échanges entre ces ions 

(transmétallation). Des expériences supplémentaires ont donc été réalisées afin de montrer qu’en présence 

d’un excès d’ions Ca2+ il n’y a pas de transmétallation des ions Gd3+ à pH physiologique et pour des solutions 

diluées. Un tel échange d’ions dans l’organisme entraînerait la libération d’ion Gd3+ ce qui augmenterait 

potentiellement la toxicité du produit.  

 

 

Figure 5-7 : La transmétallation des ions Gd3+ par les ions Ca2+ dans l’organisme conduirait à la libération de Gd3+ 

potentiellement toxiques.   

 

 Principe de l’expérience 

Cette expérience s’appuie sur l’article de N. Parac-Vogt et al. de 2005[199]. Une étude de l’évolution 

temporelle de la vitesse de relaxation longitudinale    d’une suspension de nanoparticules AGuIX (à 37°C 

et 1,4 T) a été effectuée dans 2 milieux différents : dans un tampon PBS (Phosphate-Buffered Saline) à pH 7,4  

et dans ce même tampon en présence d’un excès d’ions Ca2+. 

Une transmétallation des complexes DOTAGA@Gd3+ par des ions Ca2+provoquerait une libération des ions 

Gd3+, lesquels formeraient un complexe insoluble avec les ions phosphates présents en solution. Les ions 

Gd3+ complexés par les phosphates ne contribueraient plus à la vitesse de relaxation longitudinale 

paramagnétique mesurée pour la solution. Dès lors, en cas de transmétallation avérée, la courbe relative 
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aux AGuIX en présence de Ca2+ devrait évoluer différemment de celles relatives aux AGuIX en l’absence 

d’ions Ca2+. 

Nous avons ici étudié l’évolution temporelle de la vitesse de relaxation d’une solution de nanoparticules 

diluée. Dans ces conditions, les liaisons –Si-O-Si- du cœur de polysiloxane peuvent être hydrolysées ce qui 

conduit à une diminution progressive de la taille des nanoparticules et donc de la vitesse de relaxation. En 

présence d’ions Ca2+ et s’il y a une transmétallation, la décroissance de la vitesse de relaxation longitudinale 

serait accentuée à cause du phénomène supplémentaire de précipitation des phosphates de gadolinium.  

 

 Protocole 

Les nanoparticules sont redispersées dans l’eau à 100 g/L pendant une heure à température ambiante et 

sous agitation. Au bout de trois heures, deux échantillons sont préparés simultanément : le premier à 1 g/L 

en nanoparticules dans du tampon PBS (pH = 7,4) et le deuxième à 1 g/L en nanoparticules et 2 mM en 

Ca2+dans du tampon PBS (pH = 7,4). La mesure du temps de relaxation longitudinale T1 des solutions est 

réalisée pendant environ 72 heures. Entre deux mesures, les échantillons sont conservés dans une étuve à 

37°C.  

 

 Résultats et conclusion 

Les courbes d’évolution du facteur en fonction du temps sont représentées sur la Figure 5-8.  

 

 

Figure 5-8 : Evolution du facteur 1/T1 en fonction du temps pour des solutions de particules AGuIX à 1 g/L dans un 
tampon PBS (pH = 7.4) en présence d’un excès d’ions Ca2+ (2 mM) ou en l’absence d’ions Ca2+. Les deux courbes étant 

identiques, on ne détecte pas de transmétallation. 
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Les courbes ne présentent pas de différences significatives ce qui indique qu’il n’y a pas de transmétallation 

des ions Gd3+ présents sur les particules AGuIX avec les ions Ca2+ (en excès) dans ces conditions pendant au 

moins 72 h.  

Ces résultats sont rassurants mais malheureusement la méthode n’est pas très précise. En effet, seules des 

libérations de 8-10 % de la quantité totale de Gd3+ peuvent être détectées à 72 h de manière significative. 

La technique présentée précédemment couplant l’HPLC et l’ICP-MS permettrait de réaliser des mesures 

beaucoup plus précises. Cela sera réalisé après optimisation de la méthode.  

 

5.2.3 Conclusion 

Les résultats de ces études ont permis d’apporter des réponses à des questions cruciales de l’ANSM qui a 

donné son autorisation pour un passage en essai clinique de phase I en 2016. Cet essai va évaluer l’intérêt 

des nanoparticules AGuIX pour le traitement des métastases cérébrales par radiothérapie. Les techniques 

présentées dans les paragraphes précédents sont actuellement en cours d’amélioration pour obtenir des 

réponses plus précises et/ou complètes que ce soit concernant la stabilité des particules ou la quantité de 

Gd3+ libre.  L’idée est aussi de faciliter la mise en place de ces techniques pour permettre une utilisation en 

routine.  
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5.3 ANNEXE A.3 : FONCTIONNALISATIONS DES NPS AGUIX PAR DES FLUOROPHORES 
 

5.3.1 Greffage de fluorophores sur les NPs AGuIX 

La fluorescence est une technique très utilisée en biologie notamment en raison de sa grande sensibilité. 

Grâce à une source lumineuse externe d’énergie appropriée, on excite une substance chimique appelée 

fluorophore. En se désexcitant, le fluorophore émet à son tour un photon, que l’on peut détecter. Dans notre 

cas, le greffage de fluorophores sur les particules AGuIX nous permet de déterminer leur localisation in vitro 

ou in vivo, de mieux comprendre leur biodistribution et d’étudier leur toxicité.  

Au cours de la thèse nous avons fonctionnalisé les particules AGuIX avec différents types de fluorophores 

dont les caractéristiques sont présentées dans le Tableau 5-1.  

 

Tableau 5-1 : Caractéristiques, dans l’eau, des fluorophores utlisés pendant la thèse. 

Fluorophore 
Forme activée 

utilisée 
λabs (nm) λémission (nm) 

ε(λabs)  

(cm-1.M-1) 
Φ 

Cyanine 5.5 Ester NHS 675 694 209 000 0,3 

Rhodamine B Isothiocyanate 543 565 106 000 0,54 

Fluorescéine Isothiocyanate 495 517 80 103 0,84 

IRDye® 680 LT Ester NHS 676 693 250 000 Non fourni 

 

Ces fluorophores diffèrent selon leur longueur d’onde maximale d’absorption (λabs) ou d’émission (λémission), 

leur coefficient d’extinction molaire (ε) ou leur rendement quantique de fluorescence (Φ, défini comme le 

nombre de photons émis par nombre de photons absorbés). Le choix d’un fluorophore ou d’un autre dépend 

de ces propriétés, de leur prix, des appareillages disponibles, des applications visées… Pour des applications 

in vivo par exemple, des fluorophores absorbant et émettant dans le proche infrarouge (800-1000 nm) 

seront privilégiés. En effet, comme on l’a vu dans le chapitre 4, l'hémoglobine, l'eau, les lipides, etc 

absorbent la lumière ce qui limite la profondeur de pénétration de cette technique et ce qui représente son 

principal inconvénient. Ce phénomène est minimal entre 800 et 1000 nm, d’où l’intérêt de travailler dans 

cette plage de longueurs d’onde.[168] Pour des applications in vivo, la Cyanine 5.5 ou l’IRDye® 680 LT (fourni 

par Licor, Etats-Unis) semblent donc particulièrement intéressants. D’un autre côté, la Rhodamine B ou la 

Fluorescéine sont beaucoup moins chers : moins de 100 euros les 100 mg contre 300 euros le mg pour la 

Cyanine 5.5 ou l’IRDye® 680 LT. 

 

Pour les quatre fluorophores, le greffage sur les particules AGuIX se fait grâce à la présence des amines 

primaires à leur surface. Les réactions avec un ester NHS ou une fonction isothiocyanate ont été présentées 

dans les chapitres 1 et 2 et sont schématisées sur la Figure 5-9. La fluorescence est beaucoup plus sensible 

que l’IRM, afin d’obtenir une plateforme bi-modale IRM/fluorescence, nous avons donc fonctionnalisé les 

particules AGuIX avec 1 fluorophore pour 500 ou 1000 Gd3+. 
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Figure 5-9 : Greffage de fluorophores sur les particules AGuIX : Cyanine 5.5, Rhodamine B, Fluorescéine et IRDye® 680 LT. 

 

5.3.2 Mode opératoire et caractérisations des NPs 

Les protocoles ont été réalisés dans un souci de simplification afin que les manipulations puissent être 

réalisées très simplement et par tous les collaborateurs si le besoin se présentait. 

 

Mode opératoire : Les particules AGuIX sont redispersées dans l’eau ultrapure pour une concentration 

[Gd3+] = 100 mM pendant 1 h à température ambiante. Le pH après redispersion est vérifié, il est normalement 

de 7. Le fluorophore (1 fluorophore pour 500 ou 1000 Gd3+) est dissout juste avant utilisation dans du DMSO 

anhydre à 10 mg/mL, il est ensuite ajouté immédiatement et goutte à goutte aux NPs sous vive agitation. On 

laisse ensuite la réaction se dérouler pendant 5 h à l’abri de la lumière. Les particules sont diluées dans l’eau 

ultra pure pour avoir une proportion de DMSO inférieure à 4 % et purifiées par filtration tangentielle sur des 

membranes ayant un seuil de coupure de 5 kDa. A chaque cycle, on veille si possible à maintenir une 

concentration en gadolinium supérieure à 40 mM pour stabiliser les particules. Pour chaque cycle, le sous-

nageant est prélevé et analysé en absorbance UV-visible. Les purifications sont arrêtées lorsque le sous-nageant 

ne contient plus de fluorophore et lorsque la quantité de DMSO est inférieure à 0,5 %. En général, une 

purification par 20 est suffisante (~4 cycles). Finalement, les particules sont concentrées pour atteindre une 

concentration [Gd3+] d’environ100 mM, elles sont filtrées sur 0,2 μm puis lyophilisées pour leur stockage.  

 

Le rendement en gadolinium est déterminé par ICP-OES au laboratoire. Celui en fluorophore est déterminé 

par des mesures d’absorbance UV-visible à l’aide d’une courbe d’étalonnage réalisée dans l’eau pour le 

fluorophore non greffé. En général, les rendements pour ces synthèses sont élevés, que ce soit en gadolinium 

ou en fluorophores (~80 %). Cela s’explique par le fait que les conditions utilisées (pH, concentration, temps 
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de réaction et de purification) stabilisent les particules et évitent la formation de fragments. D’autre part, la 

fonctionnalisation est favorisée grâce au très large excès d’amine par rapport au fluorophore.  

En raison du très faible taux de fonctionnalisation (1 fluorophore pour 500 ou 1000 Gd3+), la taille et les 

propriétés magnétiques ne sont pas modifiées par le greffage du fluorophore sur les particules. La 

fonctionnalisation est vérifiée par HPLC comme présenté sur la Figure 5-10 dans le cas de particules AGuIX 

fonctionnalisées avec de la cyanine 5.5.  

 

 

Figure 5-10 : Chromatogramme des particules AGuIX@Cyanine5.5. Détection en absorbance à 295 nm (particules) et en 
fluorescence (cyanine) avec λexcitation = 675 et λémission = 694 nm. La corrélation entre les deux chromatogrammes indique 

que le greffage a bien eu lieu. 

 

Avec l’appareil HPLC disponible au laboratoire, on peut en effet détecter les particules en mesurant leur 

absorbance à 295 nm et enregistrer simultanément la fluorescence de la cyanine 5.5 (λexcitation = 675nm et 

λémission = 694 nm). On détecte un signal en fluorescence en même temps que les particules (τR ~ 12 min) 

mais plus aucune cyanine 5.5 non greffée (τR ~ 35 min). Seule une petite partie des particules est 

fonctionnalisée. En raison de la présence de la cyanine, leur surface est plus hydrophobe et donc leur temps 

de rétention plus long. Ceci explique la légère différence des temps de rétentions entre les 

chromatogrammes en absorbance et en fluorescence. 

 

5.3.3 Etude de la biodistribution des NPs AGuIX fluorescentes, publication  

 

5.3.3.1 Résultats 

Les particules fluorescentes ont été fournies à différents collaborateurs en France ou à l’étranger pour de 

nombreuses études portant sur leur toxicité ou leur localisation in vitro ou in vivo.  Les particules 

AGuIX@RhodamineB et AGuIX@Fluorescéine ont notamment été utilisées pour étudier l’élimination des 

particules par les reins. Les résultats ont été présentés en 2014 dans le journal ACS Nano.  
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Cet article présente une étude de l’élimination des particules AGuIX par les reins après injection 

intraveineuse sur un modèle de souris. Différentes techniques, présentant toutes des avantages et des 

inconvénients, ont été utilisées (Figure 5-11). Elles apportent des informations complémentaires du niveau 

subcellulaire au niveau de l’organe entier. Les techniques utilisées sont la spectroscopie sur plasma induit 

par laser (LIBS, laser-induced breakdown spectroscopy), la microscopie intravitale à deux photons, l’ICP-OES, 

la microscopie électronique à transmission (TEM, transmission electron microscopy), la spectrométrie de 

masse par électrospray (ESI-MS, electrospray ionization mass spectrometry) et l’histologie.  

 

 

Figure 5-11 : (a) Etude de l’élimination des particules AGuIX à l’aide de techniques complémentaires : le LIBS, la 
microscopie intravitale à 2 photons, la TEM, l‘ESI-MS et l’histologie. (b) Avantages et défauts de chaque technique. 

 

Le LIBS a permis de mettre en évidence, sur l’échelle de l’organe entier, une accumulation rapide dans les 

reins (dès les 5 premières minutes après injection intraveineuse) et une distribution hétérogène dans le 

cortex rénal.  Cette technique nécessite de fixer les échantillons avant analyse.  Pour éviter cela, des études 

en microscopie intravitale à deux photons ont été réalisées avec des AGuIX@RhodamineB sur les animaux 

vivants (Figure 5-12). Là encore, on observe une accumulation des particules dans les reins avec les 

premiers battements de cœur. La plus grande accumulation a lieu 4 h après administration des particules 

et la rétention tubulaire est hétérogène, en particulier 48 h après injection. Les mêmes résultats sont 

obtenus pour des particules AGuIX@Fluorescéine. Des mesures quantitatives ont aussi été obtenues par 

ICP-OES pour le rein entier ou des sections de rein. La grande sensibilité de la technique, a permis de 

déterminer que seule 0,5 % de la dose de particules injectée demeurait dans les reins 4 semaines après 

injection intraveineuse. Les résultats obtenus avec ces différentes techniques concernant la cinétique 

d’élimination des AGuIX sont similaires mais complémentaires en raison de différence d’échelle, de 

préparation d’échantillons ou de sensibilité. D’autre part, des mesures TEM ont révélé une accumulation 

des particules dans les tubules proximaux tandis que les tubules distaux éliminent rapidement les 

particules.   

Pour évaluer la biodégradation des particules, des mesures de spectrométrie de masse (ESI-MS) ont été 

réalisées et ont permis d’identifier les produits éliminés par les urines. Dans un premier temps, un mélange 



Annexes 

238 
 

de nanoparticules de petites tailles et de fragments est détecté. Ces fragments proviennent de l’hydrolyse 

des liaisons -Si-O-Si- du cœur de polysiloxane après dilution des particules dans le sang.  Au bout de 

quelques minutes, des nanoparticules entières sont éliminées.  

Finalement, l’impact des particules sur la fonction rénale a été évalué par des analyses histologiques ainsi 

que des mesures du taux de créatinine dans le sérum. Les analyses histologiques ont été faites après des 

injections répétées de particules AGuIX (1 fois par semaine durant 3 semaines). Elles ont révélé un très 

faible impact sur la fonction rénale et la microstructure des reins avec une vacuolisation faible et temporaire 

des tubules proximaux. 

 

 

Figure 5-12 : Images obtenues par microscopie intravitale à 2 photons sur des reins de souris, de 5 min à 2 semaines 
après injection intraveineuse de 200 μL de particules AGuIX@RhodamineB (rouge) à 40 mM en Gd3+. Le noyau et les 

vaisseaux ont été colorés par injection de 50 μL d’une mixture de Hoechst 33342 (bleu) et FITC-Dextran 70 kDa (vert) 
5 minutes avant acquisition. Echelle : 20 μm. Les NPs atteignent le rein dès 5 min après l'injection (signal rouge diffus 
observé dans les vaisseaux sanguins et les tubules). Au bout de 1 h, les NPs sont extravasées et atteignent les tubules 

(taches rouges distinctes à l'intérieur des cellules tubulaires). Au bout de 2 semaines, le très faible signal rouge indique 
une élimination efficace des particules.  

 

Tous ces résultats ont permis de mieux comprendre l’élimination des particules AGuIX (dégradation des 

particules, voie et cinétique d’élimination). Elle se fait par voie rénale et l’impact de multiples injections sur 

les reins reste faible et temporaire. Cette étude présente donc des résultats indispensables et encourageants 

concernant les particules AGuIX dans l’objectif d’un passage en clinique.   
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5.3.3.2 Publication 
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