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INTRODUCTION GÉNÉRALE 

 Les nanotechnologies connaissent un essor sur le plan scientifique et industriel. 

L’explosion du nombre de publications et de brevets dans ce domaine ces dernières 

décennies montrent la forte attractivité de ce domaine. L'or est un métal noble, convoité par 

les hommes depuis les civilisations antiques. Contrairement à bien d'autres métaux, son 

caractère inerte l'affranchi de l'oxydation naturelle ce qui lui permet de conserver sa 

brillance éclatante à travers les âges. Sur le plan historique, l'or a évidement été un matériau 

de base pour la création d'objets de luxe mais aussi le premier étalon monétaire mondial. La 

communauté scientifique a étudié l'or sous forme de complexes moléculaires, comme 

composé essentiel pour le développement de catalyseur ou encore de drogues pour le 

traitement de l'arthrose. À l'échelle nanométrique, l'or possède des propriétés différentes du 

matériaux massif qui seront exploitées pour l'élaboration de nouvelles technologies. 

L'émergence des nanoparticules d'or, comme produit de synthèses chimiques, laisse 

entrevoir un vaste champ de recherche et notamment pour le développement de nouveaux 

outils pour les sciences biomédicales. 

 L’objectif de ce travail consiste à proposer des nouvelles synthèses de nanoparticules 

d'or en une étape à l'aide de molécules phosphorées bifonctionnelles pour en contrôler la 

morphologie ainsi que la nature chimique de son habillage. Ces nano-objets sont par la suite 

évalués en tant que plateformes fonctionnalisées pour le couplage de composés modèles.  

 Le premier chapitre rappel les propriétés optiques des nanoparticules d'or. Par la suite 

est établit l'état de l'art des synthèses en phase aqueuse ainsi que les différentes méthodes 

d'habillage et de fonctionnalisation. Les principales applications en nanomédecine sont 

décrites brièvement et illustrées par des exemples de la littérature. 

 Le second chapitre est consacré à l’élaboration de nanoparticules d'or sphériques à 

l'aide d'un composé bisphosphonate portant une double liaison éthylènique en bout de 

chaine : le HMBPène. Après avoir caractérisé leur propriétés physico-chimiques, nous 

décrivons l'influence des paramètres réactionnels sur leur morphologie. Leur stabilité est 

évualuée en comparaison avec des nanoparticules « citratées » communément utilisées en 

phase aqueuse. 

 Dans le troisième chapitre, différentes réactions sont évaluées pour réaliser le 

couplage de composés modèles sur les nanoparticules Au@HMBPène. La cycloaddition des 

composés tétrazines s'étant révélée efficace, nous détaillons sa réactivité et nous 

l'appliquons à un fluorophore utilisé couramment en biologie. 
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 Le quatrième chapitre est consacré à l’élaboration de nanoparticules d'or habillées 

par des polymères dérivés du HMBPène : les HMBP-PEG. Ces dispersions qui présentent une 

stabilité améliorée en milieu physiologique, sont également étudiée comme plateforme pour 

le couplage d'un fluorophore. Dans un deuxième temps nous évaluons leur toxicité sur des 

cellules de la prostate. 

 Enfin, le dernier chapitre décrit deux perspectives possibles pour les applications 

thérapeutiques des nanoparticules d'or synthétisées avec les molécules phosphorées. Dans 

un premier temps nous discutons de la synthèse de nanoparticules Au@Alendronate et de 

leur propriétés anti-tumorales que nous comparons aux nanoparticules Au@HMBPène. Puis 

nous proposons dans un second temps un protocole pour la synthèse de nanoparticules d'or 

multicoeur à l'aide d'un composé HMBP-PEG. 
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Chapitre 1 : LES NANOPARTICULES D'OR ET LEURS APPLICATIONS EN 

NANOMÉDECINE 

 

 Dans ce chapitre nous commencerons par définir ce qu’est une dispersion de 

nanoparticules (NPs) d’or, puis nous décrirons leurs propriétés optiques. Nous présenterons les 

différentes voies de synthèse en milieu aqueux en soulignant le rôle des composés 

organiques pour le contrôle de la morphologie, de la stabilité et de la fonctionnalisation de 

surface des NPs. Pour finir, nous donnerons des exemples d'applications des NPs d'or en 

nanomédecine. 

 

1. Définitions 

 La littérature destinée au grand public ne donne que peu de détails concernant la 

thématique des NPs. On trouve néanmoins dans les dictionnaires quelques définitions de 

termes associés, qui situent le contexte de notre objet d'étude. Le dictionnaire Larousse nous 

propose : 

Nanosciences 

Domaine de la science (spécialement de la physique, de la chimie et de la biologie) portant 

sur l'étude des phénomènes observés dans des structures et des systèmes extrêmement 

petits, mesurables en nanomètres, et possédant des propriétés qui découlent spécifiquement 

de leur taille. 

 

Nanotechnologies 

Domaine de la science dont la vocation est l'étude et la fabrication de structures (appelées 

nano-objets) dont les dimensions sont comprises entre 1 et 1 000 nanomètres (nm). 

 

 Nous nous intéressons donc à des nano-objets afin de valoriser leurs propriétés. Nous 

parlons plus généralement de l'étude des nanomatériaux, au sens où, un matériau est de la 

matière que l'on a transformée afin d'assurer une fonction. Deux approches pour 

l'élaboration de nanomatériaux peuvent être distinguées : 

- l'approche « top-down » qui consiste à partir du matériau massif pour former des 

grains. 

- l'approche « bottom-up » qui consiste en l'assemblage d'atomes pour former des 

agrégats nanométriques. 
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 Nous traiterons dans ce travail l'obtention de NPs d'or conçues par l'approche dite 

« bottom-up ». Ces NPs contiennent donc un nombre fini d’atomes : environ 40 atomes pour 

une particule de 1 nm à plusieurs millions d’atomes pour une particule de 100 nm. 

 L'or est un métal noble, diamagnétique, de configuration électronique [Xe]4f145d106s1 

et sa structure cristalline est de type cubique face centrée. D’un point de vue géométrique, 

la diminution de taille provoque une augmentation du rapport surface/volume. La proportion 

d’atomes de surface augmente donc par rapport aux atomes de volume, à mesure que la 

taille des particules diminue. Cette forte proportion d’atomes en surface confère ainsi au 

matériau nanométrique des propriétés optiques bien différentes du matériau massif. 

 

2. Propriétés optiques des nanoparticules d'or 

 Les dispersions de NPs d'or sont caractérisées par leurs colorations vives. La coupe de 

Lycurgus en est un exemple historique des plus célèbres : conçue au 4ème siècle par les 

romains, elle présente des inclusions nanométriques d'or et d'argent immobilisées dans la 

matrice de verre.1 Éclairée de l'intérieur, la lumière transmise à travers les parois de la coupe 

apparait rouge (Figure 1 a). Tandis que si on l'éclaire de l'extérieur la lumière apparait verte 

(Figure 1 b). Ces éclairages permettent de visualiser respectivement deux phénomènes 

optiques : l'absorption et la diffusion de la lumière en interaction avec les NPs (Figure 1 c). 

 

Figure 1. Coupe de Lycurgus ( The British Museum) éclairée de l'extérieur (a) et 

l'intérieur (b) ; Interactions d'une nanoparticule métallique avec la lumière(c) 

 

 L'étude de Faraday sur les propriétés optiques des nano-objets métalliques marque le 

début d'un intérêt croissant des scientifiques pour cette thématique.2 Il décrit la formation de 

« l'or colloïdal » par la réduction d'un complexe de chloraurate [AuCl4]- à l'aide de phosphore 
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en solution dans du sulfure de carbone et étudie les propriétés optiques de films colloïdaux 

soumis à des pressions mécaniques. De façon plus générale, on parle de suspension 

colloïdale pour les systèmes composés d'une phase solide dispersée dans une phase liquide.  

 Les propriétés optiques des NPs d’or sont influencées par un phénomène physique qui 

leur est propre : la résonance plasmon de surface. Ainsi les propriétés optiques des nano-

objets diffèrent du matériau massif. Ce phénomène correspond à la polarisation du métal 

sous l'effet de la lumière et provoque une oscillation collective des électrons de conduction 

(Figure 2). Dans le cas de l'or, de même que pour les autres métaux nobles, l'absorption est 

intense dans le domaine du visible. 

 

Figure 2. Résonance Plasmon de Surface3 

 

 2.1. Réponse optique des NPs d'or sphériques selon le modèle quasi-

statique 

 La réponse optique des nanoparticules d’or sphériques peut être simulée en utilisant 

une approche dite quasi-statique.4 Dans cette approche, on considère la NP comme une 

sphère métallique dans un milieu diélectrique, en interaction avec une onde plane 

électromagnétique monochromatique E de pulsation ω. Pour des tailles D suffisamment 

faibles par rapport à la longueur d'onde optique λ (D ≤ λ /10), on se place dans le cadre de 

l'approximation quasi-statique. La section efficace d'extinction, somme des sections efficaces 

de diffusion et d'absorption, est dominée par cette dernière. Le champ est uniforme à 

l'intérieur de la sphère et le temps de propagation est considéré comme faible devant la 

période d'oscillation. On se base donc sur le modèle électrostatique de la polarisation d'une 

sphère dans un champ uniforme (Figure 3). 
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Figure 3. Particule sphérique en interaction avec une onde électromagnétique dans le 

cadre de l'approximation quasi statique. 

 

Le champ électrique interne Ei est donc donné par : 

 

avec εm la constante diélectrique réelle du milieu environnant, ε(ω) = ε1(ω)+iε2(ω) la matrice 

diélectrique complexe du matériau et f(ω) est le facteur d'exaltation.  

 L'accumulation de charges à l'interface sphère-matrice créé un champ à l'extérieur 

de la sphère. Le dipôle induit par ce champ est de moment PS : 

 

avec ε0 la permittivité diélectrique du vide et Vnp le volume de la nanoparticule. 

 La surface d'extinction Sext est alors : 

 

 Pour un ensemble de Nnp sphères identiques, diluées dans un volume V suffisamment 

grand pour être indépendantes des interactions électromagnétiques, la constante 

diélectrique effective selon le modèle de Maxwell-Garnett5 s'exprime : 

 

(1) 

(2) 

(3) 

(4) 
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avec la fraction volumique p = NnpVnp/V. 

 Pour une lumière incidente d'intensité I0, l'intensité transmise It par le milieu d'épaisseur 

L s'exprime : 

 

 Dans les conditions décrites précédemment le coefficient d'absorption du milieu (w) 

est alors : 

 

avec c la célérité de la lumière. 

 Le facteur |f(ω)|² peut être résonnant si ε1 est négatif, condition réalisée quand la 

contribution des électrons de conduction à la constante diélectrique domine. L'exaltation de 

l'absorption a lieu au voisinage de la fréquence ωR pour laquelle le dénominateur est 

minimum : c'est la résonance plasmon de surface. Ce phénomène, purement diélectrique, 

résulte donc de l'exaltation de l'amplitude du champ électrique interne Ei par rapport au 

champ incident E. Or la constante diélectrique du métal s'exprime comme somme de deux 

contributions (Figure 4): 

- La contribution intrabande associée aux transitions optiques des électrons de 

conduction, décrite par le modèle de Drude.6 

 

avec ωP est la fréquence plasma du métal et γ0 le taux de collision optique des 

électrons. 

- La contribution interbande associée aux transitions optiques entre deux bandes 

électroniques. Dans le cas des métaux nobles elle intervient essentiellement entre les 

bandes d et la bande de conduction sp. 

(5) 

(6) 

(7) 
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Figure 4. Contributions interbandes et intrabandes 

 

 Pour des NPs d'or ou de cuivre les transitions interbandes sont partiellement 

superposées avec la résonance plasmon de surface, ce qui n'est pas le cas des NPs d'argent. 

Ainsi la fréquence de résonance des NPs métalliques sphériques est principalement modifiée 

par la nature du métal et leur environnement, de par leurs constantes diélectriques (Figure 5). 

 

Figure 5. Spectres d'absorption calculés dans l'approximation quasi statique pour des 

nanosphères d'argent et d'or de diamètre respectifs D = 26 et 20 nm dans le vide (εm = 1) et 

dans différentes matrices : eau (εm = 1,77), silice (εm = 2,15) et alumine (εm = 3,1)7 
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 2.2. Réponse optique des NPS d’or sphériques selon le modèle de Mie 

 Pour des nanosphères de taille D ≥ λ /10 l'approximation quasi-statique n'est plus 

valable. On applique alors le modèle de Mie8, qui définit les sections efficaces de diffusion 

Sdiff et d'extinction Sext : 

 

 

 Les coefficients al et bl sont définis par 

 

 

avec ψl et ξl les fonctions de Riccati-Bessel d'ordre l, x la taille de la nanosphère et m son 

indice de réfraction normalisé. 

 On observe alors un déplacement vers les plus grandes longueurs d'onde ainsi qu'une 

augmentation de la largeur et de l'intensité de la bande de résonance (Figure 6). Pour D ≥ 50 

nm la diffusion n’est plus négligeable par rapport à l'absorption (Figure 6 c). 

 

Figure 6. Spectres calculés des sections efficaces d'absorption Sabs (tirets rouges), de 

diffusion Sdiff (pointillés noirs), et d'extinction Sext (vert) pour des nanosphères d'or de diamètre 

D = 20 nm (a) ; D = 40 nm (b) et D = 80 nm (c)9 

(8) 

(9) 

(10) 

(11) 
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 2.3. Cas des NPs d’or non-sphériques : les ellipsoïdes 

 La forme du nano-objet influence sa réponse optique de manière importante. Nous 

abordons ici brièvement les cas des ellipsoïdes car il est comparable à celui des sphères. Les 

expressions des sections efficaces de diffusion et d'extinction s'expriment pour une 

polarisation de l'onde incidente suivant un axe i=x,y ou z (Figure 7).4 

 

 

 On introduit donc un coefficient géométrique additionnel Li : 

  

 

Figure 7. Ellipsoïdes prolates (a ≥ b = c) et oblates (a = b ≥ c) 

 

 Pour Nnp ellipsoïdes orientés aléatoirement, on exprime les sections efficaces du 

matériau : 

  

 Dans la pratique, les NPs de forme ellipsoïde que l'on appelle nanobâtonnets 

présentent deux fréquences de résonance. En effet, selon la position de l’objet par rapport 

au champ électrique, la résonance plasmon est soit transverse, soit longitudinale. La 

(12) 

(14) 

(13) 

(15) 
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résonance plasmon transverse a lieu selon l’épaisseur du nano-bâtonnet qui est l’axe court, 

c’est donc la résonance qui se produit à plus basse longueur d’onde. La résonance plasmon 

longitudinale a lieu selon la longueur du nanobâtonnet et engendre donc un pic 

caractéristique à plus grande longueur d’onde (Figure 8). 

 

 

Figure 8. Variation de l'absorbance de nanobâtonnets d'or pour des ratios d'aspect 

obtenus par ajout croissant d'ions Ag+10 

 2.4. Photo-luminescence des NPs d'or 

 C'est à partir des années 2000 que les propriétés luminescentes des NPs d'or ont été 

étudiées.11 Les travaux de Bigioni et al. révèlent que des NPs d'or d'environs 1 nm de diamètre 

peuvent être excitées et émettre dans le domaine du proche infrarouge.11d Il est postulé que 

des transitions électroniques interviennent entre les bandes 5d et les bandes 6sp avec 

l'absorption et l'émission de photons (Figure 9). Ces propriétés peuvent également dépendre 

des paramètres tels que la taille des NPs11c, 12 ou la nature de l'habillage.11a, 11c Les corrélations 

observées entre le spectre d'excitation et le spectre d'adsorption confirment l'importance de 

la résonance plasmon dans ce type de phénomène.11c, 12a 
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Figure 9. Excitations et émissions interbandes des NPs d'or11d 

 

 2.5. Enjeux 

 Les propriétés optiques des NPs d'or sont donc liées au phénomène de la résonance 

plasmon qui est un phénomène purement diélectrique et essentiellement dépendant de la 

taille, de la morphologie de la particule mais aussi de son environnement. La synthèse de ces 

nanomatériaux doit donc permettre un contrôle des paramètres comme la taille, la forme, 

l'habillage et la stabilité pour un milieu donné. 

 

3. Synthèse et fonctionnalisation des nanoparticules d'or en phase 

aqueuse 

 Dans cette partie nous décrirons les principales voies de synthèses des NPs d’or en 

phase aqueuse ainsi que les propriétés chimiques et la réactivité des composés qui 

constituent leur habillage. 

 

 3.1. Synthèse de Turkevich 

 Nous allons aborder dans ce paragraphe le cas classique des NPs d'or dites 

"citratées". La synthèse proposée par John Turkevich et al. en 195113 fait figure de référence 

historique pour la communauté scientifique car ils ont établi un protocole simple qui permet 

d'obtenir des NPs sphériques de taille contrôlée en milieu aqueux. La toute première étude 

sur le sujet fût néanmoins réalisée par Hauser et al. en 1940 dans un ouvrage intitulé 
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Experiments in Colloid Chemistry.14 Bien que largement utilisée, il existe encore aujourd'hui 

différentes interprétations théoriques quant à la formation de ces NPs. Nous donnerons 

d'abord quelques éléments concernant le principe de cette réaction chimique, puis nous 

confronterons les différents modèles proposés pour le mécanisme de formation des 

nanosphères. Nous étudierons également les différentes adaptations proposées plus 

récemment, afin de comprendre leurs améliorations et leurs contributions à la 

compréhension du mécanisme global. 

 

  3.1.1. Principe 

 La synthèse de NPs d'or, comme toute réaction de cristallisation, nécessite de former 

un réseau cristallin. On utilise dans le cas de cette synthèse un sel précurseur d'Au(III) solubilisé 

dans l'eau sous forme d'un complexe [AuCl4]- que l'on réduit pour former le métal neutre 

Au(0) à l'aide des ions citrates (Ct). Le phénomène d'oxydoréduction observé par Turkevich 

et al.13 a été reformulé à plusieurs reprises notamment par Kumar et al.15 puis par Ojeaz-

Jiménez et al.16 Ce dernier a également réalisé une étude par DFT (Density Functional Theory) 

pour détailler le mécanisme d'oxydoréduction.17 Le mécanisme de synthèse est donc 

formalisé en un processus multi-étapes (Figure 10). Après un échange de ligand dans la 

sphère de coordination du complexe d'or, le citrate s'oxyde en dicarboxylate d'acétone 

tandis que l'Au(III) se réduit en Au(I). Une réaction de dismutation intervient alors pour former 

le métal neutre Au(0) et le complexe [AuCl4]- initial. 

 

Figure 10. Réduction multi-étapes d'un complexe [AuCl4]- par les ions citrates selon Ojea-

Jiménez et al.16 : (a) échange de ligand, (b) décarboxylation puis (c) dismutation 

 

 L'oxydation de l'acide citrique, étudiée par Kuyper et al.18 et Turkevich et al., montre 

que le dicarboxylate d'acétone joue un rôle de catalyseur dans la formation des NPs d'or. Ce 

composé se dégrade en acétone, également réducteur des complexes d'Au(III).13, 19 Il a été 
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également proposé que ce composé formerait un complexe macromoléculaire avec les 

ions Au(I), une sorte de matrice pour initier la nucléation13, 20. Cependant les récentes 

expériences de Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) réalisés par Doyen et al. n’ont pas 

confirmé cette dernière hypothèse.21 Ce modèle est similaire à la théorie de nucléation par 

diffusion proposée par LaMer et al.22 (Annexe 1) puisqu'ici, la nucléation commence lorsque 

la concentration en or est suffisante pour former un nucléi dont le rayon est supérieur ou égal 

au rayon critique. La croissance cristalline se réalise sur des germes jusqu'à ce que la réaction 

de réduction de l'or ionique soit totale. 

 La stabilité colloïdale des NPs est due à la présence de molécules de citrate 

adsorbées sur leur surface. À pH basique, neutre ou faiblement acide les groupements 

carboxylates induisent un potentiel  (définit en Annexe 2) négatif sur les particules qui se 

repoussent mutuellement : on parle de stabilisation par répulsion électrostatique. La récente 

étude de Park et al. par spectroscopie infrarouge par transformée de Fourier (IRTF) et 

spectroscopie par diffusion de photoélectrons X (XPS - définit en annexe 3) propose un 

modèle de structure en bicouche d'ions citrates.23 Le groupement carboxylate central se lie 

à un atome d'Au(I) tandis que les autres groupements forment des liaisons hydrogène 

intermoléculaires (Figure 11). 

 

Figure 11. Structure des ions citrates adsorbés en surface des NPs d'or23 

 

  3.1.2. Études du mécanisme de formation des NPs 

 S’il est communément admis que la formation des NPs d'or passe par une étape de 

nucléation puis de croissance cristalline autour des germes formés, le mécanisme global est 

sujet à de nombreuses interprétations divergentes que l'on peut classer selon trois grandes 

orientations : 

- la théorie des intermédiaires nanofils 

- la théorie nucléation - croissance par diffusion 
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- la théorie des intermédiaires par agrégation réversible 

Intermédiaires nanofils 

 Pei et al. observent pour la première fois en 2004 la formation de nanofils pour des 

ratios Ct:Au faibles. Il constate que ces objets sont polycristallins et se forment par agrégation 

entre particules.24 Néanmoins ils ne formulent pas d'hypothèses mécanistiques de formation 

des nanosphères à proprement parler. 

 Ji et al. montrent dans leurs travaux que le citrate, en plus de réduire et stabiliser les 

particules, joue un rôle de tampon. Cette propriété influence de façon déterminante la taille 

finale des NPs obtenues. Ils observent en effet que le diamètre des NPs diminue jusqu'à un 

minimum puis augmente pour des ratios Ct:Au croissants (Figure 12). 

 

Figure 12. Clichés par microscopie électronique à transmission (MET) des NPs d'or obtenues 

pour différents ratios citrate/or (a-e) et résumé des diamètre moyens mesurés selon la 

méthode de Ji et al.25 

 

 À partir de ces observations par MET et spectroscopie d'absorption ultraviolet-visible 

(UV-Vis), il est proposé un modèle de mécanisme dépendant du pH : 

- À pH acide : une formation rapide de nucléis, suivie d'une agrégation aléatoire / 

formation de nanofils. Dans un deuxième temps ces nanofils vont se réarranger en 

sphères par « murissement », c'est à dire que les atomes d'or vont migrer par diffusion. 

- À pH basique : une formation moins rapide de nucléis puis une croissance cristalline 

par diffusion lente.  

 L'étape clé qui définit le mécanisme de la réaction selon Ji et al. est l'échange de 

ligand qui survient avec les ions HO- dans la sphère de coordination du complexe d'Au(III). En 
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effet, la cinétique de réduction du complexe d'or dépend de l'avancement de son hydrolyse 

(Figure 13). 

 

Figure 13. Modèle de Ji et al. : mécanisme pH-dépendant25 

 

 L'influence de la charge de surface sur l'agrégation des nucléis a été étudiée par 

Zhao et al., confirmant l'apparition de nanofils intermédiaires.26 

 

Nucléation - croissance par diffusion 

 Une approche détaillée du mécanisme nécessite de suivre le processus de formation 

des nanocristaux en cours de réaction.  

 Takiyama et al. réalisent en 1958 la première étude de l'évolution du nombre de NPs 

au cours de la réaction ainsi que l'influence de la température et de la quantité initiale d'or 

sur la taille finale des NPs.27 Il détermine que le nombre de NPs reste constant après l'étape 

de nucléation, que la taille diminue avec l'augmentation de la quantité d'or et augmente 

avec la température. Sur ces fondements, il apparait que la croissance cristalline est 

contrôlée par la diffusion des ions autour des germes 

 A contrario la célèbre étude de Frens de 1973 montre que, pour une quantité initiale 

d'ions citrates décroissante et une concentration en or constante, la taille finale des NPs 

augmente.28 Cette différence de résultats s'explique simplement par le fait que les auteurs 

ont travaillé sur deux gammes de ratio Au:Ct différentes. Comme montré précédemment, il y 

a deux types d’évolution de la taille suivant le ratio Au:Ct. Néanmoins dans cette étude, 

Frens considère également que la taille finale est déterminée par le nombre de germes. 

 C'est bien plus tard, en 2010, qu'un premier modèle complet est proposé par Polte et 

al.29 À l'aide d'un montage qui permet une mesure par diffusion des rayons X aux petits 

angles (Small Angle X-ray Scattering - SAXS) et spectrométrie d’absorption des rayons X (X-ray 

Absorption Near Edge Structure - XANES) in situ,30 les auteurs réalisent une étude de la 

cinétique de réduction de l'or en parallèle de l'évolution de la taille des nanosphères. Quatre 
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phases distinctes dans le mécanisme sont observées: une nucléation rapide, suivit d'une 

coalescence des nucléis, puis une croissance lente autour des germes et enfin une dernière 

étape de croissance rapide jusqu'à ce que la réaction soit totale (Figure 14). 

 

Figure 14. Modèle de Polte et al. : formation des NPs en 4 étapes*29 

 

 Georgiev et al. réalisent en 2012 une étude combinant des analyses par microscopie 

à force atomique (Atomic Force Microscopy AFM), diffusion dynamique de la lumière 

(dynamic ligth scattering - DLS ; définit en annexe 2) et MET 31. Ils proposent un mécanisme 

dont les deux processus clés seraient une nucléation lente, continue et homogène suivie 

d'une croissance cristalline autocatalysée. 

 La récente étude de Wuithschick et al. donne incontestablement une vue 

d'ensemble du mécanisme selon l'hypothèse de la croissance par diffusion.32 En reprenant les 

travaux de Polte et al. évoqués ci-dessus, les auteurs s'attachent à démontrer qu'il n'existe 

pas d'intermédiaires sous forme de nanofils ou d'agrégation réversible, car non observés par 

les méthodes de diffusion des rayons X aux petits angles in situ. Les méthodes ex situ utilisées 

jusqu'alors (spectroscopie d'absorption UV-Vis, MET et AFM par exemple) sont jugées non 

appropriées, et porteraient à confusion sur un fait expérimental remarquable : l'apparition 

d'une couleur bleu-grise dans les premiers instants de la réaction, avant que la solution se 

teinte en rouge pour des NPs de 15-20 nm de diamètre. Cette coloration intermédiaire serait 

en fait due à la présence d'or ionique dans la double couche électrique. Elle établit 

également que la taille finale des NPs est déterminée au moment de la formation des 

germes (Figure 15), et qu'elle est contrôlée par le nombre de germes. Ce nombre est en fait 

déterminé par la quantité d'Au(0) et la taille des germes. Les études de Ji et al. évoquées 

dans la partie précédente relatent l'importance du pH réactionnel, Wuithschick et al. 

définissent alors l'intervalle de pH dans lequel leur mécanisme reste valide. 

                                                           
*
 La notation Au

III
, communément utilisée dans la littérature désigne l'ensemble des complexes d'or issus de 

l'acide chloraurique, quelque soit leur niveau d'hydrolyse. 
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Figure 15. Expérience de Wuitchick et al. : des prélèvements sont effectués à différents 

temps de réactions (a), l’avancement est évalué par l’évolution de l’absorbance à 400 nm 

(b) puis le diamètre final est déterminé après quatre jours à température ambiante pour 

chacun d’entre eux (c)32 

Intermédiaires par agrégation réversible 

 D'autres auteurs ont soutenu l'hypothèse de la formation d'agrégats intermédiaires où, 

contrairement au modèle des nanofils, ce phénomène serait réversible (Figure 16). 

 

Figure 16. Modèle général de l'agrégation réversible 
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 Chow et al. proposent en 1994 le premier modèle incluant une agrégation 

intermédiaire réversible en se basant sur des mesures en spectroscopie UV-Vis, en mobilité 

électrophorétique, en DLS et par des observations en MET.33 L'influence de la quantité initiale 

d'or sur une plus large gamme que celle de Takiyama et Frens est également étudiée. Il est 

ainsi montré que le diamètre diminue jusqu'à un minimum puis augmente avec la quantité 

d'or.† 

 Rodrigez-Gonzalez et al. réalisent une étude électrochimique pour valider l'hypothèse 

de l'agrégation intermédiaire. En mesurant l'évolution du potentiel par rapport à une 

électrode d'argent, ils observent une chute de 0,75 V à 0,1 V qui est attribué à la peptisation 

des agrégats.34 

 C'est l'étude de Mikhlin et al. qui révèle pour la première fois la contradiction 

qu'apportent les analyses SAXS par rapport aux méthodes ex situ.35 Plutôt que d'agrégats à 

proprement parler, il propose la formation de gouttelettes denses quasi-liquides dans 

lesquelles a lieu la croissance cristalline(Figure 17). 

 

Figure 17. Modèle de Mikhlin et al. : formation de goutelettes quasi-liquides35. 

 

Bilan 

 Bien d'autres études ont été menées pour tenter d'élucider le mécanisme complexe 

de synthèse de Turkevich sans forcément confirmer l'un de ces trois modèles. Kumar et al. 

proposent un modèle théorique et quantitatif basé sur l'étude cinétique des différentes 

réactions chimiques impliquées dans la réduction de l'Au(III) en Au(0).15 Le modèle de 

Patungwasa et al. rationalise l'évolution du diamètre final des nanosphères en fonction de 

l'état de charge des ions citrates, paramètre qui détermine la stabilité des états 

intermédiaires.36 A mi-chemin entre les modèles nanofils et agrégation réversible, Pong et al. 

proposent la formation de longs fils en réseau qui se dissocient en particules individuelles.37 

                                                           
†
 Conformément aux résultats obtenus par Ji et al. en 2007 que nous avons évoqués précédemment. 
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 La diversité des formes anisotropiques observées par microscopie électronique laisse 

penser que cette méthode n'est pas appropriée pour caractériser les états intermédiaires en 

solution. Les méthodes de mesure in situ proposées par l'équipe de Polte apparaissent plus 

pertinentes bien que le mécanisme proposé ne soit valable que dans une gamme de pH 

restreinte. En effet, une récente étude du même groupe montre que des NPs d’or 

monodisperses ne peuvent être obtenues de façon reproductible que dans des conditions 

de mono-protonation des ions citrates.38 La complexité du phénomène tient à son étroite 

dépendance d'un grand nombre de paramètres cinétiques (réduction des ions Au(III), 

formation des nucléis, croissance cristalline) et thermodynamiques (hydrolyse du complexe 

[AuCl4]- en [AuCl4-x(OH)x]-, protonation des ions citrates, stabilité des NPs à leurs différents 

stades de croissance). 

 

3.1.3. Adaptations 

 La synthèse de Turkevich, fréquemment utilisée depuis que la communauté 

scientifique porte un intérêt pour les NPs d'or en solution aqueuse a néanmoins connu de 

nombreuses variations du protocole originel. La première étant évidemment celle proposée 

par Frens et al. qui permet d'obtenir des NPs relativement homogènes en augmentant leur 

taille de 16 nm à 147 nm de diamètre par l'ajout de quantités décroissantes de solution de 

citrate de sodium.28 

 En 2006 Kimling et al. réalisent des synthèses de NPs Au@Ct sous irradiation UV à 

température ambiante qui permettent de garder une forme sphérique pour des plus grandes 

tailles.39 Cependant les résultats sont plus homogènes lorsqu'ils utilisent l'acide ascorbique 

pour réduire les ions d'or et le citrate uniquement comme chélatant. 

 Dans les mêmes travaux que cités précédemment Ji et al. mettent au point une 

variation de la méthode de Frens et al. pour le contrôle de la taille des nanosphères.25 Plutôt 

que de faire varier le ratio Ct:Au, les auteurs changent le pH réactionnel ce qui permet 

d'améliorer l'indice de polydispersité des différentes synthèses (Figure 18). 
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Figure 18. Variation du pH réactionnel pour un ratio Ct:Au constant versus méthode de 

Frens pour le contrôle de la taille des NPs.25 

 

 L'influence des paramètres intensifs tels que la concentration et les ratios de réactifs 

sur la taille et la polydispersité des NPs d'or citratées a été étudiée en détail par Zabetakis.40 

La synthèse de Turkevich n'est viable que dans des conditions diluées (autour de 1 mM en or) 

et pour un ratio Au:Ct qu'il convient d'optimiser. 

 Plus simplement, certains auteurs ont inversé l'ordre d'introduction des réactifs. Au 

contraire de la méthode classique, c'est la solution de citrate que l'on porte à ébullition et sur 

laquelle on ajoute la solution d'acide chloraurique.41 Les NPs ainsi obtenues sont de tailles plus 

faibles (environ 9 nm de diamètre). Une synthèse des NPs dans le D2O a également été 

réalisée par Ojea-Jiménez et al., diminuant la diamètre à environ 5 nm (Figure 19).16 

 

Figure 19. Photographie par MET de NPs d'or synthétisées dans le D2O16 

 

 Xia et al. proposent en 2010 d'utiliser le nitrate d'argent comme catalyseur pour 

oxyder le citrate et met en place un protocole permettant d'obtenir des NPs quasi-sphériques 

pour des diamètres allant de 10 nm à 40 nm.42 
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 Il a également été montré par Schulz et al. que l'ajout d'éthylène diamine tétra-

acétique (EDTA) permet de diminuer drastiquement le coefficient de variation de la 

distribution de taille obtenue et améliore le coefficient de circularité (Figure 20).43 

 

Figure 20. Adaptation de Schulz et al. pour la synthèse de Turkevich : effet sur la 

distribution de taille43 

 

 Bien d'autres modifications du protocole de Turkevich ont été réalisées jusqu'à 

maintenant, notamment celle où un réducteur fort remplace le citrate pour accélérer la 

réduction et générer des NPs de taille plus faible. La méthode « seeding-growth » consiste à 

introduire ces germes synthétisés préalablement dans une solution de croissance pour former 

des particules plus larges, augmentant ainsi la gamme de NPs sur des diamètres de 5 à 40 nm 

ou de 15 à 300 nm selon les études (Figure 21).44 

 

Figure 21. Images par MET de NPs d'or de (a) 15 ± 2 nm, (b) 31 ± 3 nm, (c) 69 ± 3 nm, (d) 

121 ± 10 nm, (e) 151 ± 8 nm et par microscopie électronique à balayage (MEB) (f) 294 ± 17 

nm. Barre d'échelle de 200 nm pour les images a-c et 500 nm pour les images d-f44a 

 

  



 

38 

 3.2. Autres synthèses en milieu aqueux 

 Il existe actuellement de très nombreuses façons de synthétiser des NPs d'or et nous 

tenterons ici de montrer leur diversité par les réactifs qu'elles mettent en jeu. Si le complexe 

précurseur le plus utilisé est l'acide chloraurique, les synthèses se différencient par la nature 

des réducteurs et les ligands introduits. Nous distinguerons ici deux catégories de synthèses : 

- Les synthèses où le composé réducteur est aussi le ligand, c'est notamment le cas de 

la synthèse de Turkevich. Le ligand, généralement introduit en excès, participe au 

processus d'oxydoréduction du complexe d'or et stabilise les nanocristaux formés. 

- Les synthèses faisant intervenir un réducteur et un ligand distincts. 

 

  3.2.1. Synthèses avec un ligand réducteur 

 La valorisation de la biomasse est actuellement un des critères majeurs de la chimie 

verte, c’est pourquoi de nombreuses synthèses de NPs d’or ont été réalisées à l’aide de 

molécules naturelles. Dans la famille des acides carboxyliques et de leurs conjugués 

carboxylates, un exemple courant est celui de l’acide gallique, un composé capable de 

s’oxyder sous sa forme quinone.45 Ces NPs ont été utilisées pour leur activité antibactérienne46 

ainsi que pour la détection colorimétrique des ions Pb2+47 et Cr(III)/Cr(IV).48 De même, l’acide 

tannique qui est un dérivé du composé précédent et le cholate de sodium sont employés 

dans des conditions similaires et les NPs synthétisées ont été étudiées pour leur propriétés 

catalytiques (Figure 22).49 
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Figure 22. Exemple d’acide carboxyliques ou carboxylates naturels utilisés pour la 

synthèse de NPs d’or dans l’eau 

 

 Wangoo et al. proposent de comparer les synthèses à l’aide des 20 acides aminés 

naturels. Ces travaux mettent en évidence la relation entre la structure chimique du ligand 

réducteur et les propriétés de NPs d’or pour cette famille de biomolécules.50 Cette étude 

permet également de constater de grandes différences de réactivité avec le complexe d’or 

pour des molécules qui possèdent des structures très semblables (Figure 23). Par exemple 

l’asparagine permet d’obtenir des NPs homogènes en taille tandis que la glutamine ne 

semble pas réduire le complexe d’or.  
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Figure 23. Pouvoir réducteur de 20 acides aminés dans une gamme de concentration 

de 0.1 mM à 5.0 mM (rouge : NPs monodisperses, bleu : pas de réduction, vert : réduction 

incomplète, jaune : dispersion instable)50. 

 

 Bien d’autres travaux proposent des synthèses « vertes » en utilisant des sucres 51 ou 

des extraits de végétaux comme le géranium,52 le jacquier53 voire des fruits riches en 

antioxydants (myrtilles, mures, grenade).54 

 La littérature montre également une grande diversité de molécules synthétiques pour 

former ces colloïdes : aminosiloxy,55 hydroxybenzophénone,56 acide éthylène diamine 

tétraacétique (EDTA),57 phosphonium,58 phosphonates,59 phosphates et acides sulfoniques60 

ainsi que des dendrimères.61 Un effort particulier est à noter concernant la synthèse de NPs à 

l’aide de polymères. En effet la stabilisation dans l’eau à l’aide de petites molécules se fait 

par répulsions électrostatiques comme nous l’avons vu pour les NPs « citratées ». Or pour des 

applications en milieu physiologique la concentration en sels est trop importante, ce qui 

neutralise la barrière électrostatique et favorise l’agrégation. L’habillage des NPs à l’aide de 

polymères permet une stabilisation par répulsion stérique et pour les applications in vivo cela 

se traduit par une augmentation du temps de circulation.62  

 Le polymère le plus couramment utilisé est le polyéthylène glycol (PEG), reconnu par 

la Food and Drug Administration (FDA) il assure une bonne solubilisation en milieu salin 

(Schéma 1). Stufiuc et al. proposent en 2013 une synthèse à partir de PEG linéaires de poids 

moléculaire allant de 200 à 20 000 Da.63 Les NPs formées mesurent 30 nm de diamètre et 
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présentent une charge de surface décroissante pour des longueurs de chaines croissantes. 

La même année Liu et al. développent des NPs de 5 nm recouvertes par des PEG de 1000 Da 

avec une fonction thiol en bout de chaine. Ces NPs présentent une émission de fluorescence 

dans le proche infrarouge,64 et ont été évaluées par imagerie de fluorescence sur des souris 

nude portant une tumeur MCF-7. Il a été ainsi montré que les NPs s’accumulent dans la 

tumeur par effet de perméabilité et de rétention accrue (enhanced permeability and 

retention – EPR ; détaillé plus loin) mais sont également éliminées par le système rénal 

quelques heures après injection.  

 

Schéma 1. Structure générale des PEG 

 

 Le poly(vinylpyrrolidone) (PVP) a aussi suscité un intérêt pour la stabilisation des NPs 

d'or, en tant que polymère amphiphile et non ionique (Schéma 2). Hoppe et al. ainsi que 

Zhou et al. ont développé des synthèses de NPs habillées par ce polymère en étudiant 

l'influence de différents paramètres réactionnels (ratio de réactifs et pH réactionnels) sur leur 

taille et leur morphologie.65 Ce type de NPs peuvent être employées pour la synthèse de 

structure cœur-coquille Au@SiO2.66 

 

Schéma 2. Structure générale des PVP 

 

 D'autres polymères avec des structures plus complexes ont également été utilisés, 

comme par exemple des polymères ioniques.67 

 

  3.2.2 Synthèses avec un réducteur et un ligand 

 Pour les familles de molécules citées dans le paragraphe précédent, de nombreux 

modes opératoires ont été proposés afin de s'en servir uniquement comme agent de 

stabilisation. Ceci implique d'ajouter une espèce avec un pouvoir réducteur plus fort pour 

réagir avec l'acide chloraurique dans des conditions ou le ligand ne s'oxyde pas. Ce type de 

procédure accélère la nucléation et peut améliorer la distribution de taille des NPs obtenues. 
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Des exemples de synthèses sont résumés dans le tableau 1 afin d'illustrer les différents types 

de ligands employés dans cette méthode. 

Ligand Réducteur Référence 

Citrate 

NaBH4 

 44b 

Amino-alcool  68 

GSH  69 

MHA/TA  70 

b-D-glucose  71 

PAMAM 
 72 

N2H4  73 

CTAB 

Acide 

ascorbique  74 

NaBH4 

 75 

PVCL  76 

HS-PEG-OMe  70 

PVP Glycérol  77 

Polymère ionique NaBH4  78 

BSA N2H4  79 

Tableau 1. Quelques exemples de synthèses de NPs d'or dans l'eau faisant intervenir 

différents couples ligand/réducteur 

 

 Ces synthèses sont réalisées à température ambiante et les NPs se forment dès que le 

réducteur est additionné sur la solution de complexe Au(III)-ligand. 

 Il existe toutefois d’autres méthodes de réduction du complexe d’or, comme par 

exemple la génération d’espèces radicalaires par exposition aux rayons γ.80 

 

 3.3. Habillage et post-fonctionnalisation 

 Les NPs, parfois appelées "nanoplateformes", peuvent être valorisées pour des 

molécules d'intérêt greffées ou couplées sur leur surface. Nous décrirons ici brièvement la 

méthode de l'échange de ligand pour la modification de l'habillage des NPs d'or, ainsi que 

les principaux couplages réalisés sur les composés adsorbés. 

 

  3.3.1. Échange de ligand 

 Les synthèses en phase aqueuse font donc intervenir une grande variété de ligands 

qui induisent une distribution en taille et en forme qui est propre à chacun d’entre eux. Si 
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certaines molécules ont un intérêt pour la fonctionnalisation de surface, elles ne permettent 

cependant pas toujours d’obtenir la morphologie désirée. Par exemple les thiols sont parmi 

les meilleurs ligands de surface mais ne permettent que rarement des synthèses efficaces. 

L’échange de ligand est donc une technique couramment employée pour apporter un 

habillage spécifique à des nanocristaux formés dans une étape antérieure. Il s’agit 

d’introduire un ligand B qui présente une affinité suffisante pour se lier à la surface d’or et 

remplacer le ligand A déjà présent après synthèse des NPs. 

Au@A + B → Au@B + A 

 Ce procédé pourrait être comparé aux réactions de substitution sur les complexes 

métalliques dont on connaît trois mécanismes distincts : le mécanisme associatif, dissociatif 

ou d’échange intramoléculaire. Néanmoins la structure électronique d’un complexe 

mononucléaire d’Au(I) est plus simple que celles des NPs et par conséquent cette analogie 

ne permet pas de rationaliser le phénomène. Si sur des surfaces planes d’or il a été proposé 

d’appliquer le modèle cinétique par diffusion de Langmuir,81 ce modèle ne prend pas en 

compte certains paramètres tels que la barrière d’activation ou l’équilibre réactionnel.82 De 

plus les NPs d’or sont des polyèdres qui présentent différents sites de chimisorption à ses 

sommets, arrêtes et faces cristallines. Chacun de ces sites a des densités électroniques 

différentes, ce qui influence la cinétique d’adsorption.83 

 Les thiols sont les molécules les plus utilisées pour habiller les NPs car ces composés ont 

une grande affinité avec les surfaces d’or. Les liaisons Au-S se forment facilement bien que 

leur nature fasse encore l’objet de recherches.84 

 En phase aqueuse, le cas le plus classique est l’échange avec des composés portant 

un groupe thiol ou disulfure sur des NPs « citratées ». Ainsi Kalimuthu et al. montrent par 

spectroscopie infrarouge que des ligands mercaptothiadiazole remplacent intégralement les 

ions citrate après échange et stabilisent les NPs par répulsions électrostatiques.85 Lin et al. 

proposent un habillage par l’acide thioctique, capable de s’échanger partiellement dans un 

deuxième temps avec des thiols neutres peu solubles dans l’eau.86 

 L’échange direct avec des macromolécules hydrosolubles comportant un groupe 

thiol permet de stabiliser efficacement le colloïde par répulsion stérique. C’est le cas des 

dendrons comme l’ont montré Cho et al.,87 mais aussi des polymères de type thiol-PEG de 

façon très répandue (Figure 24).88 
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Figure 24. Procédure de Smith pour l’échange de ligand sur des NPs « citratées »88d 

 

  3.3.2. Post fonctionnalisation et réactivité des molécules chimisorbées 

 On appelle post-fonctionnalisation la jonction de molécules d’intérêt à la surface des 

NPs. De nombreuses études portent sur le développement de nanoplateformes 

fonctionnalisées, des NPs inorganiques capables de servir de support pour des composés 

comme des catalyseurs ou des biomolécules. Ces colloïdes permettent de conjuguer les 

propriétés physiques des nanocristaux et les propriétés chimiques ou biologiques des 

composés supportés. On distingue deux stratégies pour préparer ces systèmes : 

- L’adsorption directe du composé sur la surface des NPs. Par exemple dans le cas de 

l’ADN, le greffage sur les NPs d’or peut se faire par interactions ioniques.89 

- Le couplage de la molécule d’intérêt sur les ligands adsorbés en surface des NPs. La 

formation d’une liaison covalente nécessite de maitriser les groupements fonctionnels 

disponibles et dans certains cas la réaction doit être chimiosélective. 

 Nous nous intéresserons à cette dernière stratégie que nous pouvons illustrer pour les 

NPs d’or en phase aqueuse par l’exemple du couplage de la trypsine, une endoprotéase du 

suc pancréatique qui permet la digestion. Ce type de système permet d’améliorer la 

reconnaissance spécifique de l’enzyme grâce à une concentration importante par unité de 

surface, mais aussi d’éviter l’autodigestion. Dans la pratique l’absorption de la lumière par les 

NPs et la possibilité de centrifuger les dispersions facilitent la manipulation de l’enzyme. 

Hinterwirth et al. proposent une synthèse où la trypsine est liée par couplage carbodiimide 

(Annexe 4) à des NPs d’or stabilisées par des chaines PEG (Figure 25).88a Le protocole fait 

intervenir un échange de ligand comme nous l’avons vu dans la partie précédente. Après 

lavage, l’auteur quantifie le nombre d’enzymes immobilisées par NP et mesure l’activité en 
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fonction de différentes longueurs de chaines PEG. Il apparait que plus la chaine PEG est 

longue, plus la quantité de trypsine par NP augmente. L’activité est optimale pour des 

chaines de 7 unités. 

 

Figure 25. Couplage carbodiimide de la trypsine sur des NPs Au@PEG-COOH88a 

 

 Quelques années plus tôt Gole et al. développent une stratégie semblable sur des 

nanobâtonnets d’or stabilisés par un co-polymère polystyrène sulfonique – acide maléique. 

L’originalité de ce travail est qu’il compare différentes formes de greffage/couplage 

notamment en introduisant un azide sur le co-polymère pour réaliser une réaction de Huisgen 

avec de l’acétylène-trypsine.90 Ce type de couplage permet d’augmenter significativement 

le nombre d’enzymes portées par les nanobâtonnets mais aussi l’activité spécifique tout en 

préservant la stabilité du système. De façon similaire Brennan et al. ont conduit en 2006 cette 

réaction pour coupler de l’acétylène-lipase sur des NPs d’or habillées par un thiol-PEG-

azide.91 

 En 2001 émerge une nouvelle catégorie de réaction de couplage, que l'on nome 

« chimie Click » et dont les critères sont définis par Kolb, Finn et Sharpless.92 Réalisable sur 

grande échelle, en phase aqueuse, sans sous-produits toxiques et avec d’excellents 

rendements, ce couplage est un puissant outil pour la post-fonctionnalisation des NPs d’or. 

L'exemple le plus connu est la réaction de cycloaddition 1-3 dipolaire d’un azide sur un 

alcyne catalysée par un complexe de cuivre (Schéma 3),93 inspirée des travaux de Huisgen.94 

 

Schéma 3. Réaction cycloaddition  1-3 dipolaire catalysée au Cu(I) 
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 Le champ d’application de la chimie « Click » sur les NPs a même été élargie à 

l’élaboration d’assemblages supramoléculaires. Ainsi Zhang et al. développent en 2012 des 

assemblages de NPs hybrides organiques – inorganiques par effet « template » pour la 

production cyclique de NPs de Janus.95 Les NPs d’or servent ici de point d’ancrage pour la 

fonctionnalisation de NPs organiques « SCK » (Shell Crosslinked) composées d'un mélange de 

polymères. Après un couplage par chimie « Click » les NPs organiques liées aux NP d’or sont 

« détachées » à l’aide d’un échange de ligand (Figure 26). La face de la NP SCK qui a été en 

contact avec les ligands de la NPs d’or a donc une composition chimique différente, et le 

ratio de fonctions azide qui ont été substituées a été mesuré par le couplage chimiosélectif 

de fluorophores. 

 

Figure 26. (a) Synthèse cyclique de NPs de Janus par stratégie « template » ; Assemblage 

supramoléculaire hybride or-SCK (b) avant et (c) après centrifugation95. 

 

 Le développement de méthodes de post-fonctionnalisation est donc un enjeu crucial 

pour attacher aux NPs des composés d’intérêt, notamment pour leurs applications en 

nanomédecine. 

 

  3.3.3. Cas des hydroxyméthylène bisphosphonates 

 Au cours de nos travaux nous nous focaliserons sur l'utilisation des 1-hydroxy-1,1-

méthylène bisphosphonates (HMBP - Schéma 4) pour la fonctionnalisation des NPs d'or. Ces 

composés ont principalement été étudiés comme agent de passivation des oxydes 

métalliques. 96 Chargés négativement, ils sont des ligands qui stabilisent efficacement les NPs. 
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Les HMBP se sont révélés être de bons candidats pour l'élaboration de NPs 

superparamagnétiques d'oxydes de fer à visée thérapeutique.97 

 

Schéma 4. Structure générale des HMBP 

 

 Par ailleurs, plusieurs études ont montré le fort potentiel des HMBP pour la post-

fonctionnalisation de surface par couplage carbodiimide ou par chimie « Click » et en 

utilisant les micro-ondes.98 Notons que l'alendronate, composé appartenant à la famille des 

HMBP, à été adsorbé à la surface des NPs par échange de ligand par plusieurs auteurs.99 

Cette molécule a même permit de réaliser une synthèse de NPs d'or sur le modèle du ligand-

réducteur bien que le processus chimique ne soit pas rationalisé.59a Par ailleurs Benyettou et 

al. ont synthétisé des NPs d'argent à l'aide de l'alendronate et proposent un mécanisme de 

réduction par voie radicalaire assistée par micro-ondes.100 

4. Applications en nanomédecine 

 Sur le plan historique l’usage thérapeutique de l’or remonte à plusieurs siècles.101 Les 

complexes d’Au(I), stables en phase aqueuse sont les plus utilisés pour la conception de 

drogue comme par exemple pour le traitement de la polyarthrite rhumatoïde.102 Les 

principaux effets secondaires de ce type de traitement sont les réactions d’hypersensibilité 

sur la peau ou les muqueuses.103 

 L’Au(0) est connu comme un métal peu réactif en milieu biologique, il est notamment 

utilisé pour les prothèses dentaires. Les NPs d’or présentent cependant une toxicité différente 

du métal massif de par leur importante surface spécifique. Elles peuvent par exemple être à 

l’origine d’une augmentation du stress oxydant par la formation d’hydroperoxides 

lipidiques.104 Il apparait cependant que la toxicité des NPs d'or dépend de leur taille, leur 

forme, leur habillage, leur charge et leur état d'agrégation105 mais aussi de leurs 

concentrations.106 Comme nous l'avons vu précédemment la stabilité des NPs et leurs 

interactions dépendent essentiellement de leur fonctionnalisation de surface. Goodman et 

al.107 ont montré que les NPs d'or anioniques de 2 nm de diamètre sont non toxiques par 

rapports à leurs équivalents cationiques. Ceci est confirmé par d'autres auteurs qui n'ont pas 

observé de mort cellulaire malgré l'internalisation de NPs sphériques « citratés ».108 La 

stabilisation par des polymères améliore également la biocompatibilité, comme par exemple 

avec le PVP.109 Les NPs d’or, selon leurs propriétés, peuvent donc être adaptées pour des 

applications en milieu biologiques.110 
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 Aujourd’hui les NPs d’or sont au cœur du développement de nouveaux outils pour la 

médecine. Nous proposons ici un bref aperçu des principales techniques d’imagerie, de 

thérapie et d'élaboration de biocapteurs où ce type de nanomatériau apporte des 

améliorations. 

 

 4.1. Imagerie 

  4.1.1. Tomodensitométrie 

 La tomodensimétrie (computed tomography - CT) est une technique appartenant au 

domaine de la tomographie des plus utilisées dans le domaine de l'imagerie biomédicale. 

Elle permet de visualiser les structures osseuses qui présentent un fort contraste par rapport 

aux tissus qui l'entourent. En revanche les tissus de densité similaires se distinguent peu, c'est 

pourquoi les agents de contraste sont injectés dans le but de délimiter les réseaux 

vasculaires. Le contraste des tissus en tomodensimétrie repose sur l'atténuation des rayons X 

selon l'équation (16) : 

 

où I0 est l'intensité du rayon X incident, I l'intensité du rayon X transmis, x est l'épaisseur du 

milieu et µ est le coefficient d'atténuation. µ dépend fortement de l'effet photoélectrique qui 

est proportionnel au cube du numéro atomique du matériau. Ainsi les NPs d'or (Z = 79) sont 

des agents de contraste efficaces de par leur important coefficient d'atténuation, supérieur 

à certains composés iodés couramment utilisés.111 

 Nous pouvons illustrer cette technique par les travaux de Wang et al. où des NPs 

habillées par un dendrimère et post-fonctionnalisées par l’acide folique sont utilisées comme 

agent de contraste in vivo et in vitro.112 Ces NPs ont été injectées dans des souris nude 

portant une tumeur SPC-A1. Elles s'internalisent dans ces cellules qui sur-expriment des 

récepteurs à l’acide folique. A la suite des injections intrapéritonéales, intraveineuses et 

intratumorales, les auteurs observent une augmentation de la radiodensité. 

 

  

(16) 
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  4.1.2. Tomographie en cohérence optique 

 La tomographie en cohérence optique (optical computed tomography -OCT) est 

une technique reposant sur l'interférométrie pour produire une image à partir de la diffusion 

optique des tissus et permet d'obtenir une résolution de quelques micromètres.  

 Zagaynova et al. ont étudié l'usage de nanocoquilles d'or comme agent de 

contraste pour l'OCT.113 Après application des NPs sur une peau de lapin, ils ont 

effectivement observé une augmentation de l'intensité du signal sur la zone superficielle du 

derme, ce qui permet notamment de contraster les follicules (Figure 27). 

 

Figure 27. OCT d'un épiderme de lapin avant (gauche) et après (droite) application des 

nanocoquilles d'or : épiderme (1), derme superficiel (2) et derme profond (3). Les flèches 

montrent la limite entre ces deux parties du dermes. Les pointillés entourent la zone 

folliculaire. 

 

 Les récents travaux de Hu et al. ont établit l'influence des propriétés optiques des NPs 

d'or sur l'amélioration du contraste en OCT pour l'imagerie du cœur.114 En comparant des 

nanobâtonnets et des nanocoquilles d'or, il s'avère que ces dernières présentent le meilleur 

contraste. 

 

  4.1.3. Imagerie photoacoustique 

 L'imagerie photoacoustique est une technique qui permet une haute résolution 

spatiale des tissus profonds. Par l'exposition à des pulsations de laser, les photons se 

propagent à travers le milieu et une fois absorbés il se produit une expansion thermo-

élastique des tissus qui génère des ondes ultrasons. La pression maximale initiale P0 induite par 

la photo absorption est modélisée par l’équation (17) pour la propagation d’une onde plane 

dans un milieu homogène. 

 

(17) 
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Avec β le coefficient thermique de l’expansion de volume, νs la vitesse du son dans les tissus, 

Cp la capacité de chaleur spécifique du tissu à pression constante, µa le coefficient 

d’absorption, F0 la fluence du laser pour une profondeur z = 0, Γ le paramètre de Grüneisen 

du tissu et µeff le coefficient d’extinction efficace du tissu. Les NPs d'or, de par leur importante 

surface d'extinction et leur signature photoacoustique spécifique peuvent être utilisées 

comme des agents de contraste. Huang et al. proposent une synthèse d’assemblages de 

NPs d’or sphériques en vésicules biodégradables comme agent de contraste sur des tumeurs 

de souris mais aussi comme support pour une thérapie par photothermie.115 Song et al. ont 

développé des nanobâtonnets d’or pour l’imagerie photoacoustique des ganglions 

lymphatiques de rats, dans la perspective d’un usage clinique pour le cancer du sein.116 

 

  4.1.4. Imagerie par fluorescence  

 L’imagerie par fluorescence a stimulé un grand intérêt car elle offre une capacité de 

détection sensible. Dans le domaine du proche infrarouge les biomolécules n’absorbent que 

très peu ce qui limite le bruit de fond par rapport au signal émis, le rendant ainsi détectable à 

travers plusieurs centimètres de tissu. Comme nous l’avons déjà évoqué précédemment 

(§2.4. et §3.2.1.) les NPs d’or peuvent émettre un signal par photoluminescence et donc être 

utilisées pour ce type d’imagerie. Wu et al. montrent également que des nanoclusters Au25 

de 0,8 nm, synthétisés à partir d’albumine de sérum bovin, sont employés comme agents de 

contraste pour l’imagerie des tumeurs (Figure 28).117 

 

Figure 28. (A) Images par fluorescence in vivo d’une souris portant une tumeur MDA-MB-

45 (flèche blanche) après injection par intraveineuse des nanoclusters. (B) Images par 

fluorescence ex vivo de la tumeur et d’un muscle adjacent de la souris. 
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 4.2. Thérapie et vectorisation 

 Les NPs d’or font aussi l’objet d’un fort développement pour un usage thérapeutique. 

Cela fait intervenir deux principales caractéristiques : d’une part les propriétés 

thérapeutiques intrinsèques du matériau et d’autre part leur fonctionnalisation de surface. 

 La principale technologie thérapeutique faisant intervenir des NPs d’or est la thérapie 

photothermique (TPT) parfois combinée aux techniques d’imagerie115, 118). Toujours en 

développement, ce type de technique appartient à une classe de traitement du cancer 

que l’on nomme l’hyperthermie. Il s’agit d’un traitement local réalisé à l’aide d’un laser qui, 

en irradiant une zone tumorale où a été ciblée des NPs d’or, va générer une quantité de 

chaleur suffisante pour détruire les cellules cancéreuses et les vaisseaux sanguins 

environnants. Les NPs d’or absorbent la lumière dans la gamme qui correspond à la 

fréquence de leur résonance plasmon et permettent de convertir l’énergie de la lumière en 

énergie thermique. Ce processus a été étudié pour des NPs de différentes morphologies mais 

les nanobâtonnets présentent des caractéristiques très intéressantes. Leur capacité 

d’absorption dans le proche infrarouge peut être maitrisée car leur synthèse permet de 

contrôler le ratio d’aspect, et leur temps de circulation est amélioré par rapport aux 

nanosphères.119 D’autres NPs ont été développées pour cette application comme les 

nanocoquilles,120 les nanocages121 ou encore les « nanostars » (NSs).122 Il est connu que la 

principale limitation de cette technique est que les tissus profonds sont irradiés moins 

efficacement que les tissus de surface. Cependant la récente étude de Espinoza et al. sur 

des NSs d’or montre que l’efficacité de chauffage in vivo dépend également de leur 

biodistribution, c’est-à-dire leur capacité à être internalisées dans les cellules. Les propriétés 

optiques mesurées en solutions aqueuses ne permettent pas d’anticiper l’efficacité de 

chauffage après injections, ce qui est probablement dû au changement drastique de leur 

comportement hydrodynamique.123 Selon des travaux de ce même groupe, il est possible de 

coupler la TPT à l’hyperthermie magnétique par l’utilisation de nanomatériaux hybrides or-

maghémite.124 

 L’exemple de l’utilisation des NPs d’or pour la TPT illustre la nécessité d’un ciblage de 

la zone tumorale. Les NPs peuvent agir par ciblage passif des tumeurs par l'effet EPR : les 

cellules endothéliales des zones tumorales y sont plus perméables, ce qui induit une hyper 

vascularisation. Ces tissus ont donc un drainage sanguin plus important que les tissus sain, ce 

qui provoque une accumulation des NPs dans les tumeurs.125 De façon plus générale, la 

vectorisation est un enjeu important de l’usage thérapeutique des NPs d’or. Afin de viser 

certaines fonctions biologiques, le recours à la (post-)fonctionnalisation de surface par des 

biomolécules spécifiques devient nécessaire : c'est le ciblage actif. Ainsi Zhang et al. 

proposent une synthèse de NPs d’or fonctionnalisées par des anticorps capables de cibler 
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des cellules qui présentent des récepteurs HER2.126 C’est avec ce type de stratégie que Song 

et al. développent des vésicules fonctionnalisées avec des anticorps par couplage 

carbodiimide pour le transport d’une drogue anticancéreuse.127 La paroi de ces vésicules est 

constituée de NPs d’or habillées par un mélange de polymères amphiphiles et de molécules 

hydrophobes qui émettent un signal par diffusion Raman exaltée de surface. Ces 

assemblages permettent non seulement de cibler les cellules cancéreuses mais aussi de 

suivre par spectroscopie Raman leur internalisation. Après internalisation des NPs par 

endocytose, la changement de pH disloque les vésicules et permet le relargage de la 

drogue (Figure 29).  

 

Figure 29. Vésicules des NPs d’or fonctionnalisées pour le transport ciblé d’une drogue 

anticancer 127. 

 

 Les NPs d’or peuvent avoir une action spécifique contre certaines pathologies, par 

exemple les travaux de Mukherjee et al. mettent en valeur leur activité anti-angiogénique.‡128 

Il montre que les NPs d’or ont une affinité pour les facteurs de croissance liant l’héparine ce 

qui favorise l’inhibition de la prolifération des cellules endothéliales et des fibroblastes. De 

façon similaire Bhattacharya et al. montrent qu’il est aussi possible d’inhiber la prolifération 

des cellules du myélome multiple.129 Ce type de stratégie en nanomédecine apparait 

comme particulièrement porteur : Libutti et al. élaborent en 2010 des NPs fonctionnalisées 

par des chaines PEG et un facteur de nécrose tumorale.130 Ces nouveaux agents 

thérapeutiques ont passé la première phase d’essais cliniques sur des patients atteints d’un 

cancer avancé où la présence de NPs dans les tumeurs a confirmé l’efficacité du ciblage 

dans des doses non toxiques. 

                                                           
‡
  Les traitements anti-angiogéniques empêchent la croissance de nouveaux vaisseaux sanguins. 
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 Les NPs d'or connaissent également un fort développement en tant que plateformes 

pour le transport de gènes. Il existe en effet différentes possibilités de fonctionnalisations de 

surface à l'aide d'acides nucléiques de façon covalente131 ou non covalente.132 Guo et al. 

proposent par exemple une synthèse avec un habillage de polymères en multi-couches qui 

permet le relargage contrôlé d'acides nucléiques après internalisation dans les endosomes 

(Figure 30).133 

 

Figure 30. Internalisation des NPs d’or et relargage des acides nucléiques133 

 

 4.3. Les biocapteurs 

 Comme nous l'avons vu précédemment les propriétés optiques des nanoparticules 

sont dépendantes de la chimie de surface et des interactions interparticules. Une grande 

variété de techniques analytiques reposent sur l'usage de NPs comme « sondes », de par leurs 

interactions avec des espèces en solution qui induisent un changement de propriété 

optique. En dehors du champ d'application biomédical, ce principe est à la base d'un grand 

nombre de méthodes pour la détection de composés organiques ou de cations métalliques. 

On appelle biocapteur un dispositif de détection des biomolécules. Jans et al classifient les 

biocapteurs faisant intervenir des NPs d'or en six catégories de détection :134 

- par variation de la bande de résonance plasmon 

- par variation de la diffusion de la lumière 

- par relargage sélectif 

- par exaltation du signal Raman 

- par exaltation de fluorescence 

- par relargage de composé fluorescent 

 Nous nous intéresserons ici plus spécialement aux détections par variation de la 

bande de résonance plasmon qui est la méthode la plus directe et qui est similaire aux 

systèmes de capteurs chimiques évoqués plus haut. Le déplacement de la bande de 

résonance plasmon peut être induit par deux phénomènes distincts : l’agrégation des 
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particules et le changement de la constante diélectrique du milieu environnant. C’est en se 

basant sur ces phénomènes que sont développés les biocapteurs. 

 La méthode de détection par agrégation peut être illustrée par sa première version, 

proposée en 1996 par Mirkin et al. pour la détection de brins d'ADN.135 Ils proposent d'utiliser 

deux lots de NPs d'or avec des brins d'ADN, qui diffèrent selon le lot, présentant une fonction 

thiol terminale pour lier à la surface des NPs. Une fois ces deux lots mélangés, l'ajout d'une 

séquence ADN complémentaire aux deux types de brins adsorbés sur les NPs provoque un 

appariement interparticules (Figure 31). Par simple effet de chauffage il est possible de 

séparer les brins, rendant ainsi le phénomène d'agrégation réversible sur plusieurs cycles. 

 

Figure 31. NPs d’or fonctionnalisées par des brin d’ADN comme biocapteurs135 

 

 Cette stratégie inspirera d’autres auteurs pour le développement de biocapteurs 

fonctionnalisés par des acides nucléiques.136 Nonobstant Englebienne et al. proposent une 

méthode alternative pour mesurer la constante d'affinité d’un anticorps.137 Ce système de 

biocapteurs ne nécessite pas d’agrégation, la simple liaison de l’anticorps avec son antigène 

modifie l’indice de réfraction des NPs ce qui induit le déplacement de la bande de 

résonance plasmon. Les résultats obtenus sont aussi performants que pour des biocapteurs 

plus onéreux et sophistiqués tels que les systèmes BIAcore. 
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5. Conclusion 

 Nous avons exploré au cours de cet état de l’art la thématique des NPs d’or, de leurs 

propriétés physiques jusqu’aux applications en nanomédecine. Les synthèses des NPs d’or 

décrites dans la littérature sont diverses par la variété des réactifs et des conditions 

expérimentales mises en œuvre. Cependant, on peut établir pour un grand nombre d’entre 

elles un processus général en trois étapes clés :  

- une première synthèse (classiquement la synthèse de Turkevich), pour « figer » le 

corps cristallin des nanocristaux ; 

- suivit d’un habillage par échange de ligand, pour introduire des fonctions 

chimiques spécifiques ; 

- et enfin d’une étape de post-fonctionnalisation, dans le but d’attacher un 

composé d’intérêt pour l’application visée. 

 Au cours de cette thèse nous développerons des synthèses de NPs d’or 

fonctionnalisées en une étape, dites « one pot » (Figure 32). Ces synthèses sont réalisées en 

phase aqueuse, sans réducteurs toxiques et à l’aide de molécules phosphorées : les HMBP. 

Nous illustrerons les possibilités de post-fonctionnalisation par des réactions de couplages de 

composés modèles. 

 

Figure 32. Synthèse « one pot » de NPs d’or fonctionnalisées : une stratégie alternative 
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Chapitre 2 : SYNTHÈSE DE NANOPARTICULES D’OR 

FONCTIONNALISÉES PAR UN BISPHOSPHONATE ALCÈNE  

 

 L'objectif de ce projet est de proposer une synthèse permettant d'obtenir en une 

étape des nanoparticules d'or de taille contrôlée et présentant en surface des ligands ayant 

des groupements fonctionnels disponibles pour la post-fonctionnalisation. Nous avons choisi 

la stratégie de synthèse à l'aide d'un ligand-réducteur : un composé appartenant à la famille 

des 1-hydroxy-1,1-méthylène bisphophonate (HMBP). Nous étudierons en particulier la 

synthèse de NPs d'or avec la base conjuguée de l'acide (1-hydroxy-1-phosphonopent-4-

ènyl)phosphonique (HMBPène - Schéma 5) :  

 

Schéma 5. HMBPène 

 

 Nous commencerons d’abord par justifier le choix de ce composé en comparant 

différents HMBP dans les conditions expérimentales de la synthèse de Turkevich. Ensuite nous 

proposerons un protocole standard de synthèse par chauffage sous micro-ondes. Nous 

étudierons dans ces conditions le processus chimique d’oxydoréduction en réalisant 

différentes caractérisations physico-chimiques. L’influence des paramètres réactionnels sur la 

taille et la morphologie des NPs ainsi que leur stabilité colloïdale seront étudiés. 

 

1.  Introduction 

 Comme décrit dans le Chapitre 1, le développement des NPs d'or en phase aqueuse 

pour des applications en sciences biomédicales nécessite la maîtrise de leurs propriétés 

physicochimiques. Le contrôle de paramètres tels que la morphologie, la stabilité, la 

fonctionnalisation de surface et la post-fonctionnalisation est un enjeu crucial. La synthèse 

des NPs avant post-fonctionnalisation (Chapitre 1, §3.2.2.) est réalisée en deux étapes : 

d'abord la synthèse des NPs puis la modification de l’agent de surface par échange de 

ligand. Le rôle de la première étape est donc de « figer » la taille et la forme des NPs. Pour 

des nanosphères, on recourt la plupart du temps à la synthèse de Turkevich.13 La deuxième 
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étape, fait classiquement intervenir un thiol portant un groupement fonctionnel qui reste 

disponible pour la post-fonctionnalisation après le greffage sur la surface des NPs.88a 

 Les bisphosphonates sont des molécules connues comme des drogues pour le 

traitement de maladies associées à la résorption osseuse. C'est par exemple le cas de la 

maladie de Paget, le myélome, la métastase osseuse ou encore l'ostéoporose.138 L'activité 

biologique des HMBP est induite par leur géométrie tétraédrique, leur capacité à former des 

interactions électrostatiques et des liaisons hydrogènes mais surtout leur pouvoir de chélation 

des métaux. Nous rentrerons plus en détail sur le rôle thérapeutique des HMBP au Chapitre 5. 

Cette famille de molécules présente donc des caractéristiques intéressantes pour jouer le 

rôle de ligand de coordination des NPs d'or. 

2. Synthèse de NPs d'or 

 2.1. Synthèse de Turkevich 

 Au cours de ce chapitre nous prendrons comme méthode de référence la synthèse 

des NPs Au@Ct. Le protocole de Turkevich s’effectue en deux étapes : une solution aqueuse 

d’acide chloraurique diluée ([HAuCl4] = 0,25 mM) est portée à ébullition puis la solution de 

citrate de sodium (quatre équivalents par rapport à l'or) est ajoutée dans un deuxième 

temps (Figure 33 A). Les NPs obtenues sont sphériques (Figure 33 B) avec un diamètre de 14,9 

± 1,3 nm (Figure 33 C). 

 

Figure 33. Synthèse des NPs Au@Ct selon le protocole de Turkevich (A), clichés par MET 

(B) et distribution de taille (C). 
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 2.2.  Synthèse de NPs d'or avec les HMBP 

 La stratégie que nous souhaitons mettre en œuvre est la suivante : développer des 

synthèses de NPs d’or avec des HMBP portant des insaturations en bout de chaine. Cette 

classe de molécule a déjà été étudiée comme modèle pour la post-fonctionnalisation par 

chimie « Click » de nanoplateformes inorganiques.98c 

 

  2.2.1. Synthèse générale des HMBP 

 Les HMBP sont synthétisés à partir d’acides carboxyliques dont la chaine alkyl reste 

intacte au cours des réactions (Schéma 6). En ajoutant du chlorure d’oxalyle on forme le 

dérivé d’acide, hautement réactif de par son caractère électrophile. Ce composé est alors 

mélangé à froid au tris(triméthylsilyl)phosphite (P(OSiMe3)3) pour former le HMBP silylé que l’on 

hydrolyse dans le méthanol. Cette dernière étape nécessite aussi de travailler à froid pour 

éviter une réaction de transestérification. Le produit obtenu est placé à pH = 2,3 puis 

précipité dans un mélange eau/méthanol 1:9. 

 Dans ce chapitre, nous nous intéressons à trois HMBP, qui différent par leur fonction 

terminale (alcène ou alcyne) ou leur longueur de chaine : l'acide (1-hydroxy-1-

phosphonopent-4-ènyl)phosphonique  (Schéma 6 A), l'acide (1-hydroxy-1-phosphonopent-4-

ynyl)phosphonique (Schéma 6 B) et l'acide (1-hydroxy-1-phosphonohept-6-

ynyl)phosphonique (Schéma 6 C). 

 

 

Schéma 6. Voie de synthèse des HMBP 
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 Certains dérivés d’acide, comme le chlorure de pent-4-ènoyle, sont commerciaux et 

ils peuvent être utilisés directement pour la synthèse des HMBP. L’addition du P(OSiMe3)3 sur le 

dérivé d’acide est une réaction au mécanisme similaire à celui décrit par Arbusow et al. en 

1964 (Schéma 7).139 Le phosphore s’additionne une première fois au dérivé d’acide pour 

former un intermédiaire α-cétophosphonate, puis une seconde fois pour former le 

bisphosphonate. 

 

Schéma 7. Mécanisme de la synthèse du HMBP silylé. 

 

  2.2.2. Utilisation des HMBP pour la synthèse de NPs d'or 

 En s’inspirant des conditions réactionnelles de la synthèse de Turkevich, nous avons 

mis au point un protocole pour l’obtention des NPs Au@HMBP pour les trois HMBP 

précédemment cités. Des solutions de HMBP à pH = 8,2 sont préparées pour que l’effet 

tampon soit similaire à celui des solutions d'ions citrates. Le mode opératoire suivi est ensuite 

identique à celui de la réaction de Turkevich.§ Les clichés par MET des NPs obtenues 

montrent que la structure du HMBP influence leur morphologie et leur dispersion en taille 

(Figure 34). En effet seul le HMBPène permet de synthétiser des nanosphères de taille 

homogène contrairement aux HMBP-alcynes. Les complexes d’or étant couramment utilisés 

pour des réactions de couplage sur les alcynes,140 il est probable que la triple liaison C≡C 

entre dans la sphère de coordination de l’or et modifie ses propriétés oxydoréductrices. Ces 

premiers résultats nous incitent donc à développer les synthèses de NPs d’or à l’aide du 

HMBPène pour mieux contrôler la morphologie des NPs. 

                                                           
§
 Quatre équivalents de réducteur sont ajoutés sur une solution aqueuse de [HAuCl4] à 0,25 mM préalablement 

portée à ébullition. 
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Figure 34. Clichés par MET des NPs obtenues pour différents HMBP. 

 

3. Synthèse par chauffage micro-ondes 

 S’il est évident que les propriétés des NPs d’or sont intrinsèquement liées aux 

conditions expérimentales, nous nous intéresserons ici plus précisément aux conditions de 

chauffage. L’utilisation de la technologie micro-ondes a révélé des atouts considérables pour 

la synthèse chimique, et plus récemment pour la conception de matériaux de l’échelle 

mésométrique à nanométrique.141 Les techniques de chauffages classiques reposent sur le 

transfert de chaleur par conduction et convection, ce qui produit une répartition volumique 

de la chaleur hétérogène. L’absorption des micro-ondes par la phase liquide est un 

processus homogène qui fait intervenir deux phénomènes : la polarisation dipolaire et la 

conduction ionique. La polarisation dipolaire est la rotation des molécules polaires sur elles-

mêmes pour s’aligner sur le champ électrique alternatif de l’appareil. La conduction ionique 

produit l’oscillation des ions en interaction avec les ondes et produit des collisions entre 

molécules. Ces deux phénomènes induisent une perte d’énergie sous forme de chaleur que 

l’on quantifie pour les solvants par le paramètre tan δ qui dépend principalement de leur 

constante diélectrique. Par conséquent les synthèses en phase aqueuse se prêtent 

particulièrement bien à ce type de chauffage car la constante diélectrique de l’eau est 

supérieure à la plupart des solvants organiques apolaires.142 L’amélioration du contrôle de la 

taille et de la dispersité de NPs de métaux nobles qu’offre la technologie micro-ondes a déjà 

été étudiée par Dahal et al. dans l’éthylène glycol.143 
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 3.1. Synthèse des NPs Au@Ct sous micro-ondes 

 Dans un premier temps, nous avons réalisé la synthèse de NPs Au@Ct avec ce mode 

de chauffage afin de comparer les dispersions obtenues par rapport au protocole standard 

de Turkevich. En plus de changer la nature du transfert de chaleur, la méthode micro-ondes 

implique d’utiliser un appareil spécifique. Les réactifs doivent être mélangés au préalable 

dans le tube scellé avant de démarrer le chauffage. On programme une augmentation de 

la température la plus rapide possible avec une agitation constante pour une durée 

équivalente à la méthode de Turkevich (10 min). La procédure décrite par ce dernier indique 

que la solution d’acide chloraurique doit être portée à ébullition avant d’ajouter le citrate de 

sodium,13 et Wuithschick et al. ont montré que cette étape est déterminante.32 En effet les 

échanges de ligands dans la sphère de coordination du complexe d’Au(III) débutent au 

moment de l’ajout du citrate, et le nombre de particules dépend fortement de la quantité 

de [AuCl4]- d’abord réduite puis hydrolysée en [AuCl4-x(OH)x]-. 

 Après 10 min de chauffage à 100°C on obtient une dispersion rouge (Figure 35 A) de 

NPs sphériques (Figure 35 B) avec un diamètre de 14,1 ± 1,1 nm (Figure 35 C). Ce mode 

opératoire est donc adapté pour la synthèse contrôlée de NPs Au@Ct dans des 

concentrations et des conditions de pH analogues à celles des Turkevich et al. 

 

Figure 35. Synthèse des NPs Au@Ct selon le protocole de Turkevich et par chauffage 

micro-ondes (A), clichés par MET (B) et distribution de taille (C). 
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 Les expériences menées en parallèle sur les mêmes quantités de solvant et de réactifs 

montrent que quelque soit la méthode de chauffage les caractéristiques des NPs obtenues 

sont très semblables (Figure 33 et 35). On observe sur les clichés par MET que les NPs ont une 

morphologie sphérique avec des distributions de taille similaires. De même les spectres 

d’absorption en UV-Vis se superposent ce qui confirme les observations par MET (Figure 36). 

 

Figure 36. Comparaison des spectres d’absorption UV-Vis des NPs Au@Ct pour différents 

modes de chauffages. 

 

 On peut donc conclure que le chauffage micro-ondes est suffisamment efficace 

pour compenser l’hydrolyse du complexe précurseur par rapport au chauffage classique, tel 

qu'évoqué précédemment. Dans la suite de l’étude, nous utiliserons donc cette méthode de 

chauffage, qui permet également un contrôle de paramètres tels que la vitesse d’agitation, 

la puissance du chauffage et une plus grande souplesse dans la modulation des conditions 

en temps réel. 

 

 3.2. Synthèse des NPS Au@HMBPène sous micro-ondes 

 La synthèse des NPs Au@HMBPène sous micro-ondes est réalisée selon le protocole 

suivant : 4,4 équivalents de HMBPène sont ajoutés à la solution aqueuse d’acide chloraurique 

de concentration [HAuCl4] = 0,25 mM (Figure 37). Le chauffage micro-ondes est programmé 

de façon identique à ce que nous avons décrit au paragraphe §3.1. 
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Figure 37. Synthèse par voie micro-ondes de NPs Au@HMBPène 

 

 On obtient ainsi une solution rouge caractéristique de NPs sphériques, comme le 

montre les images en MET (Figure 38 A). Le diamètre moyen est de 14,4 ± 1,0 nm (Figure 38 B) 

et le maximum d’absorption à 516 nm (Figure 38 C) de façon analogue aux NPs Au@Ct. 

 

Figure 38. Caractéristiques des NPs Au@HMBPène obtenues par le protocole sous micro-

ondes : photographie par MET (A), distribution de taille (B) et spectre UV-Vis (C) 

 

4. Processus chimique d'oxydoréduction 

 Après une synthèse dans les conditions standards, les NPs sont isolées et le filtrat est 

lyophilisé puis analysé par RMN. Le spectre du phosphore 31 montre d’importantes 

modifications par rapport au HMBPène de départ (Figure 39 A). Bien que le pic du HMBPène 

à 18 ppm reste le plus intense, nous observons l’apparition de signaux, notamment dans la 

région de 0 à 5 ppm, qui correspondent à des composés de type phosphate. Les spectres 

proton 1 et carbone 13 (Figure 39 B et C) sont comparativement peu modifiés et montrent 

clairement la conservation de la double liaison sur la chaine latérale. 
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Figure 39. Spectres RMN 31P (A) 1H (B) et 13C (C) du surnageant (rouge) après synthèse de 

NPs Au@HMBPène sous micro-ondes et du HMBPène (noir)  

 

 Ces résultats indiquent que le phénomène d’oxydation du HMBPène intervient plus 

précisément au niveau des groupements phosphonates. Turanen et al. ont montré que la 

dégradation des liaisons P-C-P pouvait intervenir en conditions douces générant des sous-

produits tels que des α-cétophosphonates, des phosphates, des carboxylates ou encore des 

phosphites.144 L’apparition d’un nombre important de pics sur le spectre du phosphore entre 

0 et 5 ppm suggère que la dégradation oxydante du HMBPène est un phénomène 

complexe qui forme une grande variété de sous-produits. Pour ce qui est des composés 

dérivés de l’acide phosphorique, on peut raisonnablement poser l’hypothèse qu’ils résultent 

de la dégradation du HMBP en α-cétophosphonates (Schéma 8). 

 

Schéma 8. Hypothèse de dégradation du HMBPène en α-cétophosphonates 

 

 Selon une récente revue de Goura et al. il n’existe pas d’étude sur les complexes or – 

phosphonates, bien que ces composés soient des ligands connus pour d’autre métaux du 
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groupe 11 comme le cuivre ou l’argent.145 Il est donc difficile de se prononcer, sur la structure 

des complexes intermédiaires d’Au(I). 

 Benyettou et al. proposent dans leur études100 de rationnaliser la réduction des 

cations d’argent en présence d’alendronate en NPs sous chauffage micro-ondes en 

reprenant le mécanisme de Vaks.146 Un phénomène de dissociation radicalaire de l’eau, sous 

l’effet des micro-ondes, conduit en milieu basique à la formation « d’ électrons solvatés » qui 

induisent la réduction du complexe Ag+-Alendronate. 

H2O → H· + HO· 

H· + HO- →H2O + e- 

 Bien que nous ne puissions exclure que ce phénomène intervient potentiellement 

dans notre synthèse micro-ondes, le simple fait que le chauffage classique permet de former 

des NPs d’or (§2.2.2) montre que le HMBPène participe au mécanisme d’oxydoréduction.  

 

5. Caractérisations physicochimiques du nanomatériau 

 5.1. Propriétés hydrodynamiques 

 Les NPs en solution ont été caractérisées par DLS (Annexe 2), le diamètre 

hydrodynamique est de 16,5 ± 5,2 nm (Zav Figure 40 A), ce qui est suffisamment proche de la 

taille cristalline mesurée par MET. Ceci indique l’absence d’agrégats de particules. Les NPs 

présentent un potentiel  de -38,3 ± 12,8 mV (Figure 40 B). Ce potentiel négatif indique que le 

HMBPène, adsorbé en surface, apporte des charges négatives via ses groupements 

phosphonates. Ceci permet une stabilisation des NPs par répulsions électrostatiques. Le 

diamètre hydrodynamique mesuré sur un temps plus long reste constant jusqu’à au moins 

deux semaines après synthèse : les NPs peuvent donc se conserver à 4°C et à l’abri de la 

lumière sans modification de leurs propriétés (Figure 40 C). 
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Figure 40. Mesures du diamètre hydrodynamique (A), du potentiel  (B) et suivi de la 

stabilité au cours du temps des NPs Au@HMBPène obtenues par le protocole sous micro-

ondes (C) 

 

 5.2. Caractérisations de surface 

  5.2.1. Analyse thermogravimétrique 

 Les molécules résiduelles non adsorbées après synthèses sont éliminées par des 

ultrafiltrations successives. L’analyse thermogravimétrique (ATG) nécessite des quantités de 

l’ordre de quelques milligrammes de NPs. La synthèse des NPs a donc été réalisé en utilisant 

une concentration de HAuCl4 de 1 mM au lieu de 0,25 mM , toutes les autres conditions 

restant identiques (paragraphe §6.2). La Figure 41 montre la perte de masse observée.  
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Figure 41. ATG de 8,74 mg de poudre de NPs Au@HMBPène de 13,7 ± 1,4 nm et 

HMBPène seul (courbe insérée) 

 

 Cette perte de masse correspond à la quantité de HMBPène pour une masse totale 

de 8,74 mg de NPs Au@HMBPène de 13,7 nm. On dénombre environ 2 000 molécules par NP 

soit un taux de couverture de 3,4 HMBPène/nm² (Annexe 4). Cette estimation est du même 

ordre de grandeur que ce qui a été obtenu pour les NPs de maghémite de taille similaire 

habillées par des HMBP.98b Ce résultat suggère que bien que les propriétés physiques et de 

surface entre les oxydes métalliques et les métaux nobles soient différentes, on constate dans 

les deux cas une structuration des HMBP en monocouche. 

 

  5.2.2. Analyses par spectroscopie infrarouge par transformée de 

Fourier 

 Nous avons procédé à des analyses par spectroscopie infrarouge par transformée de 

Fourier  (IRTF) afin de comparer l’habillage des NPs Au@HMBPène et le HMBPène seul (Figure 

42). On retrouve sur le spectre des NPs les bandes de vibrations qui correspondent à la 

chaine carbonée du HMPBène tel que les élongations des liaisons C-H à 2920 cm-1 et 2850 

cm-1, des liaisons C=C à 1640 cm-1 et les cisaillements des liaisons C-H à 1450 cm-1. On 

remarque que la bande de vibration à 1390 cm-1 correspondant aux déformations des CH2 
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est amplifiée à la surface des NPs tandis qu’elle est de très faible intensité sur le spectre du 

HMBPène seul. La plus grande variation observée entre le spectre de la molécule seule et 

des NPs se situe au niveau des bandes de vibrations des P-O et P=O entre 1250 cm-1 et 850 

cm-1. Ainsi pour les NPs Au@HMBPène une seule bande large est observée. 

 

Figure 42. Comparaison des spectres IRFT des NPs Au@HPBPène versus HMBPène 

(molécule seule) 

 

 Ce type de modification des bandes de vibration des P-O et P=O s’observe 

également sur les NPs de maghémite γFe2O3@HMBP et témoigne d’une chélation de la 

surface de l’oxyde métallique par les groupements phosphonates.97c, 147 

 Pour ce qui est des NPs d’or, la plupart des travaux cités précédemment ne 

considèrent pas le groupement phosphonate comme agent de chélation de la surface59a, 99. 

De plus, les travaux de Li et al. proposent une synthèse de NPs d'or à l'aide d'un phosphonate 

dont la double liaison C=C s'oxyderait en liaison C-Au. 59b Cependant l’étude de Benyettou 

et al. sur les NPs Ag@Alendronate valide le modèle de chélation par les groupements 

phosphonates en confirmant que cela implique bien une modification des bandes de 

vibrations. Cette observation est validée par modélisation des spectres IRTF à l'aide de 

calculs par DFT.100 Il est donc cohérent d’envisager ce mode d’interaction pour la 

chimisorption des HMBP sur les métaux nobles. Il est à noter que dans les autres travaux 

évoqués précédemment aucune étude comparative de spectrométrie IRTF entre la 

molécule seule et la molécule adsorbée n’a été réalisée. 
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  5.2.3. Analyses par spectroscopie par photoélectrons X 

 Afin de déterminer la composition chimique des échantillons et d’étudier l’énergie de 

liaison des électrons de chaque atome, des expériences par spectroscopie par 

photoélectrons X (XPS) ont été réalisées sur des poudres.** L’étude a porté sur les électrons 2p 

du phosphore, 4f de l’or et 1s du carbone afin de comparer nos données à la littérature. 

 La figure 43 présente l’ensemble des résultats. On observe tout d’abord que le pic des 

électrons 2p du phosphore est présent sur notre échantillon. Ceci confirme la présence d’un 

composé phosphoré à la surface des NPs. Les déconvolutions des contributions de spin 1/2 et 

3/2 ont des énergies et des aires semblables à la molécule seule, mais les largeurs à mi-

hauteur (LMH) sont plus faibles (Figure 43 A). Ce résultat est en accord avec ceux de Basly et 

al.148 et indique que l’état d’oxydation du phosphore correspond à celui des phosphonates 

dont l’environnement électronique est modifié par leur adsorption sur la surface d’or. 

 Les pics des électrons 4f de l‘or témoignent de deux états d’oxydation en surface des 

NPs par la présence d’Au(I) et d’Au(0) (Figure 43 B). La LMH des pics de l’Au(I) est p lus 

importante de 0,7-0,8 eV que celle de pics de l’Au(0), ce qui est tout fait comparable aux 

valeurs mesurées par Park pour les NPs Au@Ct.23 Nous pouvons ainsi déduire la nature ionique 

de la liaison entre le métal et le ligand. 

 Le pic des électrons 1s du carbone est localisé à 286,7 eV (Figure 43 C). Cette position 

est classiquement attribuée aux carbones engagés dans des liaisons C-O,149, donc dans 

notre cas il correspond à celui portant le groupement hydroxyle. Ainsi, contrairement aux 

travaux de Li et al. le pic attribué à la formation d’une liaison C-Au au cours du processus 

d’oxydoréduction et localisé à une énergie de 289 eV n’est pas observé .59b  

                                                           
**

 L'ensemble des travaux d'analyse XPS ont été réalisés en collaboration avec l'équipe du professeur Nadine 
Millot au sein du laboratoire Institut Carnot De Bourgogne de l'Université de Bourgogne. 
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FIgure 43. Comparaison des énergies de liaison des électrons P2p du HMBPène libre et 

chimisorbé sur les NPs d'or (A). Énergies de liaison des électrons Au4f des NPs Au@HMBPène 

(B). Énergies de liaison des électrons C1s du HMBPène chimisorbé sur les NPs d'or(C). 

 

  5.2.4. Conclusion sur le modèle de chélation 

 L’ensemble des données recueillies en ATG, IRTF et XPS sont cohérentes et indiquent 

l’adsorption du HMBPène en monocouche sur la surface des NPs d’or via une liaison ionique 

avec les groupements phosphonates (Figure 44). La double liaison C=C reste donc disponible 

pour une étape de post-fonctionnalisation. 

 

Figure 44. Modèle de chélation du HMBPène sur la surface d’une NP d’or 

 

 La contradiction avec le modèle de Li et al. se justifie par les différences observées sur 

les analyses XPS comme nous l’avons évoqué précédemment. Mais elle se justifie également 

par les caractérisations par IRTF où dans son cas il n’observe pas de différence entre la 

molécule seule et l’habillage des NPs au niveau des bandes de vibration des phosphonates. 
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 Les études de Ross et al.99b-d, Cole et al.99a et Drogat et al.59a mettent en jeux des 

composés HMBP portants une fonction amine et ils postulent que la liaison sur la surface des 

NPs se fait par l’atome d’azote. Contrairement au modèle de chélation proposé par 

Benyettou et al.,100 cette hypothèse n’est pas confirmée par une étude comparative en 

spectroscopie IRTF. 

 

6. Influence des paramètres réactionnels 

 6.1. Influence du pH réactionnel 

 Comme discuté au chapitre précédent pour la synthèse de Turkevich, le pH 

réactionnel influence la cinétique de formation des NPs. Nous proposons ici d‘étudier de 

façon analogue aux travaux de Ji et al.25 l’effet du pH sur la taille finale des NPs, en 

procédant selon deux méthodes différentes : 

- Par la variation du ratio HMBPène/HAuCl4 avec une solution de HMBPène précurseur 

à pH ajusté à 8,2. 

- Par la variation du pH de la solution de HMBPène précurseur pour un ratio 

HMBPène/HAuCl4 ajusté à R = 4,4. 

 Pour ces deux études, on utilisera une concentration en or de 0,25 mM identique à 

celle employée dans le mode opératoire décrit au paragraphe §3.3. 

  6.1.1. Variation du ratio réducteur-or 

 Le protocole de synthèse a donc été répété en modifiant pour chaque essai la 

concentration en HMBPène de la solution précurseur. Les NPs obtenues conservent leur forme 

sphérique et ont des tailles qui varient entre 13,1 ± 1,0 nm et 20,2 ± 2,9 nm pour des ratios R = 

HMBPène/HAuCl4 allant de 2 à 20 correspondant au cas où le réducteur est donc toujours en 

excès (Figure 45).  
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Figure 45. Images MET et distribution de taille des NPs Au@HMBPène synthétisées pour 

différents ratios R = HAuCl4/HMBPène 

 

 L’évolution de la taille finale des NPs Au@HMBPène en fonction du ratio est présentée 

(Figure 46 A). Une diminution de la taille est d'abord observée pour les ratios inférieurs à 4 puis 

une augmentation pour les ratios supérieurs. Pour chaque expérience le pH a été mesuré en 

fin de réaction (Figure 46 B). Le comportement en fonction du rapport R est très similaire à 

celui décrit dans la littérature pour la synthèse de Turkevich (Figure 46 A)25, 32-33 : le pH 
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augmente pour les ratios inférieurs à 8 puis un palier autour de pH = 8 est obtenu. Ceci signifie 

que le HMBPène tamponne le milieu réactionnel comme cela a été démontré pour les ions 

citrates, bien que les valeurs des constantes d’acidité du HMBPène (pKa = 0,8 / 2,3 / 6,3 / 

10,9) couvrent une plus large gamme que celle de l’acide citrique (pKa = 3,2 / 6,8 / 8,4). 

 

Figure 46. Évolution de la taille des NPs Au@HMBPène pour différents ratios 

HAuCl4/HMBPène et courbe de Ji et al.25 en insertion (A). Évolution du pH final pour différents 

ratios HAuCl4/HMBPène (B) 

 Il est à noter que les expériences conduites pour des ratios R<1 où le HMBPène n'est 

plus en excès conduit à une solution grise après 10 min de chauffage ( R = 0,7) , et après 

quelques heures à température ambiante les NPs précipitent. 

 

  6.1.2. Variation du pH initial du réducteur 

 Le pH réactionnel peut être également modulé en changeant simplement le pH de la 

solution précurseur de HMBPène. La figure 47 montre l’évolution de la taille et distribution de 

taille lorsque la synthèse est réalisée avec un ratio R= 4,4 et en modulant le pH initial du 

réducteur. La forme sphérique des NPs est conservée, avec des tailles qui varient entre 13,5 ± 

0,9 nm et 18,3 ± 1,8 nm sur une échelle de pH entre 4,2 et 11,8. 
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Figure 47. Photographies MET et distribution de taille des NPsAu@HMBPène synthétisées 

pour différents pH de la solution précurseur de HMBPène avec R=4,4 

 

 On observe donc une décroissance de la taille cristalline des nanosphères avec 

l'augmentation du pH (Figure 48 A). La comparaison avec l'étude précédente (Figure 46 A) 

suggère que l'on retrouve la même allure de courbe pour des ratios R inférieurs à 4,4. De plus 

l'augmentation du pH final de 4,2 à 7 pour cette série d'expériences (Figure 48 B) confirme 

cette similarité de l'effet tampon. 

 

Figure 48. Évolution de la taille des NPsAu@HMBPène (A) et du pH final (B) pour différents 

pH de la solution précurseur de HMBPène avec R = 4,4 
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  6.1.3. Discussion sur le mécanisme de formation des NPs d'or avec le 

HMBPène 

 Comme cité précédemment, les NPs synthétisées pour des ratioss R <1 ne sont pas 

stables. La même expérience a donc été réalisée avec des temps de chauffage plus longs. 

Les solutions obtenues se colorent peu à peu jusqu'à l'obtention d'une solution violète foncée 

après 2h à 100°C (Figure 49 A). Les mesures par spectrométrie UV-Vis montrent l'apparition 

d'une large bande de résonance plasmon autour de 540 nm. Les photographies par MET 

mettent en évidence la présence de nanofils pour 10 minutes de chauffage (Figure 49 B) puis 

de nanocristaux polymorphes 2 heures plus tard (Figure 49 C). 

 

Figure 49. Suivi de la synthèse de NPs Au@HMBPène pour R = 0,7 par spectrométrie UV-Vis 

(A) et par MET : images après 10 min (B) et 2 heures (C) de chauffage 

 

 Selon le modèle de mécanisme pH-dépendant proposé par Ji et al. décrit au 

chapitre précédent, la formation d'intermédiaire nanofils résulte d'une agrégation des 

germes dans les premiers instants de la réaction lorsqu'elle est conduite à pH acide.25 Dans 

notre cas, deux effets se produisent : 

- la faible quantité de HMBPène ne compense plus la forte acidité de HAuCl4. Ce qui 

pourrait expliquer une déstabilisation des germes,  

- la cinétique globale de formation des NPs est plus lente, comme en témoigne 

l’évolution de l’absorption, que lorsque le réducteur est en excès.  

 L'évolution de la bande de résonance plasmon et de la morphologie des NPs au 

cours de l'avancement de la réaction corrèle donc avec le modèle type nucléation - 

agrégation - « murissement intraparticules » que propose Ji et al., bien que remis en cause 

récemment par Wuithshick et al.32 S'il est difficile de contester le caractère inadéquat des 

méthodes ex-situ telles que la spectroscopie UV-Vis ou la MET pour définir le mécanisme de 

formation des NPs, notre étude confirme l'importance du pH comme paramètre pour le 
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contrôle du diamètre des nanosphères. Par ailleurs le mécanisme classique de nucléation - 

croissance par diffusion ne permet pas de comprendre la diminution de la taille des NPs 

avec l'augmentation du pH réactionnel telle qu'elle est décrite dans le paragraphe §5.2. 

 

 6.2. Concentration en réactifs 

 Dans le but de moduler la quantité de NPs synthétisées, nous avons réalisé la synthèse 

sous chauffage micro-ondes avec une concentration en HAuCl4 de 1 mM (au lieu de 0,25 

mM) et dans les mêmes conditions.†† Des nanosphères d’un diamètre moyen de 13,7 ± 1,4 

nm sont obtenues (Figure 50). Ainsi, on observe une diminution de la taille moyenne lorsqu’on 

augmente la concentration initiale en précurseur d’or : taille de 13,7 nm ([HAuCl4] = 1 mM) et 

14,4 nm ([HAuCl4] = 0,25 mM). Cet effet est en accord avec les travaux de Turkevich.13 

D’autre part, les solutions ne sont pas stables pour des synthèses employant des 

concentrations supérieures. Par la suite, nous concentrons nos échantillons en réduisant le 

volume après synthèse par ultrafiltration. 

 

Figure 50. Synthèse par chauffage micro-onde de NPs Au@HMBPène pour [HAuCl4] = 

1mM: images par MET (A) et distribution de taille (B) 

 

 6.3. Mode de chauffage 

 Le chauffage classique n’apporte pas de changement de morphologie intéressant 

dans les conditions standards par rapport au chauffage micro-ondes (Figure 51 A1 et A2). Il 

permet néanmoins d’obtenir des NPs de 10,1 ± 0,8 nm lorsque l’on augmente la 

concentration en HAuCl4 à 1 mM (Figure 51 B1 et B2). 

 La diminution du diamètre observée précédemment par chauffage micro-ondes 

(Figure 50) est ainsi amplifiée avec la méthode de chauffage classique. Il apparait que 

contrairement à ce qui a été observé pour [Au] = 0,25 mM, le chauffage micro-ondes ne 

                                                           
††

 ratio R = 4 et pH de la solution de HMBPène fixé à 8,2 
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compense plus le phénomène de réduction du complexe [AuCl4]- avant hydrolyse. Ainsi 

l’augmentation de la cinétique de réduction induit un plus grand nombre de germes dans les 

premiers instants après ajout de la solution de HMBPène, donc une diminution de la taille 

finale dans l’hypothèse où le nombre de NPs reste constant. 

 

Figure 51. Synthèse par chauffage classique de NPs Au@HMBPène pour [Au] = 0,25 mM 

et [Au] = 1,00 mM : images par MET (respectivement A1 et B1) et distribution de taille 

(respectivement A2 et B2) 

 

7. Stabilité colloïdale 

 Dans cette partie nous proposons d'évaluer la stabilité colloïdale des NPs 

Au@HMBPène de 14 nm dans deux conditions de perturbation différentes. Dans un premier 

test, les NPs seront placées en milieu salin afin de « masquer » les charges de surface pour 

perturber les répulsions électrostatiques inter-particules. Dans un second test, nous ajouterons 

un composé portant une fonction thiol pour provoquer la désorption de ligand par réaction 

d'échange à la surface des NPs. Ces deux méthodes seront également testées sur des NPs 

Au@Ct de 14 nm synthétisées par voie micro-ondes afin de comparer ces deux types 

d'habillages. 

 

 7.1. Test de stabilité en milieu salin 

 Après ajout d'une solution de chlorure de sodium sur les dispersions en NPs 

fraichement synthétisées, les spectres d'absorption UV-Vis sont enregistrés au cours du temps 
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(Figure 52). On constate dans les deux cas une évolution assez rapide des propriétés optiques 

avec l'apparition d'une nouvelle bande de résonance plasmon autour de 640 nm, 

témoignant de l'agrégation causée par l'augmentation de la force ionique. Dans le cas des 

NPs Au@Ct, le phénomène semble moins rapide car l'absorbance à 640 nm continue 

d'augmenter après 30 min tandis que pour les NPs Au@HMBPène le maximum à cette 

longueur d'onde est atteint dans les 5 premières minutes. Dans ce dernier cas, on observe 

une diminution de l’absorbance à 640 nm, témoignant d’une précipitation des NPs. 

 

Figure 52. Suivi de l'agrégation par spectrométrie UV-Vis des NPsAu@Ct (gauche) et des 

NPs Au@HMBPène (droite) en solution aqueuse de chlorure de sodium à 50 mM 

 

 On peut en déduire que l'habillage citrate permet une répulsion électrostatique plus 

forte que l'habillage HMBP, ce qui rend le colloïde moins sensible à l'augmentation de la 

force ionique. À pH neutre, on mesure une légère différence de potentiel  entre ces deux 

types de NPs (-38,3 ± 12,8 mV pour les NPs Au@HMBPène contre -46,6 ± 14,4 mV pour les NPs 

Au@Ct) qui corrèle avec les résultats obtenus. L'augmentation de stabilité relative en milieu 

salin peut être expliquée par l'hypothèse selon laquelle la structure en bicouche de 

l'habillage citrate est à l'origine de cette différence de charge de surface.  

 

 7.2. Test de stabilité par échange de ligand 

 Le chlorure de cystéamine est un sel d'ammonium avec une fonction thiol (Schéma 

9), par conséquent capable de se lier à la surface des NPs d'or de façon plus efficace que 

les oxanions carboxylates ou phosphonates.  

 

Schéma 9. Chlorure de cystéamine 
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 Le principe de ce test de stabilité est de provoquer un échange de ligand en 

présence de ce composé, et ainsi d'introduire des cations ammonium au sein des couches 

de molécules adsorbées. Ceci diminue la charge de surface et engendrer une perte de 

stabilité. Ce phénomène est nettement observé pour les NPs Au@Ct avec des concentrations 

inférieures ou égales à 2 µM tandis que les NPs Au@HMBPène restent stables puisque le 

spectre d'absorption est inchangé (Figure 53). 

 

Figure 53. Suivi de l'agrégation par spectrométrie UV-vis des NPs Au@Ct (gauche) et des 

NPs Au@HMBPène (droite) pour différentes concentrations  en chlorure de cystéamine 

 

 La différence chimique entre ces deux habillages de NPs influence donc 

significativement l'aspect thermodynamique de l'échange de ligand. Il est clair que la 

désorption des ions citrates est si importante que la couche d'anions adsorbés ne garantit 

plus une répulsion électrostatique suffisante. On en déduit que la liaison des groupements 

phosphonates sur la surface d'or est plus forte que celles des groupements carboxylates. Par 

conséquent les NPs Au@HMBPène ont un habillage qui peut favoriser la post-

fonctionnalisation par couplage covalent plutôt qu'un échange de ligand. 

 

8. Conclusion 

 Nous avons étudié dans ce chapitre la possibilité de mettre au point une nouvelle 

synthèse « one pot » de NPs d’or en phase aqueuse par voie micro-ondes à l’aide d’un 

bisphosphonate, le HMBPène, qui offre donc la possibilité de réduire le complexe d’or puis de 

stabiliser les NPs formées. La dégradation partielle du ligand réducteur et l’influence du pH 

sur la taille finale des nanosphères sont des observations qui suggèrent un mécanisme 

similaire à la synthèse de Turkevich. 
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 Les caractérisations de surface confirment l’efficacité de la stratégie des ligands 

bifonctionnels : l’habillage en monocouche est assuré par la chélation des fonctions 

bisphosphonates sur la surface des NPs, les doubles liaisons éthyléniques restent ainsi 

disponibles pour une étape de post-fonctionnalisation. La liaison de l’or avec les 

phosphonates apparait plus robuste qu’avec les carboxylates face à l’échange de ligand. 

 

9. Matériels et méthodes 

 9.1. Matériels 

 Tous les réactifs sont commerciaux et ont été utilisés sans purification préalable. L’eau 

a été purifiée grâce à un système Milipore (résistivité de 18.2 MΩcm). La verrerie utilisée pour 

la synthèse de NPs d'or est nettoyée à l'acide nitrique et rincée abondamment à l'eau avant 

chaque manipulation. Toutes les expériences sous micro-ondes ont été réalisées dans un 

appareil Anton Paar, Monowave 300. Les spectres de Résonance Magnétique nucléaire 

(RMN) du proton 1H (400 MHz), du carbone 13C (100,6 MHz) et du phosphore 31P (162,0 MHz) 

ont été enregistrés avec un spectromètre Bruker Avance 400 et les déplacements chimiques 

ont été reportés en partie par million (ppm) sur l’échelle δ. Le pic de solvant a été utilisé 

comme valeur de référence (RMN 1H : H2O dans D2O : 4,79 ppm). Les données sont reportées 

comme suit : s = singulet, d = doublet, q = quadruplet, qt = quintuplet, m = multiplet et les 

constantes de couplages sont données en Hz. Les spectres RMN non présentés dans le 

chapitre sont donnés en annexe 17. Les spectres ITRF ont été enregistrés sur un 

spectrophotometre Nicolet 380 Thermo Scientific FTIR. Les échantillons ont été préparés sous 

forme de pastilles de bromure de potassium (KBr). Les spectres UV visible ont été enregistrés 

sur un spectrophotomètre Jasco V-630. Le diamètre hydrodynamique (Dh) et le potentiel ζ 

des nanocristaux ont été déterminés grâce à un nanosizer Malvern : Nano-ZS (Red Badge) 

ZEN 3600. Les images de MET ont été obtenues à l’aide d’un microscope FEI CM10 (Philips) et 

les échantillons ont été préparés par dépôt d’une goutte de solution de NPs en suspension 

sur une grille de carbone recouverte de cuivre placée sur un papier filtre. Le diamètre moyen 

dMET, ainsi que la déviation standard w ont été déduites des mesures de MET et la distribution 

en taille a été modélisée à l’aide de la fonction g(d) décrite par l’équation suivante 

 

 Avec σ la déviation standard de ln(d) qui s’exprime 

(18) 
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 Les analyses thermogravimétriques (ATG) ont été enregistrées à l’aide d’un appareil 

LabSysevo TG-DTA-DSC 16000, Setaram Instrumentation. Les spectres de masse haute 

résolution (HRMS) ont été enregistrés sur un spectromètre de masse LTQ OrbitrapVelos 

(Thermo Scientific) en mode positif et négatif avec une source ESI. Les spectres de masse 

(MS) ont été enregistrés avec un analyseur Orbitrap avec une précision de 1 à 2 ppm.‡‡ La 

spectrométrie photoélectronique X est réalisée par un appareil PHI 5000 Versaprobe. La 

source d’énergie de rayon X est issue d’une radiation monochromatique Al Kα (1486,7 eV 

avec un spot de 200 µm de diamètre). Les poudres sont déposées sur une feuille d’indium 

pour immobiliser les nanoparticules. Le carbone de contamination est utilisé pour calibrer les 

spectres XPS de chacun des échantillons. Son énergie de liaison est fixée à 284,5 eV et est 

utilisé pour calibrer tous les autres pics d’un spectre afin de pouvoir les comparer. Durant 

l'analyse la pression est fixée 8.10-8 Pa. 

 

 9.2. Méthodes 

  9.2.1. Synthèse de NPs Au@Ct de 14 nm par chauffage classique 

 Deux solutions de réactifs précurseurs sont préparées : une solution A d'acide 

chloraurique (HAuCl4· 3H2O, ≥ 99,9%, Sigma-Aldrich, St Louis, MO) à 20 mM (38,8 mg dans 5 

mL d'eau distillée) et une solution B de citrate de sodium (Na3C6H5O7, ≥ 99%, AcrosOrganics) 

à 40 mM (59,1 mg dans 5 mL d'eau distillée). 125 µL de solution A sont ajoutés à 9.5 mL d'eau 

pure dans un monocol de 50 mL. Une fois porté à ébullition 250 µL de solution B sont ajoutés 

au mélange que l'on laisse sous agitation, 10 min au reflux. Le changement de couleur est 

immédiat et on obtient après quelques minutes une solution rouge bordeaux de NPs d'or de 

14 nm. 

 

  9.2.2. Synthèse de NPs Au@Ct de 14nm par chauffage micro-ondes 

 9,5 mL d'eau pure, 125 µL de solution A et 250 µL de solution B décrites 

précédemment (§ 7.2.1.) sont introduits dans un tube micro-ondes de 30 mL. Le chauffage 

est programmé en trois étapes : (1) atteindre 100°C aussi vite que possible (2) maintenir 100°C 

                                                           
‡‡

 L'ensemble des spectres de masses ont été réalisés par Julie Hardouin au sein du laboratoire Polymères 
Biopolymères Surfaces de l'Université de Rouen. 

(19) 
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pendant 10 min (3) refroidissement. La vitesse de rotation de l'agitation magnétique est fixée 

à 1200 rpm. On obtient une solution rouge bordeaux de NPs d'or de 14 nm. 

 

  9.2.3. Synthèse du HMBPène 

 593 mg (5 mmol) de chlorure de pent-4-ènoyle (ClCO(CH2)2CHCH2, 98%, Sigma-

Aldrich, St Louis, MO) sont introduits dans un monocol de 25 mL et gelés dans de l'azote 

liquide pour y ajouter 5 mL (15 mmol) de tris-(trimethylsilyl phosphite) (P(OSiMe3)3, 92%, 

AcrosOrganics). Le mélange est lentement ramené à température ambiante sous agitation 

constante. Une suspension blanche est obtenue qui est laissée sous agitation pendant une 

nuit à température ambiante. Les produits de départ résiduels sont évaporés sous vide à 70°C 

(0.1 Torr) pendant 20 minutes puis le mélange est hydrolysé dans 20 mL de méthanol (ajout à 

0°C)pendant 4 h. Après évaporation du solvant sous pression réduite on obtient une huile 

jaune qui cristallise à pH = 2,3 dans un mélange binaire métanol/eau 9:1 à froid. Le solide 

blanc obtenu est filtré sur Buchner, lavé par du méthanol froid et de l'éther diéthylique avant 

d'être séché à l'air. 940 mg de HMBPène monosodique (3,5 mmol 70% de rendement) sont 

obtenus sous la forme d'une poudre blanche. 

RMN 1H (400 MHz, 25 °C, D2O) : δ = 5,90 (m, 1H, HC=CH2) ; 5,02 (dd, J3trans(H–H) = 17.2 Hz, 

J3cis(H–H) = 10,2 Hz, 2H, C=CH2) ; 2,32 (m, 2H, CH2COH) ; 1,99 (m, 2H, CH2CH2COH). 

RMN13C {1H} (100,63 MHz, 25 °C, D2O) : δ = 139,5 ; 114,3 ; 73,8 (t, J1(C-P) = 135,5 Hz, COH) ; 32,8 

; 28,0. 

RMN31P {1H} (161,98 MHz, 25 °C, D2O) : δ = 18,9 (s). 

HR-MS (ESI-Q Tof) C5H11O7P2: m/z (M - H)- : 244,99818 ; calc. : 244,998. 

IR (KBr, pH = 7): 2920 ; 2852 ; 1640 ; 1448 ; 1163 ; 1107 ; 907 cm-1 

 

  9.2.4. Synthèse du HMBP-alcyne (n = 5) 

 834 mg (8,5 mmol) d’acide 4-pentynoique (CHCCH2CH2COOH, 95%, Sigma-Aldrich, St 

Louis, MO) sont dissous dans 20 mL de dichlorométhane et introduits dans un monocol muni 

d’une garde à chlorure de calcium. 5,6 g (44 mmol) de chlorure d’oxalyle (C2O2Cl2, ≥99%, 

Sigma-Aldrich, St Louis, MO) sont injectés, goutte à goutte, à la seringue dans le mélange, 

laissé sous agitation 7 heures après addition. Le solvant et l’excès de chlorure d’oxalyle sont 

éliminés sous pression réduite à l’aide d’une pompe munie d’un piège à azote liquide. Une 

huile jaune est obtenue qui est gelée dans de l’azote liquide. 8,5 mL (25 mmol) de tris-
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(trimethylsilyl phosphite) (P(OSiMe3)3, 92%, AcrosOrganics) sont ensuite additionnés. La 

solution est laissée revenir à température ambiante sous agitation puis laissée pendant une 

nuit à température ambiante. Les produits de départ résiduels sont évaporés sous vide à 70°C 

(0,1 Torr) pendant 20 minutes puis le mélange est hydrolysé dans 20 mL de méthanol (ajout à 

0°C) pendant 4 h. Après évaporation du solvant sous pression réduite une huile jaune est 

obtenue et cristallisée à pH 2,3 dans un mélange binaire méthanol eau 9:1, à froid. Le solide 

blanc obtenu est filtré sur Buchner, lavé au méthanol froid et à l'éther diéthylique puis séché 

à l'air. 1,873 g de HMBP-alcyne (7 mmol, 82% de rendement) sont obtenus sous la forme d'un 

solide blanc. 

RMN 1H (400 MHz, 25 °C, D2O) : δ = 2,49 (m, 2H, CH2COH) ; 2,30 (t, J4(H-H) = 2,7 Hz, 1H, HC≡C) ; 

2,19 (m, 1H, CH2CH2COH). 

RMN 13C {1H} (126 MHz, 25 °C, D2O) : δ = 86,04 (s), 73,39 (t, J1(C-P) = 135,1 Hz, COH), 69,08 (s), 

32,81 (s), 13,35 (t, J2(C-P) = 7,7 Hz, CH2COH). 

RMN 31P (202 MHz, 25 °C, D2O) : δ = 17,7 (t, J3(P-H) = 12,8 Hz). 

 

  9.2.5. Synthèse du HMBP-alcyne (n = 7)98c 

 On réalise le même protocole que celui décrit au paragraphe §9.2.4. avec une 

quantité initiale de 1,072 g (8,5 mmol) d’acide 6-heptynoïque(HCC(CH2)4COOH, 90%, Sigma-

Aldrich, St Louis, MO).1,792 g de HMBP-alcyne sont obtenus (6,1 mmol, 72 % de rendement). 

RMN 1H (400 MHz, 25 °C, D2O) : δ = 2,29 (1H, t, J4(H-H) = 2,6 Hz, HC≡C) ; 2,20 (2H, td, J3(H-H) = 

7,2 Hz, CH2C≡CH) ; 1,91 (2H, m, CH2COH) ; 1,63 (2H, m, CH2CH2COH) ; 1,51 (2H, m, 

CH2CH2CH2COH). 

RMN 13C {1H} (100,63 MHz, 25 °C, D2O) : δ = 86,5 ; 74,0 (t, J1(C-P) = 134,5 Hz, COH) ; 68,9 ; 33,1 ; 

28,7 ; 23,0 ; 17,5. 

RMN 31P (161,98 MHz, 25 °C, D2O) : δ = 18,4 (t, J3(P-H) = 13,9 Hz) 

 

  9.2.6. Synthèse de NPs Au@HMBPène de 14 nm par chauffage micro-

ondes 

 Une solution C de HMBPène à 44 mM (59,1 mg dans 4,5 mL d'eau distillée) est 

préparée à pH 8,2. 9,5 mL d'eau distillée, 125 µL de solution A décrite précédemment (§ 

7.2.1.) et 250 µL de solution C sont introduits dans un tube micro-ondes de 30 mL. Le 
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chauffage est programmé en trois étapes : (1) atteindre 100°C aussi vite que possible (2) 

maintenir 100°C pendant 10 min (3) refroidissement. La vitesse de rotation de l'agitation 

magnétique est fixée à 1200 rpm. Une solution rouge bordeaux de NPs d'or de 14 nm est 

obtenue. 

 

  9.2.7. Test de stabilité des NPs vs NaCl 

 100 μL de solution de chlorure de sodium (NaCl, 99%, Sigma-Aldrich, St Louis, MO) à 1 

M sont ajoutés à 2 mL de solution de NPs d'or de 14 nm fraichement synthétisées selon les 

procédures décrites aux paragraphes §9.2.2. pour les NPs Au@Ct et §9.2.4. pour les NPs 

Au@HMBPène. Les spectres UV sont enregistrés après avoir mélangé les réactifs et à des 

intervalles de temps variables (0 min, 5 min, 10 min, 20 min, 30 min). 

 

  9.2.8. Test de stabilité des NPs vs hydrochlorure de cystéamine 

 100 μL de solution d'hydrochlorure de cystéamine (HSCH2CH2NH2· HCl, 98%, Sigma-

Aldrich, St Louis, MO) de concentration variable (0 µM, 10 µM, 20 µM et 40 µM) sont ajoutés à 

2 mL de solution de NPs d'or de 14 nm fraichement synthétisées selon les procédures décrites 

aux paragraphes §9.2.2. pour les NPs Au@Ct et §9.2.4. pour les NPs Au@HMBPène. Les 

spectres UV sont enregistrés 10 min après avoir mélangé les réactifs. 
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NANOPARTICULES AU@HMBPÈNE  
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Chapitre 3 : POST-FONCTIONNALISATION DES NANOPARTICULES 

AU@HMBPÈNE 

 

 Dans ce chapitre, nous cherchons à démontrer que les NPs Au@HMBPène (dont la 

synthèse est décrite au Chapitre 2) peuvent jouer le rôle de nanoplateformes 

fonctionnalisées pour le couplage chimiosélectif de composés d’intérêt en phase aqueuse. 

Deux stratégies de post-fonctionnalisation sont évaluées : le couplage par métathèse croisée 

et des réactions par chimie « Click ». Ces réactions sont testées sur des composés modèles 

pour évaluer leur faisabilité. Nous détaillons plus particulièrement la cycloaddition des 

composés tétrazines, une réaction chimiosélective qui ouvre des perspectives pour le 

couplage de composés d'intérêt biologique. 

 

1. Introduction 

 Dans la nomenclature en chimie organique, les doubles liaisons éthyléniques ne sont 

pas considérées comme des groupements fonctionnels puisqu’elles appartiennent à la 

chaine carbonée. Néanmoins ce type d’insaturation possède une réactivité qui lui est 

propre. Ainsi, nous pouvons trouver de nombreux exemples dans la littérature de substitutions 

et d’additions sur les alcènes. 

 Les réactions de couplage par catalyse organométallique permettent de former des 

liaisons C-C tout en conservant l’insaturation. Nous nous focaliserons ici sur la métathèse des 

oléfines, une réaction qui fait intervenir deux alcènes pour échanger leurs substituants. 

Décrite pour la première fois en 1964 par Banks et al. comme une réaction de dismutation,150 

cette synthèse a été développée aussi bien pour des couplages intramoléculaires que des 

couplages intermoléculaires.151 Yves Chauvin, Richard R. Schrock et Robert H Grubbs 

obtiennent en 2005 le prix nobel de chimie pour leurs travaux sur la métathèse. Notre étude 

portera sur la métathèse croisée, qui fait intervenir le couplage de deux alcènes distincts à 

l'aide du catalyseur de Grubbs de deuxième génération tel que résumé sur le schéma 10. 
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Schéma 10. Équation bilan et mécanisme de la réaction de métathèse croisée 

 

 Nous avons évoqué brièvement au chapitre 1 les principes de la chimie « Click » que 

nous avons illustré par son plus célèbre exemple : la réaction de Huisgen. D’autres réactions 

sur des substrats alcènes ont été développées, faisant aussi intervenir un processus 

photocatalytique.152 Nous évaluerons dans ce travail la réaction thiol-ène,153 couramment 

utilisée pour la fonctionnalisation de matériaux,154 dont l’équation bilan ainsi que le cycle 

catalytique sont décrit sur le schéma 11. Ce type de synthèse nécessite l'ajout d'un initiateur 

radicalaire afin de générer des radicaux, qui vont eux même maintenir le cycle catalytique 

par propagation. 

 

Schéma 11. Équation bilan de la réaction thiol-ène et son cycle catalytique 
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 La réaction de cycloaddition des tétrazines sur les alcènes a récemment stimulé un 

grand intérêt car elle est aussi compatible avec les principes de la chimie « Click ». 

Développée pour la première fois en 1959 par Carboni,155 son mécanisme est de type « Diels-

Alder à demande électronique inverse » (Schéma 12). Elle trouve aujourd’hui des 

applications dans les sciences du vivant pour le biomarquage.156 Nous étudierons la 

réactivité d’un composé tétrazine sur le HMBPène et la viabilité de cette voie pour la post-

fonctionnalisation de nos nanoplateformes. 

 

Schéma 12. Équation bilan de la réaction de cycloaddition d’un composé tétrazine sur un 

alcène et formule générale de l'intermédiaire réactionnel 

 

2. Métathèse 

 2.1. Métathèse sur les NPs d’or et en phase aqueuse 

 On trouve dans la littérature des exemples de métathèse sur les NPs d’or 

fonctionnalisées par des alcènes avec une fonction thiol. Ces molécules possèdent une 

double liaison C=C en bout de chaine alkyl, et du fait de leur faible solubilité dans l’eau ces 

réactions sont conduites en phase organique. Certains auteurs ont développé des 

polymérisations par ouverture de cycle à l’aide de dérivés de norbornène (hydrocarbure 

ponté de formule C7H10), formant ainsi une couche de polymère autour de la NP.157 Ornelas 

et al. ont développé le couplage par métathèse croisée des dérivés d’acrylate ce qui illustre 

la possibilité de post-fonctionnalisation par la catalyse organométallique.158 À ce jour, 

aucune étude ne propose de fonctionnaliser les NPs d'or par métathèse en phase aqueuse. 

 Robert H Grubbs a développé des complexes de ruthénium pour la catalyse 

homogène des réactions de métathèse d’oléfine.159 Ces catalyseurs ont notamment été 
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modifiés pour réaliser ces réactions en phase aqueuse.160 Le catalyseur de Hoveyda-Grubbs 

de seconde génération (HGII) étant commercial mais peu soluble dans l’eau, nous nous 

inspirerons des travaux de Binder et al. pour la solubilisation à l’aide d’un co-solvant polaire : 

le diméthylformamide (DMF).161 Si d’autres co-solvants organiques ont montré un rendement 

supérieur dans cette étude, le DMF présente l’avantage de solubiliser à la fois le catalyseur et 

les NPs. 

 

 2.2. Métathèse sur les Au@HMBPène 

  2.2.1. Premières observations 

 Des NPs Au@HMBPène de 14 nm synthétisées et lavées dans les conditions décrites au 

chapitre 2 sont mises en solution dans un mélange binaire eau/DMF 1:4 avec 1 mg de 

catalyseur HGII. Après 2 heures d’agitation à température ambiante, nous observons 

l'apparition d'une coloration violette (Figure 54). Les NPs étant stables dans le DMF, ce 

changement de propriétés optiques peut être attribué à l’action du catalyseur sur les 

molécules chimisorbées à la surface des NPs. En considérant que la réaction est efficace, 

ceci suggère un auto-assemblage des nanosphères par couplage inter-particules, générant 

des agrégats suffisamment gros pour présenter une absorption dans la région du proche 

infrarouge. 

 Ainsi, bien que ce ne soit pas notre objectif initial, la conception de tels édifices 

nanométriques pourrait être prometteuse pour des applications en TPT (Chapitre 1). C’est 

pourquoi il nous a paru important de caractériser et de tenter de contrôler ce type de 

synthèse. 
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Figure 54. Premier résultats expérimentaux : en présence du catalyseur HGII un 

changement de couleur est observé. Hypothèse d’un couplage inter-particules conduisant à 

la formation d’assemblages. 

 

  2.2.2. Variation de la température et quantité de catalyseur 

 Deux paramètres nous ont paru intéressants à étudier : la quantité de catalyseur et la 

température de chauffage. Afin de contrôler précisément la température et d’accélérer 

l’agrégation des NPs, nous avons utilisé le chauffage micro-ondes. Les NPs Au@HMBPène de 

14 nm, dans le mélange eau/DMF ont donc été mises en présence de quantités variables de 

catalyseur et la réaction conduite à différentes températures. Le mélange réactionnel est 

laissé sous micro-ondes pendant cinq minutes puis dilué dans 50% d’eau afin de stopper la 

réaction. La Figure 55 présente l’évolution des spectres d’absorption UV-Vis§§ et des 

diamètres hydrodynamiques en fonction de la quantité de catalyseur et de la température 

de chauffage : 

 Pour les différentes concentrations en HGII testées, la température de réaction est 

fixée arbitrairement à 100 °C. 

 Lorsque l'on étudie l'effet de la température, la concentration en HGII est fixée 

arbitrairement à 32 µM. 

 Les NPs sont introduites pour une concentration or de 1,0 mM. 

                                                           
§§

 Afin de s'affranchir des effets de dilution, les absorbances sont normalisées. 
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Figure 55. Évolution de la résonance plasmon et du diamètre hydrodynamique en 

fonction de la quantité de catalyseur (respectivement A1 et A2) et de la température de 

chauffage (respectivement B1 et B2). Dans les conditions de référence : [HGII] = 32 µM, [Au] = 

1,0 mM et T = 100 °C. 

 

 La bande plasmon se déplace vers le rouge lorsqu’on augmente la quantité de 

catalyseur (Figure 55 A1), ou encore avec l’augmentation de la température de chauffage 

(Figure 55 A2). Ceci suggère une augmentation de la taille des assemblages. Il semble donc 

que l’activité catalytique puisse être modulée en fonction de ces paramètres intensifs. 

 La taille hydrodynamique de ces structures a été mesurée par DLS après élimination 

du DMF par ultrafiltration (Figure 55 A2 et B2). Le diamètre hydrodynamique augmente avec 

la quantité de catalyseur (à l'exception de l'expérience réalisée pour [HGII] = 16 µM) et avec 

la température du chauffage. Ces résultats sont cohérents avec le déplacement vers le 

rouge de la bande plasmon. 
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 2.3. Observations par MET 

 Si les mesures en spectrométrie UV-vis mettent en évidence l’agrégation des NPs de 

façon qualitative, elles ne permettent pas de connaitre la taille moyenne et la polydispersité 

des assemblages. La DLS indique que nous pouvons moduler la taille hydrodynamique de nos 

complexes de NPs entre 50 et 200 nm suivant la concentration de catalyseur et la 

température de chauffage choisie. Afin de confirmer l’état d’agrégation des NPs en solution, 

une étude par MET a été réalisée.  

 Pour cela il a été nécessaire de mettre au point une méthode de dépôt sur la grille 

MET. En effet l’évaporation du solvant lors du dépôt sur la grille de MET influence fortement la 

disposition des NPs. Nous avons donc choisi de laisser flotter une grille de MET sur une solution 

de NPs puis de laisser évaporer lentement l’eau en plaçant l’échantillon à l’étuve une nuit 

(Figure 56 A). Le temps d'imprégnation de la grille étant considérablement allongé, cela 

pourrait favoriser l'homogénéité du dépôt. 

 Afin de valider ce protocole, nous avons utilisé les Au@HMBPène de 14 nm. La Figure 

56 B C D montre les clichés par MET pris sur différentes zones de la grille. Il apparait clairement 

que la densité de NPs déposées est variable suivant la zone d’observation. Ceci étant, nous 

constatons que les sphères sont isolées les unes des autres dans les zones où la densité est 

plus faible (Figure 56 B). Donc dans ce cas précis, les clichés par MET sont représentatifs du 

niveau d’agrégation. 
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Figure 56. Méthode de dépôt alternative sur grille de MET pour une solution de NPs 

Au@HMBPène standard de 14 nm : images MET de différentes zones de la grille. 

 

 Le même protocole a été réalisé sur les trois expériences de métathèse utilisant des 

quantités de catalyseur croissantes, les résultats obtenues en MET sont présentés figure 57. 

 

Figure 57. Visualisation par MET des assemblages de NPs pour différentes concentration 

en catalyseur : [HGII] = 16 µM (A), [HGII] = 32 µM (B) et [HGII] = 64 µM (C) 
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 Les colorations des solutions témoignent de la grande différence du niveau 

d’agrégation. Les clichés par MET (zones diluées) mettent en évidence la présence 

d’agrégats de plusieurs dizaines de NPs. Néanmoins il est difficile de donner par cette 

méthode une taille moyenne à cause de l’hétérogénéité et du caractère amorphe de ces 

assemblages. De surcroit, nous ne pouvons corréler le niveau d’agrégation avec la quantité 

de catalyseur introduite. 

 

 2.4. Évaluation de la réactivité du catalyseur pour la post-

fonctionnalisation par métathèse croisée 

 Conformément à notre objectif initial, nous avons aussi essayé de coupler sur le 

HMBPène adsorbé en surface des NPs un composé organique par métathèse croisée. Pour 

ce faire, il est nécessaire que l’alcène en solution ait une fonction chimique détectable par 

les méthodes analytiques classiques. C’est pourquoi nous avons synthétisé le N-(3-

azidopropyl)pent-4-ènamide par condensation du 3-azido-1-propanamine sur du chlorure de 

pent-4-ènoyl (Schéma 13). Ce composé présente un groupement azide facilement 

identifiable par spectroscopie IRTF avec une bande de vibration caractéristique pour la 

fonction azide autour de 2100 cm-1. 

 

Schéma 13. Synthèse du N-(3-azidopropyl)pent-4-ènamide 

 

 La réaction de méthathèse a été réalisé en introduisant cinq équivalents de N-(3-

azidopropyl)pent-4ènamide par rapport à la quantité estimée de HMBPène à la surface des 

NPs. L’expérience est conduite dans les conditions standards ([HGII] = 32 µM, [Au] = 1,0 mM et 

T = 100 °C) et la réaction stoppée après 5 minutes par dilution du mélange dans 50% d’eau. 

Pour l’analyse par spectroscopie IRTF, les NPs sont lavées par ultrafiltration, puis la solution est 

évaporée en présence de KBr. 

 La Figure 58 montre les spectres d’absorption UV-Vis et IRTF avant et après réaction. 

On observe une modification du spectre d’absorption UV-Vis avec un élargissement de la 

bande de plasmon (Figure 58 A) témoignant d’une légère agrégation. La bande de plasmon 

reste localisé vers 550 nm tandis qu’en absence de N-(3-azidopropyl)pent-4ènamide la 

méthathèse entre particules conduisait à une bande vers 600 nm (Figure 55 A spectre vert). 



 

97 

 

Figure 58. Spectroscopie UV-Vis (A) et IRTF (B) des NPs Au@HMBPène avant et après 

réaction avec le N-(3-azidopropyl)pent-4ènamide dans les conditions réactionnelles de la 

métathèse 

 

 La comparaison des spectres IRTF montrent qu’après réaction (Figure 58 B spectre 

rouge), la bande de vibration caractéristique des azides à 2100 cm-1 n’est pas observée. 

Ceci montre que le couplage n’a pas lieu ou avec un très faible rendement. 

 La métathèse croisée ne serait pas efficiente comme le suggérait les résultats 

préliminaires. Ceci nous oblige à remettre en cause notre hypothèse de départ, c’est-à-dire 

que l’agrégation des NPs Au@HMBPène sous l’action du catalyseur ne serait pas le résultat 

d’un couplage inter-particules. Les phosphonates étant capables de complexer les cations 

de ruthénium,145 on peut effectivement supposer que l’agrégation intervient à cause de la 

désorption d'une partie des molécules d’HMBPène de la surface. Dans le dernier cas 

l'agrégation des NPs est atténuée par la présence de N-(3-azidopropyl)pent-4ènamide, ce 

qui peut résulter d'une interaction entre ce composé et le catalyseur HGII. 
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 2.5. Bilan 

 Si les premiers résultats obtenus suggéraient un potentiel de cette stratégie pour 

l’élaboration d’assemblage de NPs, nous avons été confrontés à des difficultés de 

caractérisations. En effet, l’évolution de l’absorbance en spectrométrie UV-Vis et du diamètre 

hydrodynamique mettent en évidence le processus d’agrégation mais nous n’avons pas pu 

prouver le couplage des NPs entre elles. Ces résultats laissent penser que l’agrégation des 

NPs peut résulter d’un autre phénomène que d’un couplage par métathèse croisée. 

L’absence de preuve pour justifier la formation d’une liaison C=C et la non-chimiosélectivité 

du processus sont des limitations considérables. Toutefois il faudrait compléter cette étude 

par d'autres techniques d'analyses comme l'XPS pour avoir une meilleure compréhension du 

phénomène. 

 Les problématiques posées ici pourraient être occasionnées sur bien d’autres 

réactions faisant intervenir des catalyseurs organométalliques, notamment le couplage de 

Heck. C’est pourquoi nous nous sommes dès lors engagés sur des stratégies de post-

fonctionnalisation ne nécessitant pas l’usage de ce type de catalyseur. 

 

3. La réaction thiol-ène 

 3.1. Principe 

 Des études montrent que la réaction thiol-ène a été utilisée pour la post-

fonctionnalisation des NPs organiques162 et inorganiques.163 Les travaux de Norberg et al. 

proposent de réaliser cette réaction sur des surface d’or « passivées » par une couche de 

polystyrène tandis que la polymérisation par thiol-ène/thiol-yne avec des inclusions de NPs 

d’or a été développé par Lowe.164 On ne trouve cependant pas d’exemple de couplage de 

molécules organiques sur les NPs d’or en solution, aqueuse ou organique, via ce type de 

chimie « Click ». Nous pouvons l’expliquer, a priori, par une raison simple : les thiols ayant une 

forte affinité pour l’or il est difficile d’exclure une adsorption non spécifique de ses composés 

(Figure 59). Nous avons vu au chapitre précédent que les NPs Au@HMBPène sont moins 

sensibles à l’échange de ligand en présence de composés présentant une fonction thiol que 

les NPs Au@Ct. C’est pourquoi il nous a paru intéressant de déterminer si le couplage 

chimiosélectif pouvait être favorable dans des conditions radicalaires. L’addition d'un thiol de 

formule générale HS-R sur les liaisons C=C disponibles en surface des NPs devrait favoriser une 

plus grande stabilité des NPs par rapport à l'échange de ligand, car cela permettrait de 

conserver une charge de surface suffisamment négative. 
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Figure 59. Hypothèses sur les voies réactionnelles possibles des thiols sur les NPs 

Au@HMBPène en condition radicalaire : couplage « Click » et/ou échange de ligand. 

 

 3.2. Effet de l'initiateur radicalaire : l’hydroxycyclohexylphényl cétone 

 L’exposition de l’hydroxycyclohexylphényl cétone au rayonnement UV génère des 

radicaux tels que décrit par le schéma 14. 

 

Schéma 14. Clivage radicalaire de l’hydroxycyclohexylphényl cétone165 

 

 Les interactions radicaux – NPs d’or faisant l’objet des plusieurs études,166 nous avons 

voulu déterminer dans une première étape si les propriétés des NPs Au@HMBPène seront 

affectées par les conditions radicalaires. Il est communément admis qu’une faible quantité 

d’initiateur radicalaire permet d’enclencher le cycle autocatalytique, et pour des réactions 

de synthèse organique quelques mg suffisent. Nous avons donc choisi de travailler avec une 

concentration d’initiateur radicalaire de 5 mM. Les NPs ([Au] = 0,5 mM) et l’initiateur 

radicalaire sont mélangés dans un mélange binaire eau/DMF 1:1. La figure 60 présente 

l’évolution de l’aspect du mélange sous agitation et après différents temps d'irradiation UV. 
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Figure 60. Évaluation qualitative de la stabilité des NPs Au@HMBPène en présence d’un 

initiateur radicalaire et sous irradiation UV. Le mélange contient des NPs Au@HMBPène pour 

[Au] = 0,5 mM et 1mg de 1-hydroxycyclohexylphényl cétone. 

 

 Nous observons un changement de couleur du rouge au violet de la solution après 

plusieurs heures d’irradiation UV, ce qui montre que la stabilité colloïdale est perturbée par les 

espèces radicalaires. Afin de garder un maximum de surface disponible pour la post-

fonctionnalisation, nous nous sommes affranchis de ce phénomène d’agrégation en diluant 

la solution d’initiateur radicalaire d’un facteur 105. L'initiateur radicalaire est alors introduit à 

0,06 équivalent par rapport au HMBPène adsorbé. En répétant l’expérience avec ces 

nouvelles conditions nous n’avons pas observé de changement de couleur. 

 

 3.3. Résultats 

 Dans un premier temps nous avons étudié l’addition du 4-nitrothiophénol sur les NPs 

Au@HMBPène avec un temps d’irradiation de 1h30. La figure 61 présente les spectres IRTF des 

NPs avant et après réaction, ainsi que celui du thiol que l'on souhaite coupler. 
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Figure 61. Évaluation par spectroscopie IRTF de la réactivité du 4-nitrothiophénol sur les 

NPs Au@HMBPène dans les conditions de la réaction thiol-ène. On fixe [Au] = 0,5 mM et [HS-

φ-NO2] = 1 µM soit 0,12 équivalent par rapport au HMBPène adsorbé sur les NPs. 

 

 Après 1h30 de réaction nous n’observons pas de changement de couleur, ce qui 

indique que les NPs restent stables. Les spectres IRTF (Figure 61), montrent que les bandes de 

vibrations caractéristiques du réactif de départ telles que les élongations des C-H 

aromatiques (3096 cm-1), du S-H (2541 cm-1) et des N-O (1505 cm-1 et 1339 cm-1) 

n’apparaissent pas après réaction sur les NPs. Nous n’avons donc pas de preuves pour 

justifier le couplage du 4-nitrothiophénol. 

 La réaction de thiol-ène a également été réalisée avec le poly(éthylène glycol) 

méthyléther thiol (HS-PEG). Ce composé possède des signaux en spectroscopie IRTF plus 

intenses du fait du nombre important d’unité éthylène glycol (2000 g/mol). Trois conditions 

réactionnelles ont été évaluées : 

  1) [Au] = 2,5 mM, [HS-PEG] = 5 µM (0,12 équivalent par rapport au HMBPène)- 

1h30 d’irradiation UV en présence d’initiateur radicalaire. 

  2) [Au] = 2,5 mM, [HS-PEG] = 25 µM (0,6 équivalent par rapport au HMBPène) -

1h30 d’irradiation UV en présence d’initiateur radicalaire. 

  3) [Au] = 2,5 mM, [HS-PEG] = 25 µM (0,6 équivalent par rapport au HMBPène) -

1h30 dans l’obscurité et sans d’initiateur radicalaire. 

 

 La figure 62 présente les spectres IRTF des NPs pour chacune des conditions ainsi que 

leurs spectres d'absorption UV-Vis. 
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Figure 62. Évaluation qualitative de la réactivité du HS-PEG sur les NPs Au@HMBPène 

dans différentes conditions: Spectroscopies IRTF et UV-Vis pour les NPs ayant réagi dans les 

conditions 1 (bleu), 2 (vert) et 3 (mauve) versus Au@HMBPène avant réaction (noir) et HS-PEG 

(rouge) 

 

 Pour la réaction effectuée dans les conditions 1, nous observons des signaux sur le 

spectre IRTF qui restent assez proches des NPs Au@HMBPène avant réaction (Figure 62 A). A 

contrario lorsque l’on augmente sa concentration d’un facteur 5 pour les conditions 2 et 3, 

nous retrouvons les bandes de vibrations caractéristiques des chaines PEG : les élongations 

des C-H à 2864 cm-1 (1), les cisaillements des C-H à 1462 cm-1 (2), les déformations des CH2 à 

1349 cm-1 (3), les élongations des C-O à 1282 cm-1 (4) et 1246 cm-1 (5), les élongations des C-

O-C à 1115 cm-1 (6) et les « rocking » des C-H à 957 cm-1 (7) et 845 cm-1 (8). Dans chacune de 

ces conditions l'absorbance UV-vis des NPs ne varie pas, ce qui témoigne de l'absence de 

formation d'agrégats (Figure 62 B). Il n’y a donc pas de différence avec ou sans catalyse 

radicalaire, l’adsorption du polymère se fait vraisemblablement par échange de ligand 

même s’il est en défaut par rapport aux molécules de HMBPène chimisorbées. 
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 3.4. Bilan 

 Nos résultats montrent que la stratégie de la réaction thiol-ène pour la post-

fonctionnalisation des NPs est limitée par deux inconvénients majeurs. Lorsque le thiol est 

introduit à 0,12 équivalent par rapport au HMBPène, l’échange de ligand est négligeable 

(conformément à ce qui a été vu au chapitre 2), mais le rendement du couplage est trop 

faible pour observer le composé en surface. D’autre part, augmenter la concentration en 

thiol favorise l’échange de ligand. Notons que les dispersions aqueuses de NPs d’or utilisées 

absorbent fortement à 360 nm, ce qui peut diminuer fortement l’efficacité du clivage 

radicalaire de l’hydroxycyclohexylphényl cétone et de surcroit à ce niveau de dilution. Cette 

stratégie est donc difficilement applicable puisqu’il serait nécessaire de trouver une 

concentration optimale en thiol et en initiateur radicalaire (si elle existe) afin de rendre le 

processus chimiosélectif. 

 

4. Cycloaddition d’un composé tétrazine 

 La voie de la cycloaddition des tétrazines est une stratégie qui présente deux 

avantages par rapport à celles qui ont été étudiées ci-dessus. Elle ne nécessite pas de 

catalyseur ni de photoactivation contrairement à d’autre réactions « Click » de cycloaddition 

sur les alcènes avec des tétrazole,167 des azirines168 ou encore des aldéhydes.169 Ces réactions 

ont déjà été utilisées avec des NPs magnétofluorescentes pour le biomarquage,170 mais 

également pour la biofonctionnalisation de « quantum dots ».171 

 Nous avons tout d’abord évalué la réactivité du 3,6-di-2-pyridyl-1,2,4,5-tetrazine (pyTz), 

un composé commercial et hydrosoluble, sur le HMBPène avec les techniques classiques de 

synthèse organique. Ensuite nous avons adapté les conditions réactionnelles pour réaliser et 

caractériser le couplage sur les NPs Au@ HMBPène. 

 

 4.1. Réactivité du pyTz sur le HMBPène 

  4.1.1. Conditions optimisées pour la synthèse organique 

 La cycloaddition sur le HMBPène a été réalisée à température ambiante avec un 

taux de conversion de 100 % lorsque le pyTz est introduit en excès (deux équivalents) et à pH 

< 1. La réaction n’est pas complète lorsque l’on s’astreint aux quantités stœchiométriques 

puisque l’on observe dans ces conditions une dégradation du pyTz que nous étudierons 

ultérieurement. Tel que décrit par Carboni et ses collaborateurs,155 on obtient un composé 
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dihydropyridazine, sous deux formes tautomères. Au cours de la réaction les 

dihydropyridazines 1 et 1’ vont s’oxyder partiellement en pyridazine 2, ce qui est favorisé 

thermodynamiquement par la restauration de l’aromaticité (Schéma 15). 

 

Schéma 15. Cycloaddition du pyTz sur le HMBPène à température ambiante en conditions 

acides 

 

 Après un lavage en phase organique pour éliminer l’excès de réactif et les sous-

produits de la dégradation, le mélange a été analysé par RMN 1H et 31P (Figure 63). Sur le 

spectre 1H, on peut aisément distinguer les 3 composés par les signaux des protons non 

aromatiques les plus déblindés. Le composé 1 présente un doublet à 5,7 ppm pour son 

proton éthylénique (bleu) et un multiplet à 4,0 ppm pour son proton aliphatique (vert) tandis 

que le composé 1’ présente un singulet à 3,4 ppm pour ses protons aliphatiques (rouge). Le 

composé 2 présente un triplet à 3,2 ppm pour ses protons en position benzylique (rose) 

fortement déblindés par le cycle aromatique. Les intégrations normalisées montrent que leurs 

valeurs corrèlent avec celles qui sont mesurées sur le spectre du 31P (insertion dans la figure 

63). Après 16 h de réaction nous obtenons donc un mélange constitué par 14 % de composé 

1, 28 % de composé 1’ et 60 % de composé 2. 
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Figure 63. Étude RMN 1H du mélange des trois produits de la réaction. En insère RMN 31P 

du mélange réactionnel. 

 

  4.1.2. Obtention du produit oxydé et purification 

 Selon Knall et al. divers oxydants peuvent être utilisés pour former la pyridazine tel que 

des gaz azotés, le nitrite d’isoamyle, le peroxyde d’hydrogène ou encore le 2,3-dichloro-5,6-

dicyanobenzoquinone.172 Afin de ne pas dégrader la fonction bisphosphonate, nous avons 

utilisé l’acide 3-chloroperbenzoïque (m-CPBA) qui est moins réactif que les réactifs cités 

précédemment. Bien que peu soluble dans l’eau, le m-CPBA est introduit en excès et sous 

forte agitation il permet d’oxyder totalement les composés 1 et 1’ (Schéma 16). 

 

Schéma 16. Oxydation des formes tautomères de la dihydropyridazine 
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 Le produit a été cristallisé dans le méthanol afin de le purifier et de le caractériser 

complètement par RMN (Figure 64), RMN 2D (Annexe 17) et spectrométrie de masse (Annexe 

6). Notons que si le mélange des trois composés reste stable à l’équilibre en solution, après 

lyophilisation du mélange l’oxydation à l’air se produit sur la poudre. Par conséquent il 

semble difficile d’isoler les dihydropyridazine 1 et 1'. 

 

Figure 64. Caractérisation RMN 1H (A), 13C (B) et 31P (C) du composé 2 

 

 Le spectre RMN 1H est largement simplifié dans la zone des aromatiques par rapport 

au mélange (Figure 64). Le spectre RMN 13C présente 15 singulets et 2 triplets (73,50 ppm et 

26,38 ppm) ce qui correspond aux 17 carbones du composé 2, dont les deux plus proches 

des groupements phosphonates couplent avec les phosphores. La présence d'un seul signal 

en RMN 31P confirme que notre réaction d'oxydation est achevée. 
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  4.1.3. Étude cinétique 

 Knall et al. ont évalué la cinétique réactionnelle de diverses oléfines sur le pyTz par 

suivi en spectrométrie UV-Vis dans le méthanol.173 Nous nous sommes inspiré de cette 

méthode pour calculer la constante cinétique de notre réaction. Comme nous l’avons 

évoqué précédemment, le pyTz se dégrade à pH acide. D’un point de vue expérimental, la 

formation de bulles est observée quelques heures après la préparation de la solution, ce qui 

suggère une formation de diazote par l’ouverture du cycle tétrazine. Si l’on reprend le 

mécanisme proposé par Carboni et al. il est attendu la formation du picolinonitrile (Schéma 

17).155 

 

Schéma 17. Dégradation du pyTz 

 

 La concentration du pyTz peut être évaluée par spectrométrie UV-vis car elle est 

proportionnelle à son absorbance à 516 nm, qui est un maximum local sur son spectre 

d’absorption (Annexe 7). Nous nous sommes d’abord attachés à quantifier la cinétique de la 

dégradation du pyTz pour, ensuite, la prendre en compte dans la détermination de la 

constante cinétique globale. La concentration en pyTz a été fixée à 1 mM et l’évolution de 

l’absorbance a été suivie au cours du temps (Figure 65). Il est observé une diminution linéaire 

de la concentration en pyTz. La réaction de dégradation est donc d’ordre 0 et de constante 

kdeg = (6,4 ± 0,2).10-8 M-1.s-1 (détail des calculs en Annexe 8). 

 

Figure 65. Suivi cinétique de la dégradation dupyTz en solution à pH = 1 
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 En effet les réactions de Diels Alder à demande électronique inverse sont connues 

comme étant d’ordre global 2 avec des ordres partiels de 1 pour chacun des réactifs. Nous 

nous sommes donc placés en excès de HMBPène et la concentration de pyTz a été mesurée 

au cours du temps. L’expérience a été répétée pour différents excès de HMBPène. En 

prenant en compte la dégradation du pyTz, la linéarisation de ln([pyTz]/[pyTz0]) donne accès 

aux constantes cinétiques apparentes pour chacune des concentrations en HMBPène 

(Figure 66 A) et à la constante cinétique globale de la réaction k = 0,024 ± 0,004 M-1.s-1 (Figure 

66 B - détail des calculs en annexe 8). 

 

Figure 66. Détermination graphique des constantes cinétiques apparentes pour différentes 

concentrations en HMBPène (A) et de la constante cinétique globale de la réaction (B) 

 

 La vitesse de réaction est plus élevée que celle déterminée pour un alcène linéaire tel 

que le hex-1-ène (k = 0,001 M-1.s-1) par Knall et al.173 Ceci peut s’expliquer essentiellement par 

la différence de solvant, car selon les travaux de Wijnen et al., l’eau accélère la réaction du 

fait de son caractère fortement protique et participe à la stabilisation de l’intermédiaire 

activé.174 Par ailleurs le pH acide participe à l’accélération de la cinétique, probablement 

par la protonation des amines aromatiques, ce qui amplifie l’effet électroattracteur. 

 

  4.1.4. Stabilité et réactivité en conditions douces 

 Après avoir caractérisé notre réaction par un protocole classique de synthèse 

organique, nous avons cherché à adapter cette expérience pour l’appliquer sur les 

dispersions aqueuses de NPs Au@HMBPène tout en préservant la stabilité colloïdale. Le pyTz 
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étant peu soluble dans l’eau à pH neutre, la réaction a été menée avec une concentration 

de l’ordre du millimolaire. 

 La Figure 67 présente la stabilité du pyTz suivi par RMN 1H (Figure 67 A) ainsi que sa 

réactivité avec le HMBPène, suivi par RMN du 31P (Figure 67 B). Deux conditions réactionnelles 

ont été comparées : à température ambiante (Figure 67 A2 et B2) et après 30 min a 80° C 

sous chauffage micro-ondes (Figure 67 A3 et B3). 

 

Figure 67. Étude comparative de la stabilité du pyTz par RMN 1H (A) et du taux de 

conversion de la cycloaddition par RMN 31P (B) en conditions douces. Les spectres sont 

enregistrés à t = 0 min (A1 et B1), après 16 h à température ambiante (A2 et B2) et après 30 

min de chauffage micro-onde à 80 °C (A3 et B3). Les concentrations sont fixées à [pyTz] = 

[HMBPène] = 1 mM. 

 

 Notre première étude montre que le pyTz reste stable à température ambiante 

puisque son spectre proton n’évolue pas après 16 h tandis que lorsque l’on utilise le 

chauffage micro-ondes les signaux des sous-produits apparaissent. Lorsque l’on ajoute un 

équivalent de HMBPène, l’apparition du pic du composé 2 sur les spectres 31P est observé 

pour les deux conditions de chauffage. Dans les deux cas un taux de conversion d’environ 13 

% peut être estimé. Bien que ces conditions puissent être optimisées, elles permettent 

d’assurer que le couplage est toujours thermodynamiquement favorable. 
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 4.2. Post-fonctionnalisation des NPs Au@HMBPène à pH neutre 

 La cycloaddition du pyTz sur NPs Au@HMBPène a donc été réalisée dans les 

conditions douces décrites ci-dessus, et dans un premier temps à température ambiante 

(Figure 68). Cette fois ci nous avons utilisé une solution concentrée de NPs de 10 nm de 

diamètre (synthèse décrite au chapitre 2 §6.3.) afin d’augmenter la surface disponible et en 

utilisant 10 équivalents de pyTz par rapport au HMBPène adsorbé. 

 

Figure 68. Cycloaddition du pyTz sur les NPsAu@HMBPène 

 

  4.2.1. Évolution des propriétés physico-chimiques 

 Après réaction nous n’observons pas de changement de couleur de la solution. Le 

spectre d’absorption UV-Vis présente un faible déplacement de la bande de résonance 

plasmon (Figure 69 A) tandis que la taille hydrodynamique reste invariante (Figure 69 tableau 

B). Ce phénomène peut être attribué à un changement de propriétés électroniques lié à une 

modification de l’habillage. Le potentiel  évolue de -42,6 ± 8,0 mV à -34,1 ± 9,9 mV (Figure 69 

tableau C), ce qui peut s’expliquer par l'apparition de charges positives portés par les 

dihydropyridazines. Néanmoins la charge de surface est suffisamment négative pour garantir 

la stabilité des NPs, et d’autre part malgré l’excès de pyTz la désorption du HMBPène semble 

négligeable. 

 

Figure 69. Évolution de l’absorption UV-Vis (A), du diamètre hydrodynamique (B) et du 

potentiel  (C) avant et après réaction à température ambiante 
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  4.2.2. Caractérisations par spectrométrie IRTF 

 Le protocole de lavage requiert des ultrafiltrations avec une solution aqueuse de 

chlorure de sodium afin de séparer les paires d’ions ammonium - phosphonates et donc de 

s’affranchir des possibles adsorptions non spécifiques du réactif de départ.  

La figure 70 présente les spectres IRTF des NPs avant et après réaction, ainsi que celui du 

composé 2. 

 

Figure 70. Comparaison des spectres IRTF des NPs avant et après réaction avec le 

composé 2 

 

 Après réaction le spectre infrarouge des NPs présente les trois bandes de vibrations 

caractéristiques des P-O autour de 1200 cm-1 avec l’effet de resserrement observé pour les 

NPs Au@HMBPène (Figure 70). On retrouve également la bande vibration d’élongation des 

liaisons C=C aromatiques à 1600 cm-1ce qui suggère la présence de groupement pyridine. 

 Pour la pyridazine purifiée (composé 2) ces bandes sont légèrement modifiées par 

rapport au HMBPène (Chapitre 2 §5.2.2.) avec une faible intensité de la bande à 900 cm-1, 

ce qui peut résulter des interactions zwitterioniques. 

 

  4.2.3. Caractérisations XPS 

 Les analyses XPS nous permettent ici de caractériser l’énergie des électrons 1s de 

l’azote pour la réaction de couplage (Figure 71). Tout d’abord le spectre de la pyridazine 

purifiée (composé 2) se réduit à la présence d’un unique pic à 399,0 eV qui peut être 
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attribué aux atomes d’azote aromatiques (Figure 71 A). Ensuite nous comparons les spectres 

des NPs Au@HMBPène avant (Figure 71 B) et après réaction, 16 heures à température 

ambiante ou 30 min à 80°C sous chauffage micro-ondes (Figure 71 B, C et D). Ces analyses 

confirment la présence d’un composé azoté après la réaction de couplage. Les spectres des 

NPs post fonctionnalisées sont identiques quel que soit le mode de chauffage, ce qui est en 

accord avec les résultats obtenus en RMN 31P. Par ailleurs le signal XPS peut être décomposé 

à l'aide d'un fit Gaussien (70 %) -Lorentzien (30%) en deux pics distincts de LMH identique : un 

pic N1 à 399,1 eV et un pic N2 à 400,3 eV. Le pic N1 est donc identique à celui observé sur le 

produit pur, tandis que le pic N2 est classiquement attribué aux cations ammonium.175 Bien 

que le niveau de bruit ne permette pas d'avoir une estimation précise des aires, on peut 

supposer que ce pic correspond à l'ammonium porté les dihydropyridazines. Les échantillons 

étant lyophilisés à pH neutre, les groupements pyridines ne sont pas sous forme protonée. De 

plus, la surface des NPs d'or, du fait de ses propriétés électroniques particulières, peut 

probablement favoriser ces formes tautomères plutôt que la forme oxydée. 

 

Figure 71. Énergie de liaison des électrons 1s de l'azote du composé 2 (A) versus NPs 

Au@HMBPène (B) et des NPs après réactions sous conditions micro-ondes (C) versus 

température ambiante (D) 

 

 Nous avons vu précédemment que le couplage du pyTz en conditions micro-ondes 

favorisait sa dégradation tandis qu'il restait stable à température ambiante. La similarité des 
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signaux obtenus dans les deux conditions réactionnelles montre qu'après lavage l'excès de 

pyTz ainsi que les sous-produits formés sous micro-ondes sont bien éliminés. Le couplage du 

pyTz est donc effectif sur la surface des NPsAu@HMBPène. 

 

 4.3. Post-fonctionnalisation des NPs Au@HMBPène à pH acide 

 Le taux de conversion et la cinétique réactionnelle de la cycloaddition du pyTz sur le 

HMBPène dépend fortement du pH. Afin de tenter d’améliorer le rendement de couplage, la 

réaction a été étudiée sur les NPs Au@HMBPène en se plaçant à pH acide (pH= 3). 

 La figure 72 présente l'évolution de l'absorbance UV-Vis des NPs au cours du temps en 

présence du pyTz à pH = 3 ainsi qu'un échantillon témoin pour vérifier l'effet du pH. 

 

Figure 72. Évolution de la résonance plasmon des NPsAu@HMBPène en présence de 10 

équivalents de pyTz (A) et sans pyTz (B) à pH = 3. 

 

 En présence de pyTz, le spectre d’absorption se déplace très rapidement vers le 

rouge indiquant une rapide agrégation des NPs. Le spectre d’absorption des NPs « seules » à 

pH = 3 reste invariant au cours du temps. Ceci indique que l’agrégation observée en 

présence de pyTz n’est pas due à un effet du pH. 

 D’autre part la cinétique de la réaction étant bien supérieure à la cinétique de 

dégradation du pyTz (§4.1.3.), l’agrégation observée pourrait être due à un π-stacking entre 

pyridazines. Ainsi en travaillant à pH=3 le rendement de réaction est supérieur mais il 

s’accompagne d’une perte de la stabilité des NPs. Une fois totalement agrégées les NPs ont 

été centrifugées puis analysées par spectrométrie IRTF (Figure 73). 
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Figure 73. Comparaison des spectres IRTF des NPs après réaction pour pH = 7 et pH = 3 

 

 Les bandes de vibrations correspondantes aux élongations des C-C aromatiques 

(1600 cm-1 ) sont beaucoup plus intenses par rapport aux bandes de vibrations des 

phosphonates ( 1200 cm-1). Ainsi, comparativement à l’expérience menée à pH neutre, on 

peut affirmer que la quantité de pyridazine formée en surface des NPs est plus importante. 

 

 4.4. Variation du substrat tétrazine : utilisation d’un composé tétrazine 

fluorescent 

 Afin de montrer que la post-fonctionnalisation des NPs peut être appliquée de façon 

plus générale, la même méthode a été mise en œuvre avec un autre composé tétrazine : la 

6-méthyl-tétrazine-sulfo-cy-5 (TzCy5), dérivé de la Cyanine 5 portant une fonction tétrazine 

(Figure 74). La Cyanine 5 est un fluorophore couramment utilisé pour l'imagerie en milieu 

biologique.176 Ce composé absorbe et émet dans le proche infrarouge, région du spectre 

électromagnétique où les biomolécules ont une autofluorescence faible et où l’absorption 

des tissus est minimale. 
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Figure 74. Cycloaddition d’un fluorochrome tetrazine sur les NPsAu@HMBPène 

 

 Le couplage du TzCy5 sur les NPs Au@HMBPène de 10 nm a été réalisé à pH neutre et 

dans des conditions similaires à celle décrite pour le couplage du pyTz, soit 10 équivalents de 

TzCy5 pour 16 heures de réaction à température ambiante. De même l'excès de TzCy5 est 

éliminé par des ultrafiltrations successives à l'aide d’une solution saline. Les dispersions de NPs 

d'or sont ensuite analysées par spectroscopies UV-Vis et de fluorescence (Figure 75). 
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Figure 75. Propriétés optiques des NPs Au@HMBPène après réaction de couplage avec 

du TzCy5. Spectre d'absorption UV-Vis (A-Violet), spectre d'excitation (A-Vert) et d'émission (B-

Noir) : NPs (trait) versus TzCy5 (Pointillés). Les intensités relatives des pics sont arbitraires. 

 

 Le spectre d'absorption des NPs après couplage présente, en plus de la bande de 

résonance plasmon à 520 nm, une bande à 648 nm. Cette partie du signal correspond au 

maximum d'absorption du TzCy5 ce qui témoigne de la présence du fluorophore à la surface 

des NPs. Les spectres d'excitations confirment cette interprétation puisque le spectre 

d’excitation des NPs@TzCy5 est totalement identique à celui du TzCy5. De plus les NPs ont un 

maximum d'émission à 668 nm, elles peuvent donc être utilisées comme sondes fluorescentes 

pour des applications en imagerie. 

 

5. Conclusion 

 Nous avons étudié dans ce chapitre, différentes possibilités de couplage 

chimiosélectif sur les doubles liaisons C=C des NPs Au@HMBPène. Le couplage par métathèse 

à l’aide du catalyseur de Grubbs nous a fait mettre en évidence le problème inhérent à la 

stabilisation des NPs par des oxanions. En présence d’un complexe métallique, de surcroit 

peu stable en milieu aqueux, on peut favoriser un échange de ligand dans sa sphère de 

coordination. Cela peut provoquer la désorption des anions qui stabilisent la NPs d’or, mais 

rend également le catalyseur inefficace. 

 Les réactions de chimie « Click » apparaissent alors comme une alternative viable 

puisqu’elles sont efficaces en phase aqueuse. La post-fonctionnalisation par réaction thiol-

ène est cependant difficilement applicable car elle nécessite un initiateur radicalaire qui 
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déstabilise les NPs, de plus elle semble peu efficace en condition diluée et non spécifique en 

condition concentrée. La cycloaddition des composés tétrazine est plus intéressante car elle 

ne nécessite pas d’initiateur ou de photoactivation. Après avoir décrit une réaction classique 

sur le HMBPène avec pour modèle le pyTz, ce composé est mis en réaction avec les NPs 

Au@HMBPène. Il peut être introduit en large excès sans qu’il ne déstabilise le colloïde. Les 

mesures hydrodynamiques ainsi que caractérisations de surface par spectroscopie IRTF et 

XPS ont permis de confirmer le couplage. De la même manière nous avons étendu cette 

stratégie de couplage à un composé d'intérêt pour l'imagerie en milieu biologique : le TzCy5. 

 La cycloaddition des tétrazines a donc été employée de façon originale pour la post-

fonctionnalisation des NPs d’or. Cette stratégie nécessite de développer de nouvelles 

méthodes de caractérisations pour confirmer la structure des pyridazines formées en surface 

mais aussi estimer le rendement. 

 

6. Matériel et méthodes 

 6. 1. Matériel 

 Tous les réactifs sont commerciaux et ont été utilisés sans purification préalable. Les 

spectres de fluorescence ont été enregistrés sur un Spectromètre de Fluorescence Fluoromax 

(Horiba Jobin Yvon). 

 

 6.2. Méthodes 

  6.2.1. Métathèse 

   6.2.1.1. Métathèse interparticules 

 On prépare deux solutions de réactifs précurseurs. Une solution A de NPs 

Au@HMBPène de 14 nm (selon la méthode décrite au paragraphe §6.2. du chapitre 2) qui 

ont été lavées puis concentrées pour [Au] = 5 mM. Une solution B de catalyseur d'Hoveyda-

Grubbs seconde génération (C31H38Cl2N2ORu, 97%, Sigma-Aldrich, St Louis, MO) à 320 µM (1,0 

mg dans 5 mL de DMF). 700 µL de DMF, 200 µL de solution A et 100 µL de solution B sont 

introduits dans un tube micro-ondes de 4 mL. Le chauffage est programmé en trois étapes : 

(1) atteindre 100°C aussi vite que possible (2) maintenir 100°C pendant 5min (3) 

refroidissement. La vitesse de rotation de l'agitation magnétique est fixée à 1200 rpm. Les NPs 

sont diluées sur 10 mL d'eau puis lavées par cinq cycles d'ultrafiltration successifs. 
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   6.2.1.2. Synthèse du N-(3-azidopropyl)pent-4ènamide 

 273 mg (2,3 mmol) de chlorure de pent-4-ènoyl (ClCO(CH2)2CHCH2, 98%, Sigma-

Aldrich, St Louis, MO) sont introduits dans un monocol contenant 10 mL de DCM froid 300 mg 

(2,3 mmol) de N,N-diisopropylethylamine (((CH3)2CH)2NC2H5, 99%, Sigma-Aldrich, St Louis, MO) 

sont ajoutés puis 267 mg (2,4 mmol) de 3-Azido-1-propanamine (C3H8N4, 90%, Sigma-Aldrich, 

St Louis, MO). Le mélange est agité à température ambiante pendant 5 heures. La phase 

organique est lavée successivement par 10 mL de solution de soude 1M, 10 mL de solution 

d'acide chlorhydrique 1 M et 10 mL d'eau pure. Le DCM est évaporé sous pression réduite. Le 

produit est dissout dans 10 mL d'éther diéthylique que l'on lave avec 10 mL de soude 1M. 

Après évaporation du solvant ont obtient 214 mg de N-(3-azidopropyl)pent-4ènamide pur 

(1,2 mmol 51% de rendement) sous forme d'huile brune. 

1H RMN (400 MHz, 25 °C, D2O) : δ = 5,81 (m, 1H, HC=CH2) ; 5,04 (dd, J3trans(H–H) = 17,2 Hz, 

J3cis(H–H) = 10,4 Hz, 2H, C=CH2) ; 3,34 (dt, 4H, CH2N3 et CH2CH2CH2N3) ; 2,39 (t, 2H, 

CH2CH2CONH) ; 2,27 (dt, 2H, CH2CONH) ; 1,78 (quint, 2H, CH2CH2N3). 

13C NMR (100.63 MHz, 25 °C, D2O) : δ = 172,56 ; 137,11 ; 115,80 ; 49,51 ; 37,24 ; 35,97 ; 29,71 ; 

28,96. 

IR (KBr, pH = 7) : 3918 ; 2850 ; 2098 ; 1730 ; 1668 ; 1387 ; 1275 ; 1101 cm-1 

   6.2.1.3. Métathèse du N-(3-azidopropyl)pent-4ènamide sur les NPs 

Au@HMBPène 

 On prépare une solution C de N-(3-azidopropyl)pent-4ènamide à 800 µM (1,5 mg 

dans 10 mL de DMF). 600 µL de DMF, 200 µL de solution A, 100 µL de solution B décrites 

précédemment (§ 6.2.1.) et 100 µL de solution C sont introduits dans un tube micro-ondes de 

4 mL. Le chauffage est programmé de la même façon que pour la métathèse interparticules 

(§ 6.2.1.). 10 mL d'eau sont ajoutés au milieu réactionnel obtenu et le surnageant est éliminé 

par 5 cycles d'ultrafiltration successifs en rinçant le filtrat avec de l’eau pure. 

 

  6.2.2. Thiol-ène 

   6.2.2.1. Test de stabilité des NPs Au@HMBPène en présence d’un 

initiateur radicalaire. 

 Une solution E1 de 1-hydroxycyclohexylphényl cétone à 0,5 M (1 mg dans 10 µL de 

DMF) est préparée ainsi qu’une solution E2 du même composé dilué à 50 µM. 10 µL de 
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solution E1, 100 µL de solution A décrite précédemment (§ 6.2.1.), 490 µL de DMF et 400 µL 

d'eau sont introduits dans un tube en verre et le mélange est irradié sous agitation pendant 

1h30 à l'aide d'une lampe à UV (360 nm). On répète la même procédure en remplaçant la 

solution E1 par la solution E2. 

 

   6.2.2.2. Réactivité du 4-nitrothiophénol sur les NPs Au@HMBPène en 

condition radicalaire 

 Une solution F de 4-nitrothiophenol à 100 µM (15,5 mg dans 1 mL de DMF) est 

préparée. 10 µL de la solution F, 480 µL de DMF, 400 µL d'eau ainsi que 10 µL de solution E1 et 

100 µL de solution A décrite précédemment (§ 6.2.1.)sont introduits dans un tube en verre 

puis le mélange est  irradié sous agitation pendant 1h30 à l'aide d'une lampe à UV (360 nm). 

10 mL d'eau sont additionnés au milieu réactionnel obtenu et le surnageant est éliminé par 5 

cycles d'ultrafiltration successifs en rinçant le filtrat avec de l’eau pure. 

 

   6.2.2.3. Réactivité du poly(ethylene glycol) methyl ether thiol sur les NPs 

Au@HMBPène en condition radicalaire 

 Une solution I de PEG methyl ether thiol à 1 mM (2 mg dans 1 mL d'eau) est préparée. 

10 µL de solution I, 950 µL de DMF ainsi que 50 µL de solution E1 et 1 mL de solution A décrite 

précédemment (§ 6.2.1.) sont introduits dans un tube en verre puis le mélange est irradié sous 

agitation pendant 1h30 à l'aide d'une lampe à UV (360 nm). 10 mL d'eau est additionné au 

milieu réactionnel obtenu et le surnageant est éliminé par 5 cycles d'ultrafiltration successifs 

en rinçant le filtrat avec de l’eau pure. 

 

  6.2.3. Cycloaddition des tétrazines 

   6.2.3.1. Cycloaddition de la 3,6-di-2-pyridyl-1,2,4,5-tetrazine sur le 

HMBPène 

 23 mg de HMBPène (0,086 mmol) et 42 mg of pyTz (0,178 mmol) sont dissous dans 2 mL 

d'eau et 700 µL de HCl 1 M. Après une nuit sous agitation et à température ambiante on 

obtient un mélange de 3 produits (les deux formes tautomères (1 et 1') et la forme oxydée 

(2)) avec un taux de conversion de 100%. L'oxydation des composés 1 et 1' est achevée par 

ajout de 15 mg de m-CPBA ( 0, 087 mmol) dans la solution et agitation pendant 5h à 

température ambiante. La phase aqueuse est lavée à l'éther, ajustée à pH 11, lavée au DCM 
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puis lyophilisée. 40 mg de poudre sont alors partiellement cristallisés dans 1 mL de MeOH et 

après séchage à l'air ambiant 16,4 mg de produit pur sont obtenus (0,032 mmol rendement 

37%). 

1H RMN (400 MHz, D2O) δ = 8,72 – 8,55 (m, 2H) ; 8,42 (s, 1H) ; 8,16 (d, J = 8.0 Hz, 1H) ; 8,08 – 7,91 

(m, 2H) ; 7,73 (d, J = 8,0 Hz, 1H) ; 7,53 (m, 2H) ; 3,14 – 2,84 (m, 2H) ; 2,09 (m, 2H). 

13C {1H} RMN (101 MHz, D2O) δ = 159,94 (s) ; 158,24 (s) ; 153,22 (s) ; 152,48 (s) ; 149,48 (s) ; 148,96 

(s) ; 144,96 (s) ; 138,66 (s) ; 138,59 (s) ; 127,94 (s) ; 125,51 (s) ; 125,24 (s) ; 124,88 (s) ; 123,08 (s) ; 

73,50 (t, J1(C-P) = 128,1 Hz) ; 33,78 (s) ; 26,38 (t, J2(C-P) = 7.2 Hz). 

31P {1H} RMN (162 MHz, D2O) δ = 17,73 (s). 

HR-MS (ESI-Q Tof) C17H19O7N4P2: m/z (M-H)-: 453,07114; calc.: 453,0723. 

 

   6.2.3.3. Suivi cinétique de la cycloaddition de la 3,6-di-2-pyridyl-1,2,4,5-

tetrazine sur le HMBPène 

 Les solutions de réactifs sont ajustées à pH 1 et mélangées dans une cuve de 

spectrométrie UV-vis pour une concentration en pyTz de 1mM et des concentrations en 

HMBPène de 5, 10, 15 et 25 mM. La diminution de la concentration en pyTz est suivit par la 

mesure de l'absorbance à 516 nm. Les constantes cinétiques apparentes sont obtenues par 

la méthode de la dégénérescence de l'ordre, en linéarisant le ln([pyTz]/[pyTz0]) en fonction 

du temps et en prenant en compte la dégradation de la tétrazine. La régression linéaire des 

constantes apparentes en fonction de la concentration en HMBPène donne accès à la 

valeur de la constante cinétique globale de la réaction. 

 

   6.2.3.4. Cycloaddition de la 3,6-di-2-pyridyl-1,2,4,5-tetrazine sur les NPs 

Au@HMBPène 

 Une solution mère à 10 mM de 3,6-di-2-pyridyl-1,2,4,5-tetrazine est préparée en 

dissolvant 2,4 mg de réactif dans 1 mL de solution d'acide chlorhydrique à 0,1 M. Cette 

solution est diluée au dixième sur 1 mL en prenant soin de neutraliser le pH avec environ 100 

µl de solution de soude à 0,1 M. 1 mL de solution de NPs Au@HMBPène de 10 nm (selon la 

méthode décrite au paragraphe 2.3. du chapitre 2) lavées puis concentrées pour [Au] = 5 

mM est ensuite additionné. Après une nuit sous agitation et a température ambiante le 

surnageant est éliminé par 2 cycles d'ultrafiltration successifs en rinçant le filtrat avec une 

solution aqueuse de NaCl à 20 mM puis 3 cycles avec de l'eau pure.  
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Chapitre 4 
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Chapitre 4 : SYNTHÈSE DE NANOPARTICULES D’OR 

FONCTIONNALISÉES PAR DES MOLÉCULES PHOSPHORÉES PORTANT 

DES POLYÉTHYLÈNES GLYCOLS 

 

 Dans ce chapitre, nous présentons la synthèse de NPs d’or « pegylées » 

fonctionnalisées, en utilisant la stratégie « one pot » développés au chapitre 2. Pour réaliser 

cette synthèse, nous avons utilisés des composés PEG fonctionnalisés par des fonctions 

phosphonates et des groupements carboxyles. Ce caractère bifonctionnel des molécules 

« pegylées » nous permet d'envisager la post-fonctionalisation des NPs. En supposant une 

chélation de la surface par les groupements phosphonates, les groupements carboxylates 

libres restent disponibles pour une réaction de couplage. Nous évaluerons d’abord différents 

protocoles de synthèses pour le contrôle de la morphologie des NPs. Ensuite nous étudierons 

la stabilité du colloïde ainsi que la post-fonctionnalisation par couplage d’un fluorophore. 

Pour finir nous présenterons une étude de la cytotoxicité de ces NPs sur des cellules 

cancéreuses de la prostate. 

 

1. Introduction 

 Comme nous l’avons vu au chapitre 1, les polymères sont fréquemment utilisés pour 

fonctionnaliser la surface des nanoparticules (NPs). L’usage en milieu biologique du 

polyéthylène glycol (PEG) remonte à plusieurs décennies,177 ce polymère étant reconnu 

comme biocompatible et biodégradable. Sur les NPs en général, l’habillage par le PEG 

permet donc d’améliorer la stabilité colloïdale en milieu biologique et la furtivité in vivo des 

nanoparticules.178 Il se révèle être un moyen efficace pour diminuer l’adsorption non 

spécifique de protéines sur la surface des NPs, et ainsi éviter le phénomène d’opsonisation.179 

En effet, la présence d’opsonines (comme les anticorps) sur les NPs induit leur reconnaissance 

comme corps étranger par le système immunitaire. Les macrophages, qui possèdent des 

récepteurs spécifiques, procèdent alors à l’endocytose. C’est pourquoi la « pegylation » des 

NPs est décrite dans la littérature comme un moyen efficace de lutter contre l’internalisation 

des NPs par les cellules du système réticulo-endothélial et donc leur élimination prématurée 

du système vasculaire. In vivo, cela se traduit par une diminution de l’interaction avec les 

protéines aboutissant à une augmentation du temps de circulation. Dans le cas du 

traitement de tumeurs cancéreuses, les NPs « pegylées » cible passivement des tumeurs par 

effet EPR (paragraphe §4.2. Chapitre 1). L'habillage des NPs d'or par des composés de type 



 

123 

thiol PEG a été étudié afin de démontrer l'amélioration de leur stabilité colloïdale en milieu 

biologique.  

 

2. Synthèse des HMBP-PEG 

 Les composés HMBP-PEG que nous utiliserons pour la synthèse de NPs sont synthétisés 

par voie thiol-ène. Cette méthodologie a été choisie afin de simplifier la synthèse et d’utiliser 

des polymères commerciaux bien caractérisés. En effet plusieurs synthèses de 

bisphosphonates PEG ont déjà été décrites mais basées sur des processus multi-étapes 

faisant intervenir des réactions de protection-déprotection et des conditions réactionnelles 

drastiques. Notre approche plus simple utilise le HMBPène précédemment décrit sur lequel il 

est aisé de condenser des thiols par réaction thiol-ène. Nous développerons ici l’exemple du 

composé issus de l’addition de l'acide poly(éthylène glycol) 2-mercaptoéthyl éther acétique 

(masse molaire moyenne en nombre, Mn =2100 g/mol) sur le HMBPène.  

 On nomme HMBP-S-PEG45-COOH le composé obtenu en faisant réagir le HMBPène 

avec deux équivalents de HS-PEG. La réaction est réalisée en présence d’un initiateur 

radicalaire, l'hydroxycyclohexylphényl cétone, dans un mélange binaire eau/DMF dégazé à 

l’argon, et avec 2h d’irradiation UV à température ambiante (Schéma 18). Après lavage et 

lyophilisation, on obtient le produit pur avec un rendement isolé de 81 %. 

 

Schéma 18. Synthèse du HMBP-S-PEG45-COOH 

 

 Le produit synthétisé a été caractérisé par RMN du proton (Figure 76 A). Il est 

important de dégazer les solvants à l’argon pour chasser le dioxygène solvaté afin d’obtenir 

uniquement le produit désiré. En effet lorsque la réaction est effectuée sans prendre cette 

précaution, ou bien en allongeant le temps de la réaction à 16 h, de nouveaux signaux 

apparaissent sur le spectre RMN 1H en plus du produit de réaction (Figure 76 B). Cet autre 

produit est caractérisé par un multiplet à 1,7 ppm. De manière concomitante l’intensité des 

signaux à 1,5 ppm caractéristiques des protons en position 1 ou 2 des groupements 

phosphonates pour le produit attendu est diminuée. Le déplacement chimique observé pour 

ce nouveau multiplet, plus déblindé, peut s’expliquer par l’oxydation du pont sulfure (C-S-C). 

Afin de valider cette hypothèse, le mélange de produits obtenus a été traité avec un large 
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excès d'acide méta-chloroperbenzoïque (m-CPBA), afin d’achever l’avancement de la 

réaction l’oxydation. Deux modifications notables sont observées (Figure 76 C). Les triplets 

des protons 4 et 5 sont déplacés dans la zone des 3,0 - 4,0 ppm et les multiplets des protons 

en position 1 et 2 sont déblindés à 1,6 ppm et 1,7 ppm. L’absence de signaux à 1,5 ppm, 2,5 

ppm et 2,7 ppm prouve bien qu’il ne reste plus de produit non oxydé. Les signaux des CH2 

des unités éthylène glycol entre 3,4 ppm et 3,7 ppm sont conservés sur chacun des produits. 

 

Figure 76. Étude RMN 1H de l’oxydation du HMBP-S-PEG45-COOH. Produit de la réaction 

thiol-ène en condition désoxygéné (A), en condition normale sur 16 heures (B) et après 

oxydation par quatre équivalents de m-CPBA (C). 

 

 Si le produit obtenu semble bien correspondre à un produit d’oxydation du pont 

sulfure, théoriquement, deux produits peuvent être générés par oxydation du soufre : un 

sulfinyle, dans le cas de la mono-oxydation, ou un sulfonyle dans le cas de la di-oxydation 

(Schéma 19). 

 

Schéma 19. Hypothèse des produits formés par oxydation  du HMBP-S-PEG45-COOH 
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 Afin de caractériser le produit obtenu, l’oxydation a été étudiée sur un composé plus 

simple que l'on nomme HMBP-S-COOH issus du couplage thiol-ène et du HMBPène avec 

l’acide mercaptopropionique en condition désoxygéné (Schéma 20). Ce composé qui 

possède la même structure sur la partie HMBP-S que le HMBP-S-PEG45-COOH, est obtenu à 

partir d’un produit moins couteux que le HS-PEG45-COOH. De plus la caractérisation RMN est 

plus aisée puisque ne présentant pas les multiples signaux correspondant aux protons de la 

chaine polymérique. 

 

Schéma 20. HMBP-S-COOH 

 

 Le spectre RMN du HMBP-S-COOH est présenté figure 77 A . Ce composé a ensuite 

été placé en présence de quatre équivalents de m-CPBA. Après purification, le spectre RMN 

du proton (Figure 77 B) montre qu’il ne reste plus de HMBP-S-COOH car nous n’observons plus 

le massif à 1,5 ppm (Figure 77 A et B). Néanmoins la dissymétrie du massif à 1,7 ppm suggère 

la présence d’un mélange de deux produits. Si l’on réalise l’oxydation avec cinq équivalents 

de m-CBPA, une meilleure séparation des signaux présents dans la zone 1,6 ppm – 2,0 ppm 

est observé sur le spectre RMN (Figure 77 C), de façon similaire à l’oxydation du HMBP-S-

PEG45-COOH (Figure 77 C). Il semblerait donc que l’avancement de la réaction soit favorisé 

en présence d’un large excès de m-CPBA. Dans ces conditions, un début de dégradation du 

bisphosphonate a été observé (RMN du phosphore 31 en annexe 9). Les analyses par 

spectrométrie de masse indiquent la présence du sulfonyle après oxydation complète 

(Annexe 10). 
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Figure 77. Étude RMN 1H de l’oxydation du HMBP-S-COOH. Produit de la réaction thiol-

ène en condition désoxygéné (A), après oxydation par quatre équivalents (B) et cinq 

équivalents de m-CPBA (C). 

 

 Si le HMBP-S-COOH est moins réactif que le HMBP-S-PEG45-COOH, ces expériences 

montrent néanmoins que l’oxydation par le m-CPBA permet la formation du sulfonyle dans 

les deux cas. Nous avons donc à notre disposition pour la synthèse de NPs un lot de HMBP-S-

PEG45-COOH et un lot de HMBP-SO2-PEG45-COOH. Notons que le HMBP-S-COOH peut être 

cristallisé de la même façon que le HMBPène,*** et qu'une fois à l'état de poudre nous 

n'avons pas observé d'oxydation du pont sulfure. 

 

  

                                                           
***

 Dans un binaire eau/méthanol 1:9 on fixe préalablement le pH du HMBP à 2,3.  
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3. Synthèse des NPs Au@PEG 

 3.1. Synthèse des NPs Au@PEG par voie ligand-réducteur 

  3.1.1. Au@HMBP-S-PEG45-COOH 

 Nous avons cherché dans un premier temps à reproduire une synthèse de NPs sous 

chauffage micro-ondes tel que cela a été vu au chapitre 2 en employant cette fois ci le 

HMBP-S-PEG45-COOH comme ligand réducteur. Les synthèses sont réalisées pour des solutions 

de HMBP précurseurs à différents pH afin d’évaluer son influence sur la morphologie des NPs 

et en fixant le ratio HMBP/Au à 1:4. Les solutions après réaction sont de couleur rose de plus 

en plus translucides avec l’augmentation du pH. La figure 78 montre les spectres 

d’absorption dans les différentes conditions de pH. 

 

Figure 78. Spectres UV-vis des NPs Au@HMBP-S-PEG45-COOH synthétisées par chauffage 

micro-ondes pour des solutions de HMBP-S-PEG45-COOH à différents pH 

 

 La longueur d’onde au maximum d’absorption reste constante (λ = 520 nm) avec une 

densité optique décroissante lorsque le pH augmente. Si l’on augmente le temps de 

chauffage (de 10 à 20 min), nous n’observons pas de modification de l’absorption UV-Vis, ce 

qui nous indique que la réaction est achevée dans chacun des cas. Les clichés par MET des 

solutions obtenues pour chaque condition de pH révèlent que les populations de NPs ne sont 

pas homogènes en taille (Figure 79). 
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Figure 79. Photographies MET des NPs Au@HMBP-S-PEG45-COOH synthétisées par 

chauffage micro-ondes pour des solutions de HMBP-S-PEG45-COOH à différents pH 

 

 On constate que deux populations sont présentes : des nanosphères d’environ 10 nm 

de diamètre ainsi que des germes de l’ordre du nanomètre (flèches rouges dans les encarts 

en pointillés). Les germes étant répartis de façon non homogènes sur la grille de MET, il est 

difficile de réaliser une distribution en taille représentative. En comparant ces images avec les 

mesures d’absorption (Figure 78), on peut en déduire que la proportion de germes 

augmente avec le pH réactionnel puisque leur contribution dans la bande de résonance 

plasmon est moindre. Si l'on pose l'hypothèse que le mécanisme de formation des NPs est 

conforme aux principes énoncés dans les travaux de Wuithschick et al.32 alors les germes 

étant formés dans les premiers instants de la réaction, leur nombre important souligne une 

cinétique de réaction rapide. La structure du HMBP laisse penser que l’étape de réduction 

peut intervenir par deux phénomènes distincts : soit par l’oxydation du pont sulfure, soit par la 

dégradation partielle du bisphosphonate. Ces deux réactions peuvent se dérouler 

simultanément ce qui contribuerait à accélérer la cinétique réactionnelle. On peut donc 

émettre l’hypothèse que l’hétérogénéité en taille des NPs s’explique par une réaction trop 

rapide et en conséquence une croissance cristalline qui s’amorce avant la fin de la 

formation des germes (Figure 80). 
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Figure 80. Hypothèse sur le processus de formation des NPs Au@HMBP-S-PEG45-COOH 

 

  3.1.2. Au@HMBP-SO2-PEG45-COOH 

 Afin de s’affranchir de l’oxydation potentielle du pont sulfure sur la formation des NPs, 

nous avons réalisé la synthèse de NPs à l’aide du HMBP-SO2-PEG45-COOH dans les mêmes 

conditions que celles décrites précédemment. En spectroscopie UV-Vis, la longueur d’onde 

au maximum d’absorption des NPs varie peu (λ compris entre 523 nm et 530 nm) et 

contrairement au cas précédent la densité optique reste constante (Figure 81). 

 

Figure 81. Spectre UV-Vis des NPs Au@HMBP-SO2-PEG45-COOH synthétisées par 

chauffage micro-ondes pour des solutions de HMBP-SO2-PEG45-COOH à différents pH 

 

 On observe sur les clichés MET que les NPs sont polydisperses avec des tailles 

cristallines comprises entre 20 nm et 200 nm (Figure 82). L’absence de germes et la taille plus 

importante des NPs suggèrent une cinétique de réaction plus lente. Ainsi, le fait de 

s’affranchir du phénomène d’oxydation du pont sulfure au cours de la synthèse influence 

donc de manière significative la croissance cristalline. Néanmoins ce protocole ne permet 

pas de contrôler la taille et la forme des particules pour la gamme de pH testée.  
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Figure 82. Clichés par MET des NPs Au@HMBP-SO2-PEG45-COOH synthétisées par 

chauffage micro-ondes pour des solutions de HMBP-SO2-PEG45-COOH à différents pH 

 

 Dans le but de favoriser une nucléation plus rapide et homogène, ces expériences 

sont renouvelées avec le protocole élaboré pour le chauffage classique : la solution de 

HAuCl4 est portée à ébullition puis est ajouté le HMBP-SO2-PEG45-COOH. La bande de 

résonance plasmon se situe autour de λ = 522 nm (Figure 83) quel que soit le pH de la 

réaction. Ces NPs observées par MET ont un diamètre compris entre 2 nm et 20 nm (Figure 

84). Cette méthode, ne permet donc pas de résoudre le problème de la distribution de taille 

des nanosphères bien qu’elles soient plus petites.  

 

Figure 83. Spectres UV-Vis des NPs Au@HMBP-SO2-PEG45-COOH synthétisées par 

chauffage classique pour des solutions de HMBP-SO2-PEG45-COOH à différents pH 
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Figure 84. Clichés par MET des NPs Au@HMBP-SO2-PEG45-COOH synthétisées par 

chauffage classique pour des solutions de HMBP-SO2-PEG45-COOH à différents pH 

 

  3.1.3. Effet de la longueur de la chaîne PEG 

 Nous avons étudié l’effet de la longueur de la chaîne PEG en réalisant la synthèse 

avec un composé analogue sans chaîne PEG : le HMBP-S-COOH, ainsi qu'un autre de poids 

moléculaire plus faible : le HMBP-S-PEG4-COOH. Le pH de la solution précurseur est fixé à 10, 

le réducteur est introduit à quatre équivalents et la synthèse est réalisée par chauffage 

micro-ondes.††† La dispersion de NPs obtenue est analysée par spectroscopie UV-Vis et par 

MET (Figure 85). Bien que les distributions de tailles soient hétérogènes dans les deux cas, nous 

pouvons constater que l'utilisation du HMBP-S-COOH comme ligand réducteur nous permet 

de former des NPs de diamètre inférieur à celles obtenues avec le HMBP-S-PEG4-COOH. Cet 

exemple confirme que la structure du HMBP est un autre paramètre déterminant pour le 

contrôle de la taille et de la morphologie des NPs. 

                                                           
†††

 Dans les mêmes conditions que celles décrites au paragraphe §3.1.1. c'est à dire 20 min à 100°C. 
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Figure 85. Synthèse par chauffage micro-ondes de NPs Au@HMBP-S-PEG4-COOH et 

Au@HMBP-S-COOH : absorption UV-Vis (respectivement A1 et A2) et clichés par MET 

(respectivement B1 et B2) 

 

  3.1.4. Effet de la fonction phosphonate vs bisphosphonate  

 Nous avons également réalisé cette synthèse avec une molécule commerciale, le 

poly(éthylène glycol) méthyl éther phosphonate (P-PEG45-OMe ; Schéma 21). À la différence 

de nos composés synthétiques, cette molécule ne présente pas de pont sulfure et elle est 

mono-fonctionalisée par un groupement phosphonate. Afin d'observer l'évolution de la 

couleur de la solution, nous travaillons ici en chauffage classique. Après 20 min de reflux nous 

n’observons pas le changement de couleur caractéristique de la formation de NPs. Selon les 

travaux décrits au chapitre 2, la réduction du complexe d’or par les HMBP fait intervenir la 

dégradation du pont P-C-P. Or le P-PEG45-OMe ne présentant pas ce motif, il est donc 

logique que la réaction n'est pas lieu. Cela confirme ainsi le processus d'oxydoréduction 

proposé précédemment. 

 

Schéma 21. P-PEG45-OMe 
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  3.1.5. Bilan 

 Ces premières expériences illustrent l’importance fondamentale de la structure du 

ligand réducteur dans le processus de formation des NPs. Il semble que la présence d’un 

pont sulfure dans la chaine carbonée, et de surcroit proche de la fonction chélatante, 

accélère la réduction du complexe d’or. Ceci nous conduit à poser l'hypothèse que lorsque 

les complexes « AuIII » parviennent à la surface des NPs par diffusion, l'oxydation du pont 

sulfure en sulfinyle ou sulfonyle peut favoriser la croissance cristalline.(Figure 86). 

 

Figure 86. Hypothèse sur le mécanisme d'oxydoréduction en surface des NPs 

 

 Néanmoins l’utilisation d’un composé HMBP-PEG oxydé au préalable ne permet pas 

de former des dispersions homogènes de NPs. Afin de trouver des conditions expérimentales 

où le processus d’oxydoréduction serait contrôlé, nous avons réalisé les synthèses en utilisant 

un autre composé réducteur, l’ascorbate et en présence du HMBP-PEG en tant que ligand. 

 

 3.2. Synthèse des NPs Au@PEG avec l'ascorbate de sodium 

 L’acide ascorbique, plus connu sous le nom de vitamine C, est un réducteur 

couramment utilisé pour la synthèse de nanobâtonnets d’or.180 Moins réactif que 

l’hydroborure de sodium et non toxique, ce composé réagit instantanément avec le 

complexe d’or à température ambiante. Afin de ne pas acidifier le pH réactionnel nous 

utiliserons la base conjuguée : l’ascorbate de sodium. Le protocole réalisé pour cette 

nouvelle voie de synthèse consiste à mélanger à température ambiante préalablement 

l’acide chloraurique, le HMBP-PEG (quatre équivalents, préalablement ajusté à pH =10), et 

d’ajouter dans un second temps l’ascorbate de sodium (deux équivalents) sous forte 

agitation (Figure 87). 
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Figure 87. Demi équation de l’oxydoréduction de l’ascorbate (A) et schéma du 

protocole (B) 

 

  3.2.1. Morphologie et dispersion en taille en fonction du ligand 

 Pour cette stratégie de synthèse nous avons utilisés différents composés « pegylés » 

afin de déterminer la structure la plus adaptée. Les chaines PEG de 2100 g.mol-1 (soit 45 

unités éthylène glycol) ont été privilégiées pour leur stabilisation efficace des NPs en milieu 

biologique. Les trois ligands testés sont : le HMBP-SO2-PEG45-COOH, HMBP-SO2-PEG45-OMe 

(synthétisé de façon analogue à partir du poly(éthylène glycol) méthyl éther thiol) et le P-

PEG45-OMe commercial.  

Aucun changement de couleur n’est observé lors du mélange or/ligand. La couleur apparait 

dès l’ajout de l’ascorbate de sodium et quelques minutes suffisent pour que la réaction se 

termine. Les signatures spectrales des dispersions obtenues (Figure 88) sont cohérentes avec 

les NPs observées par MET (Figure 89). Les NPs Au@HMBP-SO2-PEG45-COOH sont très 

hétérogènes en taille (Figure 89 A), avec une majorité de nanosphères de l’ordre de 5 nm et 

quelques-unes de l’ordre de 20 nm ce qui explique la largueur de la bande de résonance 

plasmon. Les NPs Au@HMBP-SO2-PEG45-OMe ont un diamètre de 8,0 ± 1,5 nm (Figure 89 B) 

tandis que les NPs Au@P-PEG45-OMe ont un diamètre de 13,7 ± 2,2 nm (Figure 89 C). Selon les 

travaux de Haiss, le rapport d’absorbance ASPR/A400 (avec ASPR le maximum d’absorption et 

A400 l’absorbance pour λ = 400 nm) est proportionnel à la taille des nanosphères,181 ce qui 

rationnalise la différence de propriété optique entre ces trois lots de NPs. 
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Figure 88. Spectre UV-Vis des NPs « pegylées » synthétisées par réduction à l’ascorbate 

de sodium pour des différents PEG phosphorés 

 

 

Figure 89. Clichés par MET et distribution de taille des NPs « pegylées » synthétisées par 

réduction à l’ascorbate de sodium pour des différents HMBP-PEG : HMBP-SO2-PEG45-COOH 

(A), HMBP-SO2-PEG45-OMe (B) et P-PEG45-OMe (C) 
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 Ces molécules induisent donc un processus de croissance des NPs qui diffère suivant 

les fonctions terminales des chaines PEG. Il est donc vraisemblable que le nombre et la 

nature des groupements chélatants influencent la nucléation. Notons que les composés PEG 

qui portent une fonction chélatante (HMBP ou phosphonate) et un groupement éther 

méthylique aux extrémités du polymère permettent d’obtenir des NPs homogènes en taille. 

Cependant le caractère bifonctionnel du HMBP-SO2-PEG45-COOH est intéressant puisqu’il 

offre des possibilités de post-fonctionnalisation. 

  3.2.2. Synthèse de NPs avec des mélanges de ligands 

 De façon à combiner une taille de NPs homogène et la possibilité de post-

fonctionnalisation, le protocole développé précédemment a été adapté avec un mélange 

de deux ligands : mono et bi-fonctionnels. Cette stratégie permettrait de trouver un 

compromis pour à la fois contrôler la taille des NPs et les habiller avec des groupements 

carboxylates disponibles en surface. Le mélange HMBP-SO2-PEG45-COOH/P-PEG45-OMe noté 

PEG1 et le mélange HMBP-SO2-PEG45-COOH/HMBP-SO2-PEG45-OMe noté PEG2 sont 

équimolaires. Après synthèse, on constate que les résultats obtenus sont fortement 

dépendant du type de mélange (Figures 90 et 91). La bande de résonance plasmon des NPs 

Au@PEG1 se situe à λ = 514 nm et les NPs ont un diamètre de 6,9 ± 0,9 nm tandis que les NPs 

Au@PEG2 sont fortement polydisperses avec un diamètre de 8,1 ± 2,7 nm. 

 

Figure 90. Spectre UV-Vis des NPs « pegylées » synthétisées par réduction à l’ascorbate 

de sodium en présence de HMBP-SO2-PEG45-COOH/P-PEG45-OMe : PEG1 et le mélange 

HMBP-SO2-PEG45-COOH/HMBP-SO2-PEG45-OMe : PEG2 
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Figure 91. Clichés par MET et distribution de taille des NPs « pegylées » synthétisées par 

réduction à l’ascorbate de sodium en présence de HMBP-SO2-PEG45-COOH/P-PEG45-OMe : 

PEG1 (A) et le mélange HMBP-SO2-PEG45-COOH/HMBP-SO2-PEG45-OMe : PEG2 (B) 

 

  3.2.3. Bilan 

 Les NPs Au@PEG1 présentent une taille homogène et seront donc utilisées comme 

nanoplateformes de référence pour les caractérisations qui vont suivre. De par leur faible 

taille elles présentent une surface spécifique importante, ce qui augmente le nombre de 

groupement carboxyles disponibles pour la post-fonctionnalisation. 

 

4. Caractérisation de surface 

 4.1. Spectroscopie IRTF 

 Nous avons procédé à des analyses par spectroscopie IRTF afin de comparer 

l’habillage des NPs Au@PEG1 avec les composés HMBP-SO2-PEG45-COOH et P-PEG45-OMe 

seuls (Figure 92). On retrouve sur le spectre des NPs les bandes de vibrations communes aux 
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deux composés PEG à 1100 cm-1 ainsi que les élongations des liaisons C=O des groupements 

carboxyle à 1610 cm-1 du HMBP-SO2-PEG45-COOH. 

 

Figure 92. Comparaison des spectres IRFT des NPs Au@PEG1 versus HMBP-SO2-PEG45-

COOH et P-PEG45-OMe seuls 

 

 Ces analyses confirment l’habillage des NPs par les ligands introduits. Cependant elles 

ne donnent pas d’indice sur le ratio des deux polymères présents à la surface. 

 

 4.2. RMN 

 L’analyse RMN des dispersions de NPs a été réalisée afin de caractériser la 

composition de l’habillage des NPs. Jusqu’alors, les expériences RMN menées sur des NPs 

dont l’habillage est constitué d’une monocouche de molécules de taille comparable au 

HMBPène se sont révélées infructueuses. Comme cela a déjà été observé par Terrill et al., la 

résonance magnétique des atomes d’un ligand adsorbé sur les NPs est modifiée par rapport 

à la molécule libre.182 Dans cette étude les NPs d’or sont habillées par des thio-alcanes 

linéaires dont les pics des carbones en α et β souffre ne sont pas observables. Plus 

généralement, on constate une atténuation du signal lorsque les atomes du ligand sont 

proches de la surface.182-183 À la différence des habillages étudiés aux chapitres précédents, 

les chaines PEG s’étendent suffisamment loin de la surface des NPs pour que le signal des 

protons les plus loin de la surface ne soit pas perturbé par la NP. 

 Les NPs Au@PEG1 sont lavées et concentrées par ultrafiltration, puis redispersées dans 

du D2O. Après une acquisition prolongée en RMN du proton, on distingue aisément les 
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signaux des CH2 du PEG que l’on compare aux molécules du mélange seules (Figure 93). Les 

signaux caractéristiques du CH2 en α du carboxyle (3,81 ppm) ainsi que ceux du CH3 terminal 

de l’éther (3,25 ppm) sont bien présents. Ceci témoigne d’une part de la présence des 2 

composés sur les NPs et d’autre part que ces groupements fonctionnels ne sont pas en 

interaction avec la surface. La mesure des aires de ces deux signaux, rapporté au nombre 

de protons, nous permet d’estimer le ratio HMBP-SO2-PEG45-COOH/P-PEG45-OMe à 58:42. 

L’absence de signal en RMN du phosphore confirme le modèle de chélation par les 

phosphonates (Annexe 11). 

 

Figure 93. Comparaison des spectres RMN 1H des NPs des NPs Au@PEG1 versus HMBP-

SO2-PEG45-COOH et P-PEG45-OMe seuls. Les déplacements chimiques de chacun des 

spectres sont étalonnés par rapport au pic des protons CH2 des unités éthylène glycol : δ = 

3,57 ppm. 

 

5. Stabilité en milieu physiologique 

 La stabilité colloidale des NPs en milieu physiologique est un point clé pour leur 

utilisation biologique ce qui a motivé la « pegylation » de nos NPs. Les NPs Au@PEG1 sont 
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synthétisées avec un contrôle de la taille et de l’habillage, nous proposons donc d’évaluer 

ce dernier par un test de stabilité en présence d’un milieu de culture cellulaire classique : 

« Hank's Balanced Salt Solution » (HBSS). La forte concentration saline ([NaCl] = 9 g.L-1) est 

comme nous l’avons vu au chapitre 2 un facteur qui peut impacter fortement la stabilité des 

NPs. 

 Afin d’évaluer le gain de stabilité que permet la chaine PEG greffées en surface, nous 

avons comparé le comportement hydrodynamique des NPs Au@PEG1 avec les NPs 

Au@HMBPène de 10 nm synthétisées précédemment. Les mesures par DLS effectuées au 

cours du temps montrent que les NPs pegylées gardent un diamètre hydrodynamique 

constant sur près de six heures (Figure 94 A), tandis que les NPs Au@HMBPène commencent à 

s’agréger dans les première minutes (Figure 94 B). Ces résultats confirment que les chaines 

PEG phosphorées assurent des répulsions stériques suffisantes pour stabiliser les NPs en milieu 

physiologique. 

 

Figure 94. Évolution de la taille hydrodynamique dans 90 % de milieu HBSS : NPs 

Au@HMBPène versus Au@PEG1 

 

 L’excellente stabilité colloïdale des NPs@PEG1 en milieu physiologique nous permet 

d’envisager leur utilisation en milieu biologique. Pour démontrer la faisabilité de 

fonctionnaliser cette plateforme nous avons décidé de coupler un fluorophore : la 

rhodamine 123. 
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6. Couplage de la rhodamine 123 

 6.1. Principe 

 La post-fonctionnalisation des NPs d’or par couplage carbodiimide est une stratégie 

classique et couramment décrite dans la littérature (Chapitre 1 §3.3.2.). Pour valider la 

réactivité de notre nanoplateforme, nous avons choisi de coupler un composé fluorescent 

en surface : la rhodamine 123 (Figure 95). On procède d’abord à l’activation des 

groupements carboxyles en présence d’ hydrochlorure de 1-éthyl-3-(3-

diméthylaminopropyl)carbodiimide (EDC) et de N-Hydroxysuccinimide (NHS) à pH = 3. On 

additionne ensuite la rhodamine 123 à pH= 9.  

 

Figure 95. Couplage carbodiimide de la rhodamine 123 sur les NP Au@PEG1 

 

 Après élimination de l’excès de réactif par ultrafiltrations et afin d’évaluer le relargage 

du fluorophore, un échantillon de NPs post-fonctionnalisées est placé dans un milieu HBSS à 

90% puis analysé par fluorimétrie. L’échantillon est excité à λ1 = 500 nm et le maximum 

d’émission est mesuré à λ2 = 522 nm. On constate que le signal de fluorescence augmente 

jusqu’à 20 min après injection dans le milieu (Figure 96).  
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Figure 96. Mesure de fluorescence des NPs AU@PEG1@Rhodamine123 au cours du temps 

dans 90% de milieu HBSS pour une excitation à λ1 = 500 nm et une mesure d’intensité 

d’émission à λ2 = 522 nm 

 

 Ce phénomène témoigne d’un relargage de la rhodamine 123 adsorbée par 

interaction non spécifique sur la surface des NPs. La forte concentration en sels du milieu 

favorise la séparation les paires d’ions phosphonates/ammonium. Une fois les fluorophores 

décrochés de la surface, les facteurs de « quenching » diminuent ce qui augmente le signal 

global de la dispersion. On appelle « quenching » l’extinction du signal en fluorescence émit 

par un fluorophore. Ce phénomène est observé sur les NPs d’or,184 et fait l’objet de récentes 

études pour ses potentielles applications en biodétection.185 On distingue trois modes de 

« quenching » : entre le fluorophore et la NP, entre deux fluorophores et entre le fluorophore 

et une NP voisine (respectivement Q1, Q2 et Q3 ; Figure 97). 

 

Figure 97. Différents modes de « quenching » : intra-particule (Q1 et Q2) et inter-particules 

(Q3) 

 

 On en déduit que 30 minutes dans 90 % de milieu HBSS sont suffisantes pour relarguer 

la rhodamine 123 adsorbée non spécifiquement. Par conséquent nous adaptons la méthode 

de lavage afin de tirer profit de cette propriété du milieu (Figure 98). Après les premiers cycles 

d’ultrafiltration, la solution de NPs fluorescentes est concentrée puis redispersée dans ce 
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même milieu pour 30 min. Pour éviter de dégrader les NPs, on élimine le milieu par des cycles 

d’ultrafiltrations en rinçant avec de l’eau pure. Les NPs gardent leur stabilité car nous 

n’observons pas changement dans leur spectre d’absorption UV-Vis avant et après lavage.  

 

Figure 98. Méthode de lavage des NPs fluorescentes après couplage de la rhodamine 

123 : trois cycles d’ultrafiltrations avec des unités à 30KDa (A), puis 30 min dans 90 % de milieu 

HBSS sous agitation à température ambiante (B) et à nouveau trois cycles d’ultrafiltrations (C) 

 

 6.2. Propriétés optiques des NPs@PEG1 après couplage avec la 

rhodamine123 

 Les dispersions de NPs d'or sont alors analysées par spectroscopie UV-Vis et par 

fluorimétrie (Figure 99). 

 

Figure 99. Propriétés optiques des NPs Au@PEG1 après réaction de couplage avec la 

rhodamine 123. Spectre d'absorption UV-Vis (A-Violet), spectre d'excitation (A-Vert) et 

d'émission (B-Noir) : NPs Au@PEG1@rhodamine 123 (trait) versus rhodamine 123 (Pointillés) 

 Bien que l'absorption des NPs couvre la même région spectrale que l'excitation de la 

rhodamine 123 (Figure 99 A), un signal en émission est tout de même observé (Figure 99 B). 

Afin de déterminer l'effet du « quenching » inter-particules, l'intensité d'émission est mesurée 

pour différentes concentrations en NPs (Figure 100). 
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Figure 100. Fluorescence des NPs Au@PEG1 post-fonctionnalisées à la rhodamine 123 

dans l’eau à pH neutre 

 

 Afin de s’affranchir du « quenching » inter-particules (Q3) nous mesurons le signal en 

fluorescence sur une gamme de concentration de 0,1 nM à 7,9 nM en NPs d’or. 

L’augmentation du signal apparait proportionnelle à la concentration en NPs de 0,1 nM à 1,5 

nM puis un palier est observé à partir de cette dernière concentration, ce qui signifie que le 

facteur de « quenching » inter-particules Q3 n’est plus négligeable. Nous quantifierons donc 

la quantité de rhodamine 123 couplée en se plaçant à une concentration en NPs de 1,5 nM 

afin de s’en affranchir. 

 

 6.3. Détermination du facteur de « quenching » intra-particule et 

dosage de la rhodamine 123 

 Dans la littérature, les auteurs calculent le facteur « quenching » fluorophore - 

particule en désorbant des NPs le fluorophore couplé.186 Pour se faire nous introduisons dans 

notre échantillon un large excès de mercaptopropionate afin de favoriser l’échange de 

ligand (1,7.103 équivalents par rapport aux chaines PEG adsorbées). Après une heure 

d’agitation à température ambiante notre échantillon est à nouveau analysé au fluor imètre. 

On calcule les concentrations mesurées en rhodamine 123 par étalonnage externe avant et 

après relargage. Les droites d’étalonnage sont réalisées dans les mêmes conditions de pH, 

avec et sans mercaptopropionate (Annexes 12 et 13). On trouve pour [NPs] = 1,5 nM un titre 

de [Rhodamine 123] = 13,5 nM avant décrochage et de [Rhodamine 123] = 118,7 nM après 

décrochage, soit un facteur de « quenching » Q1 = 8,9. D’après l’étude de Forster et al. le 

facteur de quenching entre molécules Q2 est négligeable pour des concentration en 
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rhodamine 123 inférieures à 2,5 µM.187 On peut donc en déduire un taux de couplage de 80 

molécules de rhodamine 123 par NPs. 

 

 6.4. Stabilité des NPs Au@PEG1@rhodamine 123 le sérum de bovin 

fétal 

 Que ce soit pour les applications in-vitro ou in-vivo les NPs sont dispersées en présence 

de sérum contenant des protéases susceptibles d’hydrolyser les liaisons amide. Nous utilisons 

donc  ici le sérum bovin fétal (SBF) pour étudier la stabilité des NPs Au@PEG1@rhodamine 123 

et évaluer leur relargage. Le signal étant modifié en présence du sérum, nous procédons à 

un étalonnage externe dans le SBF. Le facteur de « quenching » est recalculé à partir de la 

mesure à t = 0 min, soit QSBF = 3,2. On pose R, le pourcentage de rhodamine 123 relarguée, 

définit par : 

 

avec I l’intensité de fluorescence mesurée, INPs l’intensité de fluorescence de la rhodamine 

123 couplée sur les NPs et It=0 l’intensité de fluorescence initiale. Le dénominateur 

correspondant à l’intensité maximale théorique dans ce milieu si le relargage est total. 

 INPs s’exprime en fonction de It=0, QSBF et IR, l’intensité théorique de la rhodamine 123 

relarguée : 

 

avec IR = I – It=0. 

 L’évolution de R au cours du temps montre que le maximum est atteint deux heures 

après injection dans le milieu, autour de 11%, puis reste constant (Figure 101). 

(20) 

(21) 
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Figure 101. Évaluation du relargage des NPs Au@PEG1@rhodamine 123  au cours du 

temps dans 10% de SBF (excitation λ1 = 500 nm ; émission λ2 = 522 nm) 

 

 Ce type de post-fonctionnalisation est donc viable pour des applications en milieu 

biologique puisque une large majorité des molécules couplées en surface ne sont pas 

relarguées. 

 

7. Évaluation de la toxicité des NPs Au@PEG1 

 Nous avons réalisés une évaluation de la toxicité des NPs Au@PEG1 à l’aide d’un test 

au bleu d’Alamar (Annexe 14) sur des cellules tumorales de la prostate PC-3.‡‡‡ L’activité 

métabolique est ainsi déterminée pour un gradient de concentration en comparant les NPs 

avec les molécules seules (Figure 102). 

                                                           
‡‡‡

 L'ensemble des tests au bleu d'Alamar ont été réalisés par Anouchka Plan en collaboration avec l'équipe du 
docteur Claire Wilhelm au sein du laboratoire Matière et Systèmes Complexes de l'Université Paris Diderot. 
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Figure 102. Activité métabolique des cellules PC-3 en présence du BP-S-PEG45-COOH§§§, 

du P-PEG-OMe et des NPs Au@PEG1. 

 

 Les composés « pegylés » seuls tout comme les NPs n’altèrent pas l’activité 

métabolique des cellules. Les NPs ne sont donc pas toxiques pour une concentration en or 

allant jusqu’à 0,6 mM, soit 57 nM en nanosphères de 7 nm, ce qui est supérieur aux 

concentrations d'étude que l’on peut trouver dans la littérature.123, 188  

 

8. Conclusion 

 Nous avons vu au cours de ce chapitre que les composés HMBP-PEG, dérivés du 

HMBPène par réaction thiol-ène sont également des ligands réducteurs capables de former 

et stabiliser des NPs d’or. Néanmoins, contrairement aux NPs synthétisées via le HMBPène, il 

apparait que le processus de formation des NPs n’est pas homogène. Dans certaines 

conditions l’ajout d’ascorbate de sodium comme réducteur permet d’obtenir une 

distribution de taille satisfaisante, mais ce résultat dépend fortement de la structure du ligand 

HMBP « pegylé ». Il est possible que la structure polymérique de cette nouvelle classe de 

molécule complexifie les intermédiaires lors des étapes de nucléation et de croissance 

cristalline. 

                                                           
§§§

 La BP-S-PEG45-COOH est probablement oxydé en milieu biologique, c'est pourquoi nous pouvons comparer 
sa toxicité à l'habillage des NPs Au@PEG1. 
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 Les NPs Au@PEG1 obtenues à l’aide d’un mélange HMBP-SO2-PEG45-COOH/P-PEG45-

OMe sont homogènes en taille, possèdent un habillage qui assure leur stabilité en milieu salin 

et des possibilités de post-fonctionnalisation. Le couplage de la rhodamine 123 a été réalisé 

sur notre nanoplateforme avec un excellent rendement ce qui ouvre le champ des 

perspective pour d’autre voies de post-fonctionnalisation à l’aide de molécules d’intérêt 

biologique. De plus, l’absence de toxicité sur les cellules PC-3 est un élément qui confirme le 

potentiel de ces NPs pour des applications en milieu biologique bien qu’il faudrait étendre 

cette étude à d’autres modèles de cellules non tumorales.  

 

9. Matériel et méthode 

 9.1. Matériel 

Tous les réactifs sont commerciaux et ont été utilisés sans purification préalable. 

 

 9.2. Méthode 

  9.2.1. Synthèse du HMBP-S-PEG45-COOH 

 500 mg d’acide poly(éthylène glycol) 2-mercaptoéthyl éther acétique (238 µmol, 

HSC2H4O(C2H4O)nCH2CO2H, Mn = 2 100 Da, Sigma-Aldrich, St Louis, MO), dans 3 mL de DMF et 

32 mg de HMBPène (119 µmol) dans 3 mL d'eau sont introduits dans un tube en verre. On y 

ajoute une pointe de spatule de 1-hydroxycyclohexylphényl cétone et on irradie sous 

agitation pendant 3h le mélange à l'aide d'une lampe à UV (360 nm). On ajoute 8 mL d'eau 

que l'on lave avec 10mL de mélange binaire DCM/éther 9:1 trois fois, puis avec 10 mL 

d'éther. La phase aqueuse est lyophilisée et on obtient 233,5 mg de poudre blanche (97 

µmol, rendement : 81 %). 

RMN 1H (400 MHz, D2O) δ = 3,91 (s, 1H) ; 3,64 (m, 180H) ; 2,76 (t, J3(H-H) = 6,4 Hz, 2H) ; 2,60 (t, 

J3(H-H) = 7,1 Hz, 2H) ; 1,92 (m, 2H) ; 1,62 (m, 4H). 

RMN 31P {1H} (162 MHz, D2O) δ = 18,39 (s). 

RMN 13C {1H} (101 MHz, D2O) δ = 176,98 (s) ; 69,27 (m) ; 33,18 (s) ; 31,09 (s) ; 30,35 (s) ; 29,93 (s) ; 

23,10 (t, J2(C-P) = 6,3 Hz). 

 

  9.2.2. Synthèse du HMBP-SO2-PEG45-COOH 
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 343 mg de HMBP-PEG (142 µmol, selon la méthode décrite au paragraphe §9.2.1.) 

dans 4 mL d'eau et 94 mg de m-CPBA (545 µmol) sont introduits dans un monocol, que l'on 

laisse sous forte agitation pendant 4 h. La phase aqueuse (pH = 4) est lavée trois fois avec 

10mL d'éther puis lyophilisée. On obtient 330 mg de poudre blanche (137 µmol, rendement : 

96 %). 

RMN 1H (400 MHz, D2O) δ = 3,97 (t, J3(H-H) = 5,5 Hz, 2H) ; 3,91 (s, 2H), 3,66 (m, 180H) ; 3,29 (m, 

2H) ; 1,95 (m, 2H) ; 1,81 (m, 2H) ; 1,73 (m, 2H). 

RMN 31P {1H} (162 MHz, D2O) δ = 18,14 (s). 

RMN 13C {1H} (101 MHz, D2O) δ = 177,18 (s) ; 69,65 (m) ; 63,43 (s) ; 53,55 (s) ; 51,84 (s) ; 33,13 (s) ; 

22,65 (t, J2(C-P) = 6,2 Hz) ; 21,77 (s). 

 

  9.2.3. Synthèse de l'acide 3-(5-hydroxy-5,5-diphosphonopentylthio) 

propanoique 

 57,3 mg d’acide 3-mercaptopropionique (540 µmol, HSCH2CH2CO2H, ≥ 99 %, Sigma-

Aldrich, St Louis, MO), dans 3 mL de DMF et 122,8 mg de HMBPène (450 µmol) dans 3 mL 

d'eau sont introduits dans un tube en verre. On y ajoute une pointe de spatule de 1-

hydroxycyclohexylphényl cétone et on irradie sous agitation pendant 3h le mélange à l'aide 

d'une lampe à UV (360 nm). On ajoute 8 mL d'eau que l'on lave avec 10mL de mélange 

binaire DCM/éther 9:1 trois fois, puis avec 10 mL d'éther. La phase aqueuse est lyophilisée et 

on recristallise le composé dans un binaire MeOH/eau 9:1 à pH = 2,3. On obtient 150 mg de 

poudre blanche (400 µmol, rendement : 89 %). 

RMN 1H (400 MHz, D2O) δ = 2,79 (t, J3(H-H) = 6,8 Hz, 2H) ; 2,66 (t, J3(H-H) = 7,1 Hz, 2H) ; 2,60 (t, 

J3(H-H) = 7,1 Hz, 2H) ; 1,93 (m, 2H) ; 1,60 (m, 4H). 

RMN 31P {1H} (162 MHz, D2O) δ = 18,46 (s). 

RMN 13C {1H} (126 MHz, D2O) δ =177,08 (s) ; 74,00 (t, J1(C-P) = 135,3 Hz) ; 34,39 (s) ; 33,17 (s) ; 

30,90 (s) ; 29,70 (s) ; 26,10 (s) ; 23,02 (t, J2(C-P) = 6,4 Hz). 

 

  9.2.4. Synthèse du HMBP-S-PEG4-COOH 

 163 mg d’acide 1-mercapto-3,6,9,12-tetraoxapentadecan-15-oique (578 µmol, 

HS(C2H4O)4C2H4CO2H, Iris-Biotech), dans 3 mL de DMF et 123 mg de HMBPène (450 µmol) 

dans 3 mL d'eau sont introduits dans un tube en verre. On y ajoute une pointe de spatule de 
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1-hydroxycyclohexylphényl cétone et on irradie sous agitation pendant 3h le mélange à 

l'aide d'une lampe à UV (360 nm). On ajoute 8 mL d'eau que l'on lave avec 10mL de 

mélange binaire DCM/éther 9:1 trois fois, puis avec 10 mL d'éther puis lyophilisée. On obtient 

183,4 mg de poudre blanche (308 µmol, rendement : 69 %). 

RMN 1H (400 MHz, D2O) δ = 3,70 (m, 16H) ; 2,76 (t, J3(H-H) = 6,4 Hz, 2H) ; 2,60 (t, J3(H-H) = 7.1 Hz, 

2H) ; 2,54 (t, J3(H-H) = 6,4 Hz, 2H) ; 1,93 (m, 2H) ; 1,61 (m, 2H). 

RMN 31P {1H} (162 MHz, D2O) δ = 18,39 (s) 

RMN 13C {1H} (126 MHz, D2O) δ =178,05 (s) ; 74,08 (t, J1(C-P) = 135,0 Hz) ; 69,52 (m) ; 69,45 (s) ; 

69,38 (s) ; 69,27 (s) ; 66,94 (s) ; 35,79 (s) ; 33,23 (s) ; 31,10 (s) ; 30,36 (s) ; 29,91 (s) ; 23,11 (t, J2(C-P) 

= 6,3 Hz). 

 

  9.2.5. Synthèse du HMBP-SO2-PEG45-OMe 

 477 mg de poly(éthylène glycol) méthyl éther thiol (238 µmol, HSC3H6O(C2H4O)45OMe, 

Mn = 2 000 Da, Specific Polymer), dans 3 mL de DMF et 44 mg de HMBPène (164 µmol) dans 3 

mL d'eau sont introduits dans un tube en verre. On y ajoute une pointe de spatule de 1-

hydroxycyclohexylphényl cétone et on irradie sous agitation pendant 3h le mélange à l'aide 

d'une lampe à UV (360 nm). On ajoute 8 mL d'eau que l'on lave avec 10mL de mélange 

binaire DCM/éther 9:1 trois fois, puis avec 10 mL d'éther. . On ajoute dans un deuxième temps 

94 mg de m-CPBA (545 µmol), que l'on laisse sous forte agitation pendant 4 h. La phase 

aqueuse (pH = 4) est lavée trois fois avec 10mL d'éther. La phase aqueuse est lyophilisée et 

on obtient 288 mg de poudre blanche (115 µmol, rendement : 70 %). 

1H NMR (500 MHz, D2O) δ = 3,67 (m, nH PEG) ; 3,37 (s, 3H) ; 3.30 (m, 2H) ; 2,09 (m, 2H) ; 1,91 (m, 

2H) ; 1,82 (m, 2H) ; 1,76 (m, 2H). 

RMN 31P (202 MHz, D2O) δ =18,17 (t, J1(P-C)= 13,8 Hz). 

RMN 13C {1H} (126 MHz, D2O) δ = 70,97 (s) ; 69,49 (m) ; 69,22 (s) ; 68,44 (s) ; 58,03 (s) ; 51,87 (s) ; 

48,76 (s) ; 47,88 (s) ; 33,08 (s) ; 24,21 (s) ; 21,76 (s) ; 21,24 (s). 

 

  9.2.6. Synthèse de NPs Au@HMBP-S-PEG45-COOH par chauffage micro-

ondes 

 Deux solutions de réactifs précurseurs sont préparées : une solution A d'acide 

chloraurique (HAuCl4 · 3H2O, ≥ 99,9 %, Sigma-Aldrich, St Louis, MO) à 20mM (38,8 mg dans 
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5mL d'eau pure) et une solution B de HMBP-S-PEG45-COOH à 10 mM (12,2 mg dans 0,5 mL 

d'eau pure). 900 µL d'eau pure, 12,5 µL de solution A et 100 µL de solution B sont introduits 

dans un tube micro-ondes de 4 mL. Le chauffage est programmé en trois étapes : (1) 

atteindre 100°C aussi vite que possible (2) maintenir 100°C pendant 10min (3) refroidissement. 

La vitesse de rotation de l'agitation magnétique est fixée à 1200 rpm. 

 

  9.2.7. Synthèse de NPs Au@HMBP-SO2-PEG45-COOH par chauffage 

classique 

 Une solution C de HMBP-SO2-PEG-COOH à 62 mM (300 mg dans 2 mL d'eau pure) est 

préparée. 125 µL de solution A sont ajouté à 9,5 mL d'eau pure dans un monocol. Une fois 

porté à ébullition on ajoute 1 mL de solution C au mélange que l'on laisse sous agitation pour 

10 min de reflux. Le changement de couleur est visible après quelques minutes de 

chauffage. 

 

  9.2.8. Synthèse de NPs Au@HMBP-PEG à température ambiante 

 Une solution D d'ascorbate de sodium (C6H7NaO6, ≥ 98 %, Sigma-Aldrich, St Louis, MO) 

à 50 mM (19,8 mg dans 2 mL d'eau pure) et une solution E de P-PEG –OMe (Specific 

Polymers) à 31 mM (65,6 mg dans 1 mL d'eau pure) sont préparées. 125 µL de solution A, 82 µL 

de solution C et 164 µL de solution E sont ajoutés à 9.5 mL d'eau pure dans un tube. On ajuste 

pH = 10,5 avec quelques µL de solution de NaOH à 100mM. On ajoute rapidement 100 µL de 

solution D pour 10 min d'agitation à température ambiante. 

 

  9.2.9. Couplage de la rhodamine 123 sur les NPs Au@HMBP-PEG 

 Une solution F de rhodamine 123 (C21H17ClN2O3, ≥ 85 %, Sigma-Aldrich, St Louis, MO) à 

130 µM (après dilution d’un facteur 100 d’une solution mère à 13 mM soit 4,9 mg dans 1 mL 

d'eau pure), une solution G d'EDC (C8H17N3, ≥ 97 %, Sigma-Aldrich, St Louis, MO) à 650 µM 

(après dilution d’un facteur 100 d’une solution mère à 65 mM soit 12,5 mg dans 1 mL d'eau 

pure) et une solution H de NHS (C4H5NO3, ≥ 98 %, Sigma-Aldrich, St Louis, MO) à 650 µM (après 

dilution d’un facteur 100 d’une solution mère à 65 mM soit 7,5 mg dans 1 mL d'eau pure) sont 

préparées. On place dans un tube en verre 400 µL de solution de NPs Au@HMBP-PEG (selon 

la méthode décrite au paragraphe §9.2.8.) qui ont été lavées puis concentrées pour [Au] = 

2,5 mM, on y ajoute 30 µL de solution G, 30 µL de solution H et on fixe pH = 3. Après 2 h 30 min 
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d'agitation à température ambiante on ajoute 30 µL de solution F et on fixe pH = 10 avec 

quelques µL de solution de NEt3 à 25 g/L. On laisse réagir 16 h à température ambiante. 

 

  9.2.10. Évaluation de l’activité métabolique de cellules PC3  

 Deux plaques de 96 puits contenant 10 000 cellules PC3 par puits sont remplies avec 

100 µL de milieu DMEM (ThermoFisher) complet contenant 10 % de sérum de veau fœtal 

(ThermoFisher) et 1 % Pénicilline-Streptomycine (ThermoFisher). Après 4 heures à l’étuve à 37 

°C, on incube les solutions à tester pour des gradients de concentration de 10-5 M à 10-8 M 

pendant 48 heures. Les puits sont rincés à l’aide d’une solution de milieu RPMI blanc, puis 

remplis avec 200 µL de solution de bleu d’alamar (ThermoFisher) à 10 % dans ce même 

milieu. On laisse les cellules durant 2 heures à l’étuve, puis on mesure l’émission de 

fluorescence à λ = 585 nm en excitant pour λ = 570 nm. 
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Chapitre 5 

PERSPECTIVES DES NPS AU@HMBP 

POUR DES APPLICATIONS 

THÉRAPEUTIQUES 
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Chapitre 5 : PERSPECTIVES DES NPs AU@HMBP POUR DES 

APPLICATIONS THÉRAPEUTIQUES 

 

 Nous proposons dans ce chapitre d’illustrer l’intérêt des NPs d’or stabilisées par des 

composés HMBP pour des applications thérapeutiques. Nos résultats préliminaires concernant 

deux approches potentiellement utilisables pour le traitement du cancer y sont présentés. 

 Nous décrirons dans un premier temps la synthèse de NPs d’or à l’aide d’un HMBP 

commercial couramment utilisé par l’industrie pharmaceutique : l’alendronate (Schéma 22). 

Les propriétés physico-chimiques des NPs Au@Alendronate sont étudiées ainsi que leur 

potentiel anti-tumoral. 

 

Schéma 22. Molécule d’alendronate 

 

 Ensuite nous avons réalisé une synthèse de NPs d’or multicœur ayant des propriétés 

optiques originales, permettant une absorption dans le proche infrarouge. La stabilisation de 

ces nano-objets est assurée des composés HMBP-PEG. Nous avons notamment étudié du 

contrôle de la leur taille ainsi que leur morphologie. Enfin, nous avons formulé des hypothèses 

sur le mécanisme de leur formation 

 

1. Potentiel anti-tumoral de NPs Au@HMBP 

 Nous nous intéresserons ici plus précisément à l'activité anti-tumorale de 

l'alendronate, un composé commercialisé sous le nom de Fosamax pour le traitement de 

l’ostéoporose et utilisé aussi comme adjuvant dans le cas de traitement du cancer du sein. 

Cette propriété anti-tumorale des HMBP a été étudiée et démontrée par de nombreux 

auteurs.189 Les HMBP azotés sont des inhibiteurs de la voie du mévalonate : ils empêchent la 

prénylation des protéines GTPases ce qui affecte la morphologie des cellules, leur réplication 

et leur signalisation pouvant causer la mort cellulaire par apoptose.190 Néanmoins l'usage 

thérapeutique de ce type de molécule peut poser des problèmes de biodisponibilité. En 

effet, une fois injectée dans les voies circulatoires, les HMBP ne sont que faiblement 

internalisés par les cellules et s’accumulent préférentiellement sur les os. Les travaux de 
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Benyettou et al. ont montré une augmentation de l'activité anti-tumorale de l'alendronate 

lorsqu'il est adsorbé à la surface des NPs de maghémite, ce qui favorise l’internalisation.97a, 97b, 

191 Par ailleurs Lalatonne et al. ont utilisé d’autres HMBP, non azotés, pour habiller les NPs de 

maghémites dans la perspective de l’élaboration de nanoplateforme pour l’imagerie IRM 

mais sans activité anti-tumorale.97c Les NPs d'or ayant leurs propriétés thérapeutiques propres, 

grâce à la thérapie par photothermie (TPT), nous évaluerons ainsi la possibilité de combiner 

l'activité anti-tumorale de l'alendronate adsorbé en surface. Par ailleurs nous étendrons cette 

étude aux NPs Au@HMBPène afin de déterminer si elles ont ou non un effet similaire. 

 En reprenant la stratégie de synthèse « one pot » élaborée précédemment, nous 

étudierons dans cette partie les propriétés physico-chimiques de NPs Au@Alendronate. Leurs 

propriétés anti-tumorales seront évaluées ainsi que celles des NPs Au@HMBPène 

précédemment obtenues. 

 

 1.1. Synthèse et caractérisations des NPs Au@Alendronate 

  1.1.1. Synthèse 

 Nous proposons de reprendre les conditions réactionnelles**** établit au paragraphe 

§6.3. du chapitre 2 car elles permettent de synthétiser aisément une solution concentrée de 

NPs d'or, en utilisant cette fois l'alendronate comme ligand réducteur. La solution d'or à 1 mM 

est portée à ébullition et 4,4 équivalents d'alendronate sont injectés. Le mélange est ensuite 

laissé 10 minutes au reflux. Lorsque l’on utilise le lavage par ultrafiltration afin d’éliminer 

l’excès d’alendronate, les NPs étant de taille importante, cela cause une agrégation partielle 

et provoque une perte de matière trop importante. Les lavages ont donc été réalisés par 

dialyse, sauf pour la caractérisation par spectrométrie IRTF. 

 On obtient ainsi une solution de NPs sphériques (Figure 103 A) avec un diamètre 

moyen de 41,2 ± 9,9 nm (Figure 103 B) et un maximum d’absorption à 528 nm (Figure 103 C).  

  

                                                           
****

 Quatre équivalents de réducteur sont additionnés sur une solution aqueuse de HAuCl4 à 1 mM à ébullition 
pour 10 minutes de reflux. 
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Figure 103. Caractéristiques des NPs Au@Alendronate obtenues par le protocole standard 

: photographie MET (A), distribution de taille (B) et spectre UV-Vis (C) 

 

 Il est important de préciser que cette nouvelle synthèse devra également faire l'objet 

d'un travail d'optimisation, pour étudier à nouveau l'influence des paramètres tels que le pH 

et la concentration. Dans ces conditions réactionnelles, les NPs obtenues avec le HMBPène 

sont caractérisées par une taille moyenne plus petite et une distribution plus homogène 

(dAu@HMBPène =10,1 ± 0,8 nm ; Chapitre 2 §6.3.). Cela montre une fois encore l'influence de la 

structure du ligand réducteur sur la morphologie des NPs formées. 

 

  1.1.2. Analyse par spectroscopie IRTF 

 Ces NPs étant pastillées avec du bromure de potassium, on suppose que l'agrégation 

partielle générée avec le nettoyage par ultrafiltration n'influence pas les signaux obtenus par 

spectroscopie IRTF. L’habillage des NPs Au@Alendronate est donc comparé à l'alendronate 

seul (Figure 104). 
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Figure 104. Comparaison des spectres IRTF des NPs Au@Alendronate versus Alendronate 

(molécule seule) 

 

 On retrouve sur le spectre des NPs les bandes de vibrations caractéristiques de 

l'alendronate tel que les cisaillements des liaisons N-H à 1650 et 1570 cm-1. De façon similaire 

à ce qui a été observé au chapitre 2 pour les NPs Au@HMBPène, on observe une 

amplification des signaux correspondants à l'élongation des liaisons C-H à 2930 et 2860 cm-1 

ainsi que les déformations des CH2 à 1400 cm-1. On obtient également un resserrement des 

bandes de vibrations des P-O et P=O entre 1100 cm-1 et 1000 cm-1 pour les phosphonates 

adsorbés sur les NPs, conformément aux résultats obtenus par Benyettou et al. sur les NPs 

d'argent 100 ainsi que nos propres résultats avec le HMBPène. 

 

  1.1.3. Détermination du taux de couverture 

 Le taux de couverture a été déterminé par analyse par thermogravimétrie (ATG) 

après lyophilisation des NPs (Figure 105).  
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Figure 105. ATG de 3,63 mg de poudre de NPs Au@Alendronate de 41,2 ± 9,9 nm 

 

 La figure 105 montre une perte de masse de 10,1 %. Cette perte de masse correspond 

à la quantité d'alendronate pour une masse totale de 3,63 mg de NPs Au@Alendronate de 

41 nm. On dénombre environs 217 000 molécules par NP soit un taux de couverture de 40,2 

alendronate/nm². Ce taux, très supérieur à ce qui a été estimé pour les NPs Au@HMBPène 

(3,4 HMBPène/nm2), peut s'expliquer par deux raisons : 

- L'alendronate est un zwitterion, capable de former des paires d'ions ce qui génère 

des multicouches autour de la NP. 

- La dialyse est une méthode moins « drastique » que l'ultrafiltration et en l'absence de 

sels, ne permet pas de dissocier les paires d'ions. 

 

  1.1.4. Propriétés hydrodynamiques des NPs Au@Alendronate 

 Les NPs en solution sont isolées les unes des autres, comme le confirme les mesures de 

diamètre hydrodynamique par DLS à pH neutre (Zav = 47,3 ± 31,1 nm ; Figure 106 A), ce qui est 

suffisamment proche de la taille cristalline mesurée par MET pour témoigner de l’absence 

d’agrégats de particules. La valeur du potentiel  ( = -38,3 ± 12,8 mV ; Figure 106 B) prouve 

que l'alendronate adsorbé en surface apporte des charges négatives via ses groupements 



 

159 

phosphonates et permet une stabilisation du colloïde malgré la présence de cations 

ammonium. 

 

Figure 106. Mesures du diamètre hydrodynamique (A) et du potentiel  (B) des NPs 

Au@Alendronate obtenues 

 

 La bonne stabilité de ces NPs à pH physiologique nous permette d’envisager leur 

étude en milieu biologique. 

 

 1.2. Étude de la toxicité sur les cellules PC3 : NPs Au@Alendronate vs 

Au@HMBPène 

 Les travaux de Virtanen et al. ont montré que l’alendronate avait un effet anti-tumoral 

sur les cellules PC-3, la toxicité des NPs Au@alendronate a été évaluée sur le même modèle 

en réalisant un test au bleu d’Alamar pour évaluer la viabilité des cellules.†††† Par la même 

occasion nous testerons pour la première fois l’effet anti-tumoral du HMBPène et des NPs 

Au@HMBPène de 10 nm. Les molécules seules ainsi que les dispersions de NPs sont incubées 

48 heures en présence des cellules avec un gradient de concentration (Figure 107). 

                                                           
††††

 L'ensemble des tests au bleu d'Alamar ont été réalisés par Anouchka Plan en collaboration avec l'équipe du 
docteur Claire Wilhelm au sein du laboratoire Matière et Systèmes Complexes de l'Université Paris Diderot. 
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Figure 107. Étude de l'activité métabolique des cellules PC-3 en présence de NPs 

Au@Alendronate et de NPs Au@HMBPène : Comparaison pour différentes concentrations en 

molécules adsorbées et en molécules seules (A)et pour différentes concentrations en NPs (B) 

 

 La figure 107 A montre que les NPs Au@Alendronate présentent une inhibition de 50% 

des cellules (inhibitory concentration - IC50) à 10-5 M en Alendronate adsorbé. Le même IC50 

est obtenue pour la molécule d’alendronate seule. Les résultats obtenus en ATG (§1.1.3.) 

suggèrent la présence de multicouches sur les NPs. Le milieu cellulaire étant fortement salin, il 

est possible qu’une grande partie des molécules liées à la surface des NPs par interactions 

ioniques soient relarguées dans le milieu. Dans ce cas les molécules d'alendronate peuvent 

être considérées comme des composés solvatés, ce qui explique cette similarité avec 

l'activité mesurée pour la molécule seule. Bien que le potentiel anti-cancéreux de 

l'alendronate ne soit pas amélioré sur un modèle in-vitro, nous pouvons envisager une 

meilleure biodisponibilité in-vivo des NPs Au@Alendronate.191 On peut également envisager 

grâce aux propriétés optiques des NPs d'or d'y combiner l'effet photothermique. En effet les 

travaux d'Espinoza et al. ont montré que l'efficacité photothermique in vivo des NPs d'or 

diffèrent de ce que l'on pourrait prévoir d'après les spectres d'absorption UV-Vis en phase 

aqueuse.123 Suivant les résultats d’Espinosa et al., on peut donc s’attendre à un déplacement 

de la bande de résonance plasmon des NPs Au@Alendronate vers le proche infrarouge 

après internalisation cellulaire. Les NPs Au@Alendronate permettrait ainsi de combiner l’effet 

chimio-thérapeutique de l’alendronate avec la TPT des NPs d’or. 

 En parallèle, l’activité anti-tumorale du HMBPène et des NPs Au@HMBPène a été 

évaluée. Le HMBPène seul ne présente qu'une faible activité anti-tumorale avec un IC50 non 

atteint à 10-3 M. L'adsorption de ce composé à la surface de NPs d'or permet d’amplifier de 

façon importante (IC50 = 1,2.10-4 M) son activité anti-tumorale. Cette différence peut 
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s’expliquer par une meilleure internalisation des NPs Au@HMBPène par rapport à la molécule 

seule qui est fortement électronégative. La figure 107 B montre que si l'on prend en compte 

les concentrations en NPs, les NPs Au@HMBPène présentent une inhibition plus faible de 

l'activité métabolique des cellules que les NPs Au@Alendronate. Ceci est cohérent avec les 

taux de couvertures déterminés ainsi que la nature de l'habillage, l'alendronate ayant une 

activité anti-tumorale plus efficace que le HMBPène. Néanmoins la possibilité de coupler 

sélectivement un composé d'intérêt sur les NPs Au@HMBPène élargie leur champ 

d'application en milieu biologique. De la même façon que les NPs Au@Alendronate, 

l’utilisation des NPs Au@HMBPène permettrait de combiner leur effet chimio- et photo-

thérapeutique. Les NPs d’or synthétisées avec des composés HMBP sont donc 

potentiellement utilisables pour le traitement des tumeurs. 

 

2. Résultats préliminaires sur la synthèse de NPs d'or multicœur 

 Dans cette partie nous décrirons brièvement nos premiers résultats sur la synthèse de 

NPs d'or multicœur à l'aide du BP-S-PEG45-COOH. Comme nous l’avons vu au chapitre 1, les 

propriétés optiques des NPs d’or sont liées à leurs morphologies. Les NPs dont le domaine 

d’absorption s’étend jusqu’au proche infrarouge peuvent être employées pour la TPT.192, ce 

qui constitue une alternative à la chimiothérapie pour le traitement du cancer. 

 

 2.1. Synthèse 

  2.1.1. Principe 

 Les nanobatônnets d'or sont l'exemple le plus connu de NPs à fort potentiel pour la 

TPT.193 Les travaux d'Alkilany et al. ont montré que les nanobatônnets stabilisés par le CTAB, 

ligand cationique disposé en bicouche, ont une toxicité accrue comparativement à leurs 

équivalents anioniques stabilisés par l'acide polyacrylique et le poly(allylamine) après 

échange de ligand.194 

 Nous proposons d'élaborer un protocole mettant en jeux des composés HMBP non 

toxiques en s'inspirant du mode opératoire mis en œuvre pour la synthèse des 

nanobatônnets d'or. Nous substituons donc le BP-S-PEG45-COOH au CTAB afin de s'affranchir 

de l'étape d'habillage par échange de ligand. En effet nous avons déterminé au chapitre 

précédent que notre polymère était capable de stabiliser efficacement les NPs d'or. De plus, 

sa forme oxydée le BP-SO2-PEG45-COOH ne présente pas de toxicité (Chapitre 4 §7.). Le CTAB 

joue également un rôle important lors de la synthèse des nanobatônnets, il agit comme un 
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« poison de surface » en passivant certaines faces cristallines et oriente la croissance sur un 

axe.195 L'objectif de ces expériences est de déterminer si la structure du BP-S-PEG45-COOH 

permet d'influencer la croissance cristalline de façon à obtenir une géométrie identifiable et 

de caractériser les propriétés optiques qui en découlent. 

 La synthèse classique des nanobatônnets Au@CTAB procède en trois étapes (Figure 

108) : 

- (a) Des germes (de l'ordre de 2 nm de diamètres) sont synthétisés par réduction à 

l'hydroborure de sodium du complexe d'or en présence du CTAB. 

- (b) Un solution de croissance est préparée en réduisant le complexe d'or à l'acide 

ascorbique, ce qui permet en présence de CTAB d'obtenir un complexe d'Au(I). 

- (c) Les germes sont ajoutés dans la solution de croissance et l'Au(I) est réduit par 

l'acide ascorbique résiduel. La croissance cristalline se produit à la surface des 

germes pour former les nanobatônnets. 

 

Figure 108. Voie de synthèse classique des nanobatônnets d'or196 

 La méthode de synthèse par « croissance sur germes » à également été développée 

pour l'élaboration de « nanostars » (NSs). Dans leurs travaux, Barbosa et al. proposent 

notamment une synthétiser des NSs stabilisées par du PVP197. Plus récemment, Tian et al. ont 

mit au point un protocole pour obtenir des NSs habillées par des composés HS-PEG-NH2 pour 

des applications en tododensimétrie et en TPT.198 

 Ainsi, nous avons adapté les trois étapes de la synthèse « par croissance sur germes » 

(Figure 109) en les réalisant comme suit : 

- (a) Des NPs Au@HMBPène de 10 nm sont synthétisées par chauffage classique 

(Chapitre 2 § 6.3.) 
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- (b) La solution de croissance est préparée de façon analogue à ce qui est décrit 

ci-dessus avec le BP-S-PEG45-COOH comme ligand pour stabiliser le complexe d’Au(I) 

- (c) Nos « germes » de 10 nm sont alors ajoutés dans la solution de croissance 

 

Figure 109. Stratégie d'obtention de NPs anisotropes envisagée à l'aide du HMBP-S-PEG45-

COOH 

 

 Afin de favoriser les conditions d'un processus homogène, nous avons choisi d'utiliser 

les NPs Au@HMBPène de 10 nm car elles présentent une faible dispersion en taille et peuvent 

être synthétisées aisément dans des quantités relativement importantes. La taille des NPs que 

nous utilisons comme « germes » est très supérieure à celles employées pour la synthèse de 

nanobatônnets et NSs. A concentration en or égale, nous avons donc dans notre cas une 

concentration en NPs très inférieure. Afin d’étudier l’influence de ce paramètre sur la 

morphologie des NPs obtenues, nous avons répété l’expérience avec trois concentrations en 

germes différentes : [NPs]1 = 0,09 nM, [NPs]2 = 0,31 nM et [NPs]3 = 0,62 nM. 

 

  2.1.2. Observations expérimentales 

 Après avoir mélangé le BP-S-PEG45-COOH avec le complexe d’Au(III), la solution est 

légèrement jaune (Figure 110 A). En additionnant l’acide ascorbique (trois équivalents par 

rapport à l’or) la solution se décolore avec la formation du complexe d’Au(I) (Figure 110 B), 

puis une fois que l’on ajoute la solution de germes la solution se teinte après quelque minutes 

en bleu-gris (Figure 110 C). Ces observations sont récurrentes quel que soit la concentration 

de la solution de germes ajoutée. 
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Figure 110. Évolution de la couleur de la solution pour les différentes étapes de la synthèse 

 

 Lors de la formation du complexe d’Au(I), deux équivalents d’acide ascorbique sont 

« consommés ». La réaction est amorcée avec l’ajout de germes et le dernier équivalent 

restant d’acide ascorbique permet de réduire l’Au(I) en Au(0). 

 

  2.1.3. Morphologie et contrôle de la taille 

 Les clichés par MET de chacune des dispersions obtenues nous confirment que le BP-

S-PEG45-COOH induit une morphologie particulière aux NPs (Figure 111 A). Nous les 

nommerons poétiquement « nanofleurs » (NFs). On constate que pour des concentrations 

croissantes en germes, la taille des NFs diminue. Bien que le spectre d’absorption UV-Vis des 

différentes dispersions de NFs soit très semblables (Figure 111 B), les mesures par DLS du 

diamètre hydrodynamique confirment l’évolution en taille observée par MET (Figure 111 C). 

Le spectre d'absorption des NFs ne ressemble pas à ce que l'on peut trouver dans la 

littérature, notamment à celui des NSs,197-198 essentiellement à cause des différences 

morphologiques de ces nano-objets. Cependant, leur taille importante et le caractère « non-

sphérique » de ces NFs induit un facteur géométrique qui influence considérablement les 

sections efficaces de diffusion et d'extinction (Chapitre 1 §2.3.). Si l'on prend l'exemple des 

NFs 3, de taille comparable aux NPs Au@Alendronate décrites précédemment, le spectre 

d'absorption UV-Vis couvre cette fois ci largement la région du proche infrarouge. 
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Figure 111. Caractéristiques des NFs 1,2 et 3 obtenues pour des concentrations en germes 

de respectivement [NPs]1 = 0,09 nM, [NPs]2 = 0,31 nM et [NPs]3 = 0,61 nM : photographies MET 

(A) ; spectre UV-Vis et photographie des solutions (B) et diamètres hydrodynamiques (C) 

 

 Afin de rationnaliser ce contrôle de la taille des NFs, les valeurs du diamètre mesurées 

par MET sont comparées à celles calculées par des modèles mathématiques. Lorsque les 

germes sont introduits dans la solution de croissance, on pose l'hypothèse que : 

- La quantité totale d'Au(I) est réduite en Au(0). 

- La croissance cristalline se réalise sur chaque germe, donc le nombre de NPs reste 

constant. 

Si l'on apparente les NFs à des sphères alors le diamètre D s'exprime selon le modèle suivant 

(appelé modèle 1) : 

 

(22) 
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avec [Au] la concentration totale en or, [NPs] la concentration en germes, Vmaille le volume 

d'une maille cristalline d'or et une constante K1 = 2(3/16π)1/3 (les détails des calculs sont 

donnés en annexe 16). 

Si l'on apparente les NFs a un assemblage de petites sphères, alors le diamètre D' s'exprime 

selon le modèle suivant (appelé modèle 2 ou « modèle de la framboise » inspiré des travaux 

de Richard et al.199) : 

 

avec rs le rayon des petites sphères, Vcube le volume cubique occupé par une petite sphère 

et un constante K2 = 2(9/64π²)1/3. Les excroissances des NFs observées sur les clichés par MET 

peuvent être assimilées à des sphères de rayon rs = 5 nm (les détails des calculs sont donnés 

en annexe 16). 

 En comparant ces deux modèles théoriques aux valeurs mesurées par MET pour 

chacune de ces expériences, on constate que le modèle 2 correspond le mieux (Figure 112). 

 

Figure 112. Comparaison de la taille mesurée en MET et de la taille calculée sur les 

modèles 1 et 2 

 

 La cohérence des observations expérimentales avec ce modèle géométrique 

confirme donc que l'on a bien une croissance cristalline qui se réalise sur chaque germe et 

(23) 
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que le nombre de NPs reste constant. La structure framboise de ces particules induit donc 

une structure multicœur qui devra être confirmé par MET haute résolution.  

 

 2.2. Étude cinétique et proposition d'un mécanisme de croissance 

 Nous proposons ici de faire un suivi de la synthèse de NFs 1 par spectroscopie 

d'adsorption UV-Vis in situ. Cette réaction se faisant à température ambiante, on la réalise 

dans une cuve pour spectromètre avec des acquisitions pour différent intervalles de temps 

(Figure 113) 

 

Figure 113. Suivi in situ de l'absorption UV-Vis pour la synthèse des NFs 1 

 

 Il apparait que dès les premiers instants de la réaction, les NPs absorbent sur toute la 

gamme spectrale dès le début de la croissance cristalline. L'augmentation de l'intensité est le 

corolaire de l'augmentation de la taille des NFs. C'est pourquoi nous proposons un 

mécanisme de formation par diffusion d'un réseau de sphères compactes autour de chaque 

germe (Figure 114). 

 

Figure 114. Proposition d'un mécanisme de formation des NFs 
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3. Conclusion 

 Les travaux présentés sur les caractérisations physicochimiques des NPs 

Au@Alendronate et leurs effets sur l'activité métabolique des cellules PC-3 montrent que la 

synthèse des NPs d'or par la voie des HMBP est viable pour l'élaboration de nanoplateformes 

anti-tumorales. De plus, si certains HMBP ont une activité anti-cancéreuse plus faible, elle 

peut être améliorée lorsqu'ils sont « portés » par des NPs d'or comme nous l'avons vu dans le 

cas du HMBPène. On pourrait étendre ce principe à une large variété de HMBP, pour 

différentes tailles et formes de NPs, puis réaliser des tests de toxicité sur d'autres lignées 

cellulaires. 

 A travers l'exemple du BP-S-PEG45-COOH, nous avons vu qu'il est possible d'induire un 

changement de morphologie des NPs en réalisant une synthèse de type « croissance sur 

germes ». La taille des NFs obtenues peut être contrôlée avec la concentration en germes. 

L'adéquation au modèle théorique « de la framboise » et l'évolution de l'absorption UV-Vis en 

temps réel suggère un mécanisme de formation par diffusion. De par leurs propriétés 

optiques et leur absorption dans le proche infrarouge, ces NFs pourraient être de bons 

candidats pour des applications en TPT. 

 Ces deux exemples montrent que les HMBP sont des composés prometteurs pour la 

synthèse de NPs d'or à visées thérapeutiques. En fonction de certains éléments de leur 

structure comme la taille de leur chaine ou encore leurs groupements fonctionnels, on 

influence les propriétés physicochimiques des NPs et donc leurs comportements en milieu 

biologique. Ainsi, la variété des substrats HMBP laisse entrevoir un vaste champ d'étude pour 

construire de nouveaux outils en nanomédecine. 

 

4. Matériel et méthodes 

 4.1. Matériel 

Tous les réactifs sont commerciaux et ont été utilisés sans purification préalable. 
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 4.2. Méthodes 

  4.2.1. Synthèse des NPs Au@Alendronate de 40 nm 

 On prépare deux solutions de réactifs précurseurs : une solution A d'acide 

chloraurique (HAuCl4 · 3H2O, ≥ 99,9 %, Sigma-Aldrich, St Louis, MO) à 20 mM (38,8 mg dans 

5mL d'eau pure) et une solution B d'alendronate (C4H12NaNO7P2 · 3 H2O, ≥ 97 %, Sigma-

Aldrich, St Louis, MO) à 44 mM (28,6 mg dans 2 mL d'eau pure) préalablement ajusté à pH = 

10. 1 mL de solution A sont ajouté à 17 mL d'eau pure dans un monocol. Une fois porté à 

ébullition on ajoute 2 mL de solution B au mélange que l'on laisse sous agitation pour 10 min 

de reflux. Le changement de couleur est immédiat et on obtient après quelques minutes une 

solution rouge pourpre de NPs d'or de 40 nm. 

 

  4.2.2. Évaluation de l’activité métabolique de cellules PC3 

 On prépare deux plaques de 96 puits contenant 10 000 cellules PC3 par puit, dans 100 

µL de milieu DMEM (ThermoFisher) complet contenant 10 % de sérum de veau fœtal 

(ThermoFisher) et 1 % Pénicilline-Streptomycine (ThermoFisher). Après 4 heures à l’étuve à 37 

°C, on incube les solutions à tester pour des gradients de concentration de 10-3 M à 10-8 M 

pendant 48 heures. Les puits sont rincés à l’aide d’une solution de milieu RPMI blanc, puis 

remplis avec 200 µL de solution de bleu d’alamar (ThermoFisher) à 10 % dans ce même 

milieu. On laisse les cellules durant 2 heures à l’étuve, puis on mesure l’émission de 

fluorescence à λ = 585 nm en excitant pour λ = 570 nm. 

 

  4.2.3. Synthèse des NFs 

 On prépare une solution C d'acide ascorbique (C6H7NaO6, ≥ 98 %, Sigma-Aldrich, St 

Louis, MO) à 100 mM (17,6 mg dans 1 mL d'eau pure) et une solution D de HMBP-S-PEG45-

COOH (synthétisé selon la procédure décrite au chapitre 4 §9.2.4.) à 61 mM (233,5 mg dans 

1,6 mL d'eau pure). 85 µL de solution D sont dilués dans un pilulier pour un volume final de 2,5 

mL en ajustant pH = 4. On y ajoute successivement 63 µL de solution A, 19 µL de solution C et 

30 µL de solution de NPs Au@HMBPène de 10 nm (synthétisé selon la procédure décrite au 

chapitre 2 §6.3.) en agitant manuellement. La solution est laissé à température ambiante « au 

repos » sur plusieurs heures. 
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CONCLUSION GÉNÉRALE ET PERSPECTIVES 

 

 L’état de l'art réalisé au chapitre 1 nous a permis de souligner une stratégie 

communément mise en œuvre pour la synthèse et la fonctionnalisation des NPs. Elle consiste 

dans un premier temps à la formation du corps cristallin de la NP et ensuite au contrôle de la 

composition chimique de surface par une réaction d'échange de ligand.  

 Nous avons présenté dans ce manuscrit les synthèses réalisées dans le but d'obtenir 

des NPs fonctionnalisées à l'aide d'un composé HMBP. Ces synthèses présentent les 

avantages de la synthèse de Turkevich : réalisables en une étape, dans l'eau et ne 

nécessitent pas de réactifs dangereux. Par ailleurs, l'aspect bifonctionnel des HMBP permet 

d'introduire à la surface des NPs un groupement chimique choisi. En effet, la maitrise de la 

synthèse organique des HMBP donne accès à une importante gamme de molécules et 

permet d'envisager une vaste diversité d'habillage. 

 Au chapitre 2 nous avons pu valider le mode de chélation par les groupements 

phosphonates selon les résultats obtenus en spectrométrie IRTF et XPS. Ces résultats valident 

notre stratégie du ligand réducteur bifonctionnel. Partiellement dégradé dans le processus 

d'oxydoréduction, le HMBPène n'ayant pas réagit se greffe sur la surface de la NP d'or et 

garde sa double liaison C=C disponible pour une étape de post-fonctionnalisation. L'étude 

de l'influence du pH sur le diamètre final des NPs présente des similitudes avec les 

observations faites pour la synthèse de Turkevich. Dans ce cas particulier nous avons donc 

montré qu'il est possible de contrôler aisément la taille des NPs, donc leur surface spécifique 

en solution. 

 Les études réalisées au chapitre 3 illustrent l'adaptabilité de la chimie « Click ». 

Réalisée pour la première fois sur un composé de type HMBP, la cycloaddition des composés 

tétrazines est un outil efficace pour la post-fonctionnalisation chimiosélective des NPs 

Au@HMBPène. 

 Par ailleurs nous avons aussi employé la chimie « Click » pour modifier la structure du 

HMBP avant de l'employer pour la synthèse des NPs d'or. C'est l'objet du chapitre 4 dans 

lequel nous avons utilisé des composés de type HMBP-PEG. Nous avons pu constater qu'une 

simple oxydation au niveau d'un atome de souffre (au sein d'un PEG de 45 unités) change 

drastiquement la morphologie des NPs obtenues. Ceci confirme l'importance cruciale de la 

structure du ligand réducteur sur la cinétique et donc le mécanisme de formation des NPs. 

L'optimisation de la réaction nous a permis d'obtenir une dispersion de NPs « pegylées » de 

taille contrôlée, avec une excellente stabilité colloïdale en milieu physiologique, une faible 
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toxicité et la possibilité de post-fonctionnalisation par couplage carbodiimide. Ces propriétés 

permettent d’envisager l’utilisation de cette nanoplateforme d’or pour des applications 

biologiques. 

 Ce qui nous a conduit à étudier le potentiel des NPs Au@HMBP en vue d’applications 

thérapeutiques au chapitre 5. Ces résultats préliminaires ont montré que les méthodes de 

synthèse développées au cours de notre travail peuvent être reproduites avec d'autres 

HMBP, comme l'alendronate, pour ses propriétés anti-tumorales. Par ailleurs, nous avons 

identifié que le HMBP-S-PEG45-COOH peut être un ligand pour la synthèse de NFs à partir de 

germe d’or en suivant un mode opératoire inspiré des synthèses de nanobatônnets ou de 

NSs d'or. 

 Ces diverses études montrent que la chimie du phosphore et la chimie « Click » sont 

des outils puissants pour la synthèse et la fonctionnalisation des NPs d'or. L'importance des 

travaux réalisés dans ces deux domaines laissent entrevoir un vaste domaine de recherche 

pour l'élaboration notamment de nouveaux outils en nanomédecine. 

 Dans le prolongement des résultats obtenus, de nombreuses perspectives peuvent 

être développées sur ce sujet. 

 Nous souhaitons notament étendre le principe de la synthèse de NPs assistée par 

réduction à l'acide ascorbique pour des HMBP-alcyne. Avec une optimisation des conditions 

réactionnelles, cela permettrait de mieux contrôler la taille et la morphologie des NPs. Ces 

composés, une fois adsorbés à la surface des NPs, pourraient offrir des possibilités de 

couplage par réaction du Huisgen sur la triple liaison C≡C. 

 De plus il serait intéressant d'appliquer la réaction de cycloaddition sur les NPs 

Au@HMBPène avec des substrats tétrazine d'intérêt biologique, et quantifier le taux de 

couplage. La toxicité de ces NPs pourrait être étudiée afin de s'assurer de leur viabilité in vivo. 

 Dans la continuité de ce qui a été évoqué au dernier chapitre, il faudrait optimiser les 

paramètres de ratio, de pH ainsi que la méthode de réduction pour la synthèse de NPs 

Au@Alendronate. L'obtention de NPs de diamètre de l'ordre de 10 nm permettrait d'assurer 

une meilleure stabilité colloïdale mais également une surface spécifique plus importante. Ces 

facteurs devraient donc favoriser une amélioration de l'activité anti-tumorale. 

 Par ailleurs, l'ensemble des NPs obtenues avec les composés HMBP doivent être 

étudiées pour des applications en TPT. Et ceci dans le but de déterminer l'influence de 

caractéristiques telles que la taille, la morphologie et la nature chimique de l'habillage sur 

l'efficacité du traitement. 
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 Enfin, nous envisageons de générer d'autres morphologies de NPs par la méthode « 

de croissance sur germes » en employant des germes de différentes tailles et des ligands 

HMBP de différentes structures. 
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ANNEXES 

 

Annexe 1. Théorie de Lamer 

 La Mer et al. ont travaillé sur la synthèse de sulfure colloïdal à partir de la réaction de 

décomposition des ions thiosulfate dans une solution aqueuse d'acide chlorhydrique : 

2HS2O3-  2HSO3- + S2 

 Tel que le décrit sur la figure A.1, ils observent que la concentration en sulfure 

augmente avec l'avancement de la réaction et dépasse la concentration de saturation Cs. 

La nucléation commence à partir d'une concentration Cmin et compense la supersaturation 

afin de rester en deçà de la concentration critique Cmax. La formation rapide des nucléis fait 

ensuite diminuer la concentration du sulfure aqueux. Une fois que celle ci devient inférieure à 

Cmin, le système bascule sur le régime de croissance par diffusion. Les particules grossissent 

ainsi jusqu'à atteindre Cs. 

 

Figure A.1. Évolution de la concentration en sulfure avant et après la nucléation au cours 

du temps 

 

Annexe 2. Diamètre hydrodynamique et potentiel  

 Le potentiel  correspond à la charge que la particule acquiert grâce aux ions qui 

l’entourent quand elle est en solution, soit plus précisément la différence de potentiel entre 
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un plan de la double couche appelé plan de cisaillement et un point de la solution. Pour 

mesurer cette grandeur, on applique un champ électrique E à la solution entre deux 

électrodes. Les particules chargées vont migrer à une vitesse V appelée vitesse 

électrophorétique et donnée par : 

 

avec μ la mobilité électrophorétique. 

 C’est cette dernière grandeur qu’on relie au potentiel  par l’intermédiaire de 

différents modèles, dont l’approximation de Smoluchowski, valable en milieu aqueux : 

 

avec  la constante diélectrique de l'eau. 

 En pratique, il suffit donc de mesurer la vitesse électrophorétique pour accéder au 

potentiel zêta. Cette mesure s’effectue par effet Doppler : on compare la différence de 

fréquence entre le faisceau laser incident et le faisceau laser diffusé à l’aide d’un 

interféromètre. 

 Le diamètre hydrodynamique est par ailleurs une autre caractéristique importante 

des NPs en solution. Cette grandeur est mesurée en spectroscopie par diffusion dynamique 

de la lumière (DLS), aussi appelée spectroscopie par corrélation de photons. Le diamètre 

hydrodynamique est égal à la somme du diamètre de la particule et de l’épaisseur de sa 

double couche de solvatation (Figure A.2). 
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Figure A.2. Diamètre hydronamique 

 

 Dans un échantillon de particules en suspension, celles-ci sont soumises au 

mouvement brownien du fait de l’agitation thermique. Les grosses particules se déplacent 

lentement, tandis que les petites se déplacent rapidement. Si l’on éclaire la solution avec un 

laser, l’intensité diffusée par les grosses particules varie moins vite au cours du temps que pour 

des petites particules. La période de cette variation d’intensité, appelée t, correspond alors 

au temps de relaxation d’une fonction G(t) appelée fonction d’auto-corrélation. Cette 

fonction permet de déduire le coefficient de diffusion translationnel D. Le diamètre 

hydrodynamique dH des NPs est calculé à l'aide de la relation de Stokes-Einstein. 

 

avec k la constante de Boltzmann, T la température absolue et  la viscosité. 

 Le diamètre hydrodynamique est également le diamètre d’une sphère théorique qui 

aurait le même coefficient de diffusion que la particule considérée. Dans nos travaux, nous 

donnons la taille moyenne (Z-average size notée Zav), qui correspond à la taille des particules 

(ou agrégats de particules) qui diffusent avec la plus forte intensité. 

 

Annexe 3. La spectroscopie par photoélectrons X  

 La spectroscopie par photoélectrons X est une technique d'analyse directe de la 

structure chimique et électronique des matériaux. L'échantillon est soumis à un rayonnement 

X, ce qui provoque le décrochage des électrons de la surface (Figure A.3). 
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Figure A.3. Principe de la spectroscopie par photoélectrons X 

 L’application de la loi de conservation de l’énergie permet de relier l’énergie 

cinétique EC du photoélectron k à l’énergie de liaison EL ou potentiel d’ionisation par la 

relation : 

 

avec h la constante de Planck,  la fréquence et  le travail de sortie de l'analyseur. 

 Dans nos travaux nous nous sommes intéressés aux énergies de liaison des pics de 

cœur. Ces grandeurs sont hautement sensibles à l'environnement chimique des atomes, leurs 

degrés d'oxydation ainsi que les transferts électroniques. 
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Annexe 4. Couplage carbodiimide 

 La formation d'une liaison amide est couramment réalisée par des réactions 

d'acylation. Elle consiste en l'addition nucléophile d'un amine primaire ou secondaire sur un 

agent acylant tel qu'un halogénure d'acide, un anhydride d'acide ou dans notre cas d'un 

acide carboxylique. Ce dernier présente l'inconvénient de former prioritairement le sel 

d'ammonium par réaction acido-basique, rendant le couplage impossible puisque cet ion a 

perdu tout caractère nucléophile. Il convient donc d'activer l'acide carboxylique avec un 

carbodiimide (EDC), afin de le rendre plus électrophile. L'intermédiaire peut être stabilisé par 

l'addition d'un N-hydroxysuccinimide (NHS) ou d'un sulfo-NHS ce qui rend le couplage plus 

efficient (Schéma A.1). 

 

Schéma A.1. Synthèse d'un amide assisté par un agent de couplage EDC/NHS 
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Annexe 5. ATG et calculs du taux de couverture des NPs Au@HMBPène de 14 nm 

 

Perte de 

masse Masse Masse molaire 

Quantité de 

matière 

Nombre de 

HMBPène/NPs 

Taux de 

couverture 

 

% mg g/mol mmol    nm
-
²  

HMBPène 2,6 0,23 311 1,08E-03 1999 3,39 

NPs d'or (13,7 

nm)   8,47 15636991 5,42E-07     

 

Annexe 6. Spectre de Masse haute résolution du HMBP-PyTz  
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Annexe 7. Spectre d'absorption UV-Vis du pyTz 
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Annexe 8. Calculs des constantes cinétiques 

 Afin de tenir compte de la dégradation du PyTz dans les conditions réactionnels de 

l'étude cinétique, l'évolution de l'absorbance est mesurée au cours du temps. 

 

Figure A.4. Suivi cinétique de la dégradation dupyTz en solution à pH = 1 

 

 L'absorbance étant proportionnelle à la concentration en pyTz (loi de Beer-Lambert), 

la figure A.4 montre que la vitesse de dégradation est constante et puisque la concentration 
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évolue de façon linéaire. Dans ces conditions la réaction a un ordre global de 0 et s'écrit sous 

la forme 

 

pour une absorptivité molaire de  = 416 L.mol-1.cm-1 on en déduit donc kdeg = (6,4 ± 0,1).10-8 

M-1.s-1 

 

Figure A.5. Détermination graphique des constantes cinétiques apparentes pour différentes 

concentrations en HMBPène (A) et de la constante cinétique globale de la réaction (B) 

 

 La cycloaddition du pyTz sur les alcènes est décrite par Knall et al. comme étant une 

réaction d'ordre global 2 et d'ordre partiel 1 pour chacun des réactifs.173 L'expression de la 

vitesse de réaction r est donc dans notre cas : 

 

avec k la constante cinétique. 

 Lorsque [HMBPène] >> [pyTz] alors [HMBPène] est considéré comme constante. 

L'expression de la vitesse devient alors : 

 

avec Kapp = k[HMBPène] la constante cinétique apparente. 

 Donc pour un avancement x : 
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 En intégrant sur le temps on obtient : 

 

 L'expérience permet donc de déterminer une constante apparente pour chaque 

concentration en HMBPène fixée (Figure A.5). Le ratio [PyTz]0/[PyTz]est quantifié par la mesure 

de l'absorbance au cours du temps en tenant compte de l'autodégradation du PyTz. 

 Par définition, Kapp est linéaire en fonction de [HMBPène] et nous permet de 

déterminer la constante cinétique k = 0,0243 ± 0,0038 mol.L-1.s-1 (Figure A.5). 
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Annexe 9. Dégradation partielle du HMBP-S-COOH avec l'excès d'oxydant 

 

 

Annexe 10. Masse du HMBP-SO2-COOH 
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Annexe 11. Absence de signal en RMN 31P pour les NPs Au@PEG 

 

 

 

Annexe 12. Étalonnage en fluorescence de la rhodamine 123 
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Annexe 13. Étalonnage en fluorescence de la rhodamine 123 en présence de 

mercaptopropionate 
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Annexe 14. Test au bleu d'Alamar 

 Le test au bleu d'Alamar est une évaluation de la viabilité cellulaire par fluorimétrie. La 

résazurine, une fois injectée dans le milieu cellulaire est métabolisée par les cellules en un 

composé fluorescent : la résofurine (Figure A.6). Le signal en fluorescence mesuré est donc 

proportionnel au nombre de cellules actives. 

 

Figure A.6. Principe du test au bleu d'alamar 
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Annexe 15. ATG et calculs du taux de couverture des NPs Au@HMBPène de 14 nm 

 

Perte de 

masse Masse 

Masse 

molaire 

Quantité de 

matière 

Nombre d’ 

alendronate/NPs 

Taux de 

couverture 

 

% mg g/mol mmol     

Alendronate 10,1 0,37 315 1,64E-03 214240 40,18 

NPs d'or (41,2 

nm)   3,26 425288014 7,67E-09     

 

Annexe 16. Calculs du diamètre théorique des NFs 

Modèle 1 : Considérons la NF comme une sphère. 

Son diamètre s'exprime alors  

 

Une maille cristalline contenant quatre atome d'or, on peut exprimer V 

 

avec Vmaille le volume de la maille et n(Au)NP le nombre d'atome d'or par NF 

on définit n(Au)NP tel que  

 

avec [Au] la concentration en or dans le milieu et [NPs] la concentration en germes. 

On en déduit 
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Modèle 2 :Considérons la NF comme un ensemble compact de sphères de rayons rs et 

occupant un volume cubique Vcube. 

Le volume V' de la NF s'exprime alors 

 

avec Nsphere le nombre de sphère par NF, soit 

 

n(Au)s étant le nombre d'atome d'or par sphère. 

De même qu'établit précédemment, 

 

avec Vs le volume cristallin de la sphère. 

On en déduit 

 

Le diamètre D' de cette structure est donc 
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Annexe 17. Spectres RMN 

Annexe 17.1. Spectre RMN 1H (D2O) du HMBPyne (C=5) 

 

Annexe 17.2. Spectre RMN 31P (D2O) du HMBPyne (C=5) 
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Annexe 17.3. Spectre RMN 13C (D2O) du HMBPyne (C=5) 

 

Annexe 17.4. Spectre RMN 1H (CDCl3) du N-(3-azidopropyl)pent-4-ènamide 
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Annexe 17.5. Spectre RMN 13C (CDCl3) du N-(3-azidopropyl)pent-4-ènamide 

 

Annexe 17.6. Spectre RMN 2D 1H-1H (D2O) du HMBP-pyTz 
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Annexe 17.7. Spectre RMN 2D 1H-1H (D2O) du HMBP-PyTz : zone des protons aromatiques 

 

Annexe 17.8. Spectre RMN 1H (D2O) du BP-S-COOH  
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Annexe 17.9. Spectre RMN 31P{1H} (D2O) du BP-S-COOH 

 

Annexe 17.10. Spectre RMN 13C (D2O) du BP-S-COOH 
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Annexe 17.11. Spectre RMN 1H (D2O) du HMBP-S-PEG45-COOH 

 

Annexe 17.12. Spectre RMN 31P{1H} (D2O) du HMBP-S-PEG45-COOH 
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Annexe 17.13. Spectre RMN 13C (D2O) du HMBP-S-PEG45-COOH 

 

Annexe 17.14. Spectre RMN 1H (D2O) du HMBP-SO2-PEG45-COOH 
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Annexe 17.15. Spectre RMN 31P{1H} (D2O) du HMBP-SO2-PEG45-COOH 

 

Annexe 17.16. Spectre RMN 13C (D2O) du HMBP-SO2-PEG45-COOH 
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Annexe 17.17. Spectre RMN 1H (D2O) du HMBP-S-PEG4-COOH 

 

Annexe 17.18. Spectre RMN 31P{1H} (D2O) du HMBP-S-PEG4-COOH 
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Annexe 17.19. Spectre RMN 13C (D2O) du HMBP-S-PEG4-COOH 

 

Annexe 17.20. Spectre RMN 1H (D2O) du HMBP-SO2-PEG42-OMe 
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Annexe 17.21. Spectre RMN 31P (D2O) du HMBP-SO2-PEG42-OMe 

 

Annexe 17.22. Spectre RMN 13C (D2O) du HMBP-SO2-PEG42-OMe 
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SYNTHÈSE ET FONCTIONNALISATION DE NANOPARTICULES D'OR À L'AIDE DE MOLÉCULES PHOSPHORÉES 

 

 La synthèse de nanoparticules (NPs) d’or fonctionnalisées en phase aqueuse est encore 

aujourd’hui un enjeu majeur de la recherche dans le domaine des nanomatériaux. Depuis les travaux 

de J. Turkevich de 1951, la synthèse utilisant le citrate comme ligand et agent réducteur est la méthode 

de choix pour obtenir des NPs d'or. Cependant cette synthèse nécessite une étape supplémentaire de 

modification de surface par échange de ligand, pour pouvoir accrocher des molécules d’intérêt. Afin 

de simplifier la procédure, notre projet propose de synthétiser en une seule étape des NPs qui 

possèdent un groupement permettant une post-fonctionnalisation. La nouvelle voie de synthèse fait 

intervenir des composés bifonctionnels de la famille des 1-hydroxy-1,1-méthylène bisphosphonates 

(HMBP). Ainsi la base conjuguée de l'acide (1-hydroxy-1-phosphonopent-4-ènyl)phosphonique 

(HMBPène), qui possède une fonction éthylénique terminale nous a permis d'obtenir des dispersions de 

nanosphères de tailles contrôlées et nous avons pu rationaliser le mécanisme de synthèse utilisant ce 

type de molécules. Nous avons ensuite évalué plusieurs modalités de post-fonctionnalisation de notre 

nanoplateforme et validé une approche par chimie « Click » la via cycloaddition de composés 

tétrazine. En utilisant une nouvelle classe de HMBP couplés à une chaine polyéthylène glycol, des NPs 

stables en milieu physiologique ont pu être synthétisées selon le même modèle. Elles offrent également 

des possibilités de post-fonctionnalisation par couplage carbodiimide, que nous avons illustré par le 

couplage d'un fluorophore. Nous développons en dernière partie les résultats préliminaires sur deux 

types NPs d'or synthétisées à l'aide des HMBP pour des applications thérapeutiques. 

 

SYNTHESIS AND FUNCTIONALIZATION OF GOLD NANOPARTICLES WITH PHOSPHORUS COMPOUNDS 

 

 In the ever growing fields of nanoscience the control of the synthesis of gold nanoparticles 

(GNPs) owing to their large variety of applications has emerged as an important domain. Among all 

methodologies Turkevich-Frens synthesis using citrates that act as ligand and reducing agent remains a 

method of choice for the obtaining of water soluble GNPs. Nevertheless, in post-synthesis, citrates are 

often exchanged with other ligands to enhanced stabilization and allow further functionalisation. In our 

work we present a new class of bi-functional molecules (1-hydroxy-1,1-methylene bisphosphonates 

HMBP) that can both reduce Au(III) and act as an efficient stabilizer of the formed GNPs in water. The 

first size controlled GNPs “one pot” synthesis was achieved by using an alkene conjugated HMBP, the (1-

hydroxy-1-phosphonopent-4-enyl)phosphonic acid (HMBPene). We moreover, rationalized the 

mechanism of the GNPs synthesis using this type of molecule. We then, evaluated several 

methodologies for the post-functionalization of our nanoplateform and developed a « Click » chemistry 

approach to nanoparticle coating by tetrazine cycloaddition. Other nanoplatforms were synthesized 

using pegylated hydroxyl methylene bisphosphonates. This new class of bisphosphonate coated GNPs 

showed an improved stability in biological media and brought reactive groups available for post-

functionalization as well, illustrated by the coupling of a fluorescent dye. The last part of this was 

dedicated to our latest results on GNPs synthesis for biomedical applications with HMBP compounds. 
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