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De tout temps, les nanoparticules ont été présentes dans notre environnement. Les 

activités terrigènes, les activités volcaniques, les feux de forêt, etc. ont en effet largement 

contribué à l’enrichissement de notre atmosphère en nanoparticules de tout genre. 

L’avènement de la civilisation moderne et la quête perpétuelle de l’Homme à développer de 

nouvelles technologies en dépit des conséquences que cela pourrait entraîner sur notre 

environnement et notre santé a conduit à la production d’une énorme quantité de 

nanoparticules dans notre atmosphère. La révolution industrielle du 18ème siècle a d’ailleurs 

marqué un tournant dans ce sens. Dès lors, les nanoparticules sont devenues omniprésentes 

dans notre vie quotidienne et des chercheurs se sont petit à petit penchés sur leur étude dans 

le but de pouvoir les utiliser à des fins pratiques. Ainsi, de plus en plus de nanoparticules ont 

été développées pour des applications toujours plus variées (produits de soins et d’hygiène, 

textile, équipements sportifs, produits ménagers et de jardinage, équipements automobiles, 

peintures, alimentation…). Le formidable potentiel des nanoparticules dans les technologies 

de pointe laisse entrevoir de nombreuses nouvelles perspectives, notamment en 

biomédecine. Initialement considérées comme un matériau miracle, les nanoparticules 

posent néanmoins des questions d’ordre sanitaire et de santé publique et il est nécessaire de 

connaître les risques d’exposition et les dangers potentiels qu’elles peuvent faire peser sur 

notre santé. Il est également nécessaire de produire des nanoparticules “safe-by-design”, afin 

de tirer le meilleur parti de leur potentiel sans risquer de déclencher un scandale sanitaire à 

retardement, comme cela a pu être le cas, par exemple, avec l’amiante. 

Dans ce contexte, les travaux décrits dans ce manuscrit s’articulent autour de deux 

thématiques distinctes. La première concerne la toxicité des nanoparticules et est en lien avec 

des questions de société très actuelles. Une partie de mon travail a ainsi été centrée sur la 

mise au point d’outils pour étudier la toxicité intrinsèque des nanoparticules. Pour cela, nous 

avons développé un système d’étude modèle fondé sur une famille de nanoparticules 

particulières, les carbon dots. La seconde thématique abordée concerne la délivrance de 

principes actifs aux moyens de vecteurs nanoparticulaires, également construits à partir de 

carbon dots, et le développement d’outils théranostiques, c’est-à-dire permettant, à la fois, la 

délivrance d’un principe actif thérapeutique et son suivi par imagerie.  

Le manuscrit est organisé en cinq chapitres : 

- Le premier chapitre est consacré à la description générale des nanoparticules. Les différentes 

terminologies employées dans le monde nano sont introduites, suivies d’une brève 
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description des nanoparticules environnementales, puis des nanoparticules manufacturées, 

en mettant l’accent sur l’utilisation de ces dernières comme outils thérapeutiques, avant de 

finir sur les aspects toxicologiques liés aux nanoparticules. 

- Le deuxième chapitre présente une famille particulière de nanoparticules, les carbon dots, 

de manière plus détaillée. Leurs propriétés physico-chimiques, les différentes méthodes de 

production et leurs applications sont passées en revue et discutées. 

- Le troisième chapitre décrit les travaux réalisés dans le cadre de cette thèse pour développer 

des outils permettant d’aborder l’étude de la toxicité des nanoparticules. Ces travaux sont 

essentiellement centrés sur la préparation d’une large série de carbon dots permettant un 

échantillonnage représentatif des propriétés que peuvent présenter les nanoparticules.  

- Le quatrième chapitre est dédié à la conception de vecteurs de transfert de gènes à partir 

des résultats présentés dans le chapitre précédent. Nous présentons les efforts que nous 

avons développé pour optimiser les propriétés de carbon dots destinés à complexer et 

délivrer de l’acide nucléique dans les cellules. 

- Le dernier chapitre, enfin, décrit les différentes stratégies que nous avons mises en œuvre 

pour développer des agents théranostiques à base de carbon dots et pour des applications 

dans le domaine du cancer. 

À la fin du manuscrit, le lecteur trouvera une partie décrivant les différentes approches 

expérimentales utilisées ainsi que toutes les sources bibliographiques mentionnées dans le 

texte. 
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Depuis une trentaine d’années, les nanomatériaux connaissent un essor considérable 

et sont à l’origine de l’explosion des nanotechnologies. En effet, la taille nanométrique des 

objets et leur morphologie confèrent à ces derniers des propriétés inhabituelles et 

particulièrement intéressantes. Les applications, de plus en plus nombreuses chaque jour, 

devraient permettre aux nanomatériaux de jouer un rôle très important dans l’économie du 

XXIème siècle. Ils sont déjà présents dans des secteurs industriels variés tels que l’électronique, 

le bâtiment, l’énergie, l’environnement, le sport, l’automobile, etc. et entrent dans la 

composition de nombreux produits utilisés dans la vie courante comme, par exemple, 

l’alimentation, les crèmes solaires, les cosmétiques ou encore les textiles. Cependant, l’impact 

des nanomatériaux sur la santé et l’environnement reste encore largement méconnu et c’est 

dans ce contexte que de nombreuses études liées à l’évaluation des risques sont aujourd’hui 

réalisées.1 Néanmoins, la richesse qu’offre l’exploitation des nanotechnologies et 

l’engouement des scientifiques pour en développer de nouvelles applications laissent 

entrevoir une amélioration considérable de nos conditions de vie, notamment dans le 

domaine de la santé, tant au niveau thérapeutique que du diagnostic. 

1.1. Quelques définitions génériques 

Le terme de nanosciences se réfère à toutes les connaissances (théories, modèles, 

savoir-faire) mobilisées pour comprendre les phénomènes et propriétés nouvelles 

apparaissant à l’échelle nanométrique, c’est-à-dire impliquant des objets dont au moins une 

dimension est à l’échelle nanométrique (< 100 nm). 

Les nanotechnologies regroupent toutes les techniques de fabrication, les instruments 

et les applications des nanosciences mises en œuvre pour la fabrication de produits dérivés 

comme, par exemple, les téléphones portables, les ordinateurs, les cellules photovoltaïques 

ou encore les nouveaux médicaments. 

Un nanomatériau est défini, selon les recommandations de la Commission Européenne 

(2011/696/UE), comme étant un matériau naturel, formé accidentellement ou manufacturé, 

contenant des particules libres, sous forme d’agrégats ou d’agglomérats, dont au moins 50 %, 

dans la répartition numérique par taille, présentent une ou plusieurs dimensions comprise(s) 

entre 1 et 100 nm.2 
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Un nano-objet est un objet dont une dimension au moins est comprise entre 1 et 

100 nm. On distingue ainsi : 

• Les nano-objets à une dimension : films ou couches minces (argile, graphène…) ; 

• Les nano-objets à deux dimensions : nanofilaments, nanotubes (carbone, 

silicium, oxyde de zinc…) ; 

• Les nano-objets à trois dimensions : nanoparticules sphériques ou autres formes 

3D (fullerènes, nanodiamants…). 

En fonction de leurs propriétés de surface, les nano-objets ont tendance à se regrouper 

pour former des ensembles de tailles plus importantes appelés agrégats et agglomérats : 

• Un agrégat est un ensemble de particules fortement liées ou fusionnées ; 

• Un agglomérat est un amas de particules qui adhèrent ensemble du fait de 

liaisons physiques faibles. Dans ce cas, la surface externe globale correspond à la 

somme des surfaces de ses constituants individuels. 

Enfin, une nanoparticule est définie par la norme ISO TS/27687 comme étant un nano-

objet dont les trois dimensions sont à l’échelle nanométrique, c’est-à-dire comprises entre 1 

et 100 nm.3 

Du fait de leur très petite taille, les nanoparticules possèdent une grande surface 

spécifique, ce qui leur permet notamment de pouvoir interagir efficacement avec des 

molécules chimiques et des biomolécules. En effet, comme le montre la figure 1, les 

nanoparticules possèdent des dimensions similaires à celles des biomolécules (protéines, 

ADN…), et leurs propriétés géométriques et physico-chimiques particulières leur permettent 

de franchir les différentes barrières biologiques.4,5 Ainsi, les nanoparticules peuvent être de 

potentiels vecteurs de principes actifs (vecteurs intentionnels mais aussi accidentels) et 

l’étude de leur toxicité et de leur impact sur la santé constitue un enjeu majeur. 

 
Figure 1. Comparaison de la taille des nanoparticules avec celles des principales structures chimiques 
et biologiques. 

1	Å 1	nm 10	nm 100	nm 1	!m 10	!m 100	!m

nanoparticules
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1.2. Les nanoparticules environnementales 

Les nanoparticules existent depuis toujours dans l’environnement. D’origine naturelle 

ou anthropique, elles constituent une grande partie de l’aérosol atmosphérique.  

Les nanoparticules naturelles regroupent principalement toutes les particules issues des 

activités terrigènes (érosion), des activités volcaniques, des feux de forêt, des activités marines 

(aérosol de sel), etc. Les nanoparticules anthropiques (appelées usuellement particules 

ultrafines), en revanche, sont le résultat des activités industrielles humaines (combustion, 

génération d’aérosols). Elles sont issues plus particulièrement des secteurs de l’automobile (gaz 

d’échappement), de l’agriculture et de l’activité domestique qui prend une part de plus en plus 

importante dans la génération de nanoparticules dans l’atmosphère (chauffage au bois et aux 

combustibles fossiles, consommation de tabac, utilisation de cuisinières à gaz, etc.).  

Ainsi, la concentration en particules fines dans l’air varie grandement en fonction de la 

région du globe (Asie du Sud-Est, Amérique du Nord, Europe, Afrique) et du niveau de vie des 

populations. Selon un rapport de la Banque Mondiale, la pollution environnementale de l’air 

est aujourd’hui responsable d’un décès sur dix dans le monde, et constitue ainsi le quatrième 

facteur de mortalité.6 Elle est associée à certaines maladies cardiovasculaires, respiratoires, 

neurologiques mais aussi à plusieurs types de cancers. Étant donné que la plupart des sources 

de pollution de l’air échappent totalement au contrôle des individus, il devient de plus en plus 

nécessaire et urgent que les dirigeants des pays et des grandes métropoles prennent des 

mesures afin de réduire au maximum ces émissions. Cependant, des enjeux économiques et 

géopolitiques, souvent considérables, tendent à freiner ces actions. 

1.3. Les nanoparticules manufacturées 

Contrairement aux nanoparticules environnementales, les nanoparticules 

manufacturées sont conçues de manière intentionnelle par l’Homme dans le but de modifier les 

propriétés intrinsèques d’un matériau (résistance mécanique, thermique, conductivité 

électrique, propriétés de surface…) ou de remplir une fonction particulière (catalyse chimique, 

stockage de l’énergie, vectorisation de médicaments, bio-imagerie…). Le passage de la matière 

à l’échelle nanométrique fait apparaître des propriétés inattendues et souvent totalement 

différentes de celles des mêmes matériaux à l’échelle macro- ou microscopique. Ainsi, le 
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carbone contenu dans une mine de crayon se casse facilement, tandis que sous forme de 

nanotubes, il est plus résistant que l’acier. L’Homme s’est également inspiré de la faune et de la 

flore afin de recréer leurs propriétés exceptionnelles à des fins pratiques. Ainsi, l’effet Lotus 

inspiré de la plante portant le même nom, confère à une surface des propriétés autonettoyantes 

et de super-hydrophobie.7 En effet, le recouvrement d’un matériau par des nano-textures 

hydrophobes (cires) permet une non-adhésion des gouttelettes d’eau à la surface. Ces dernières 

gardent alors leurs formes sphériques et roulent en emportant les poussières et saletés. À 

l’inverse, le fort pouvoir d’adhésion d’un lézard appelé gecko a été étudié afin de permettre à 

des matériaux de s’accrocher sur tout type de surface (lisse, humide ou sèche).8 Cette incroyable 

propriété du gecko provient de l’anatomie extraordinaire de ses pattes. En effet, ces dernières 

s’organisent en fines lamelles microscopiques, recouvertes de diverses protéines, et capables 

d’interagir avec n’importe quel type de surface par l’intermédiaire de forces de van der Waals. 

De faible intensité et de courte portée, elles permettent cependant la production d’une force 

d’attraction importante lorsqu’elles sont concentrées sur une surface réduite. De nombreuses 

recherches ont ainsi été menées sur des polymères et des nanotubes de carbone dans le but de 

recréer ce type d’adhésion, notamment pour des applications dans le domaine militaire, dans 

l’aéronautique ou encore la robotique.  

Il existe donc une très grande variété de nanoparticules manufacturées qui, selon leur 

nature et leur composition chimique, présentent des propriétés intrinsèques offrant de 

nouvelles perspectives dans des applications toujours plus nombreuses. Les nanoparticules 

manufacturées peuvent être classées en trois catégories : les nanoparticules inorganiques, les 

nanoparticules organiques et les nanoparticules carbonées. 

1.3.1. Les nanoparticules inorganiques 

Les nanoparticules inorganiques sont les plus largement étudiées depuis le début du 

développement des nanosciences et il en existe de très nombreuses. Nous ne présenterons 

ici que les plus courantes. 

1.3.1.1. Les nanoparticules métalliques 

Une grande partie des métaux possèdent des propriétés spécifiques à l’échelle 

nanométrique.9,10  



  Chapitre 1. Les nanoparticules 

 – 11 – 

L’or, par exemple, est jaune et totalement inerte à l’échelle micrométrique. Il est 

caractérisé par sa forte résistance à l’oxydation, ce qui en fait un métal qui ne se dégrade pas 

avec le temps. À l’échelle nanométrique, il possède des propriétés optiques particulièrement 

intéressantes. En effet, les nanoparticules d’or changent de couleur en fonction de leur taille 

et de leur forme.11 Elles sont également de très bons catalyseurs de réactions chimiques12–14 

et présentent une chimie de surface particulièrement bien adaptée à l’attachement de 

molécules soufrées. Les propriétés optiques de l’or et sa forte biocompatibilité permettent 

également aux nanoparticules qui en sont faites de trouver de nombreuses applications dans 

le domaine de la santé, par exemple en tant que détecteur de cellules cancéreuses ou en tant 

que vecteur d’agents thérapeutiques.15,16 

L’argent présente également des propriétés particulières à l’échelle nanométrique. Les 

nanoparticules d’argent sont principalement utilisées dans l’industrie alimentaire, dans les 

textiles ou les cosmétiques, notamment pour leur activité anti-bactérienne17,18 et anti-

fongique.19,20 Elles interviennent également dans le traitement des eaux, dans la catalyse de 

réactions chimiques et en médecine.21–23 

Le fer est également très utilisé en médecine, plus particulièrement sous forme de 

nanoparticules d’oxydes de fer (Fe3O4, Fe2O3).24 Leurs propriétés magnétiques très 

intéressantes en font, d’une part, de très bons agents de contraste pour l’imagerie médicale25 

(IRM) et, d’autre part, d’excellents actifs thérapeutiques (hyperthermie magnétique).26,27 

Les nanoparticules de silice (SiO2), et les nanoparticules de titane que nous verrons 

plus loin, représentent parmi les plus gros tonnages de nanoparticules produites à l’échelle 

industrielle. Les nanoparticules de silice sont présentes dans une large gamme de produits et 

d’applications, notamment dans les peintures, les cosmétiques, l’alimentaire, ainsi qu’en 

biomédecine, dans le domaine de la bio-imagerie et de la thérapeutique notamment.28–30 En 

effet, ces nanoparticules peuvent présenter différentes formes structurales (silice cristalline, 

amorphe ou mésoporeuse) et les conditions de synthèse utilisées à l’heure actuelle 

permettent un contrôle efficace de leur taille, de leur forme, de leur porosité ainsi que de leur 

chimie de surface, offrant la possibilité à ces nanoparticules d’interagir, de manière covalente 

ou non, avec de nombreuses biomolécules et/ou actifs thérapeutiques. D’autre part, leur 

bonne stabilité chimique ainsi que leur forte biocompatibilité intrinsèque en font un matériau 

de choix en tant que nano-vecteurs de molécules anticancéreuses ou d’acides nucléiques 
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thérapeutiques, mais également dans le diagnostic médical avec la possibilité d’incorporer, au 

sein de ces nanostructures, des sondes fluorescentes ou des agents de contraste variés. 

Enfin, le dioxyde de titane (TiO2), à l’échelle nanométrique, est présent dans de très 

nombreux produits de consommation courante du fait de ses propriétés d’absorption des 

rayons UV et de son caractère de colorant blanc. Ainsi, on le trouve dans les cosmétiques 

(crèmes solaires, dentifrices), en tant qu’additif alimentaire (colorant E171), dans les 

peintures ou encore dans les textiles. Les nanoparticules de dioxyde de titane sont également 

très utilisées en tant que catalyseur de réactions photochimiques ou dans la fabrication de 

cellules photovoltaïques en raison, notamment, du caractère semi-conducteur de cet oxyde 

métallique. Par ailleurs, de très nombreuses études ont vanté les qualités de ce matériau dans 

des applications en médecine.31 En effet, sa forte biocompatibilité et son inertie chimique lui 

ont valu d’intervenir dans la conception de nouveaux biomatériaux (trachées artificielles, 

implants osseux…) et ainsi d’améliorer notre qualité de vie. Cependant, de plus en plus 

d’études toxicologiques chez l’animal et sur cultures cellulaires ont démontré des effets 

secondaires indésirables suite à une exposition prolongée à des nanoparticules de TiO2.32,33 

D’autres nanoparticules métalliques sont développées, bien qu’à moindre échelle, 

comme les nanoparticules de zinc, de manganèse, de cuivre, de cobalt, etc. Elles ne seront pas 

présentées ici. 

1.3.1.2. Les quantum dots 

Les quantum dots sont des particules cristallines de semi-conducteur ou de métal 

(provenant généralement des groupes II-VI et III-V du tableau périodique), de forme sphérique 

et de dimension nanométrique (1-10 nm), possédant des propriétés structurales, 

électroniques et optiques exceptionnelles et étroitement dépendantes de leur important 

rapport surface sur volume et du phénomène dit de « confinement quantique ». La figure 2 

montre une représentation simplifiée de la structure d’un quantum dot avec un cœur 

inorganique en matériau semi-conducteur (CdSe/ZnS) recouvert de molécules organiques (tri-

n-octylphosphine) assurant la stabilité colloïdale de la particule et empêchant les phénomènes 

d’agrégation. Par ailleurs, le cœur peut être recouvert par une ou plusieurs couches d’autres 

matériaux semi-conducteurs le protégeant et lui permettant de conserver ses propriétés 

photo-physiques. 
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Figure 2. Représentation schématique d’un quantum dot à base de CdSe/ZnS recouvert par de la tri-n-
octylphosphine. 

 

Les quantum dots sont des semi-conducteurs ce qui signifie qu’ils présentent des 

caractéristiques électriques et électroniques particulières, à mi-chemin entre un isolant et un 

métal conducteur. Le comportement électrique d’un solide est décrit par la théorie des 

bandes (figure 3). Selon cette théorie, un électron ne peut être présent que dans certains 

intervalles d’énergie, appelées « bandes permises », lesquelles sont séparées par des 

« bandes interdites ». La dernière bande riche en électrons, appelée bande de valence, et la 

bande d’énergie permise suivante, appelée bande de conduction, jouent un rôle 

prépondérant dans la circulation des électrons dans le solide. Pour les matériaux isolants, la 

barrière énergétique séparant la bande de valence de la bande de conduction est trop élevée 

(9 eV) pour que des électrons puissent passer de l’une à l’autre. En revanche, dans le cas des 

semi-conducteurs, ce gap énergétique est beaucoup plus faible (1-3 eV). Il devient alors possible 

de transférer un électron de la bande de valence vers la bande de conduction en fournissant 

de l’énergie sous forme de chaleur ou de lumière. Enfin, dans le cas des conducteurs, la bande 

de valence et la bande de conduction se chevauchent permettant la libre circulation des 

électrons dans tout le solide. 

 
 
Figure 3. Représentation schématique illustrant la théorie des bandes pour des matériaux isolants, 
semi-conducteurs et conducteurs. 
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Les propriétés optiques des quantum dots sont étroitement liées à leur structure 

électronique. En effet, par excitation lumineuse, l’absorption d’un photon d’une énergie 

supérieure au gap énergétique séparant la bande de valence de la bande de conduction 

permet le transfert d’un électron d’une bande à une autre. Il en résulte la création d’un 

exciton, c’est-à-dire une paire électron-trou. L’électron étant dans un état excité (bande de 

conduction) peut retourner à son état fondamental (bande de valence) en émettant un 

photon générant ainsi de la fluorescence (recombinaison radiative des excitons). L’éventuel 

excès d’énergie du photon d’excitation (dissipation sous forme de chaleur), des défauts dans 

la structure du cristal ou des impuretés vont en revanche permettre une recombinaison non-

radiative des excitons diminuant ainsi le rendement quantique de fluorescence (nombre de 

photons émis vs. nombre de photons absorbés). Pour des nanocristaux dont le diamètre est 

inférieur au rayon de Bohr (quelques nanomètres), les niveaux énergétiques sont quantifiés 

et directement liés à la taille de la particule et à sa composition.34 On a alors ce que l’on appelle 

un « effet de confinement quantique ».  

Du fait de leurs propriétés optoélectroniques étonnantes, de leur stabilité chimique, 

de leur résistance au photoblanchiment (intensité de fluorescence constante au cours du 

temps) et de leurs longs temps de demi-vie de fluorescence (plusieurs centaines de 

nanosecondes à quelques microsecondes), les quantum dots peuvent être utilisés dans de 

nombreuses applications en biologie et notamment en tant que marqueurs fluorescents.35,36 

Ils peuvent ainsi être d’excellents substituts aux fluorophores organiques traditionnels que 

sont les fluorescéines, les rhodamines ou encore les cyanines. Cependant, leur toxicité 

apparente due à la libération d’ions métalliques reste un problème majeur à leur utilisation 

en imagerie biomédicale.37 Les quantum dots sont néanmoins utilisés dans de nombreuses 

autres applications comme, par exemple, dans la réalisation d’écrans plats (LED), de dispositifs 

d’éclairage, de panneaux photovoltaïques, de batteries ou encore de lasers.38 

1.3.2. Les réseaux métallo-organiques (MOFs) 

Les réseaux métallo-organiques, ou Metal-Organic Frameworks (MOFs), sont issus de la 

réaction entre des espèces inorganiques (ions ou clusters métalliques) jouant le rôle de nœud, 

et des espèces organiques jouant le rôle de lien, pour former des réseaux bi- et tridimensionnels 

poreux et cristallins. En fonction des espèces mises en jeu et du fort caractère modulaire des 
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MOFs, une très grande variété de structures à l’échelle nanométrique peut être obtenue avec 

des tailles de pores (5-30 Å) et des surfaces spécifiques (plusieurs milliers de m2/g) leur 

permettant d’avoir de nombreuses applications dans le stockage de gaz et dans la catalyse 

chimique.39–41 Récemment, des MOFs ont été utilisés dans la détection d’ADN, d’ARN, d’activité 

enzymatique et de petites biomolécules (acides aminés, neurotransmetteurs, etc.).42 Leur forte 

biocompatibilité et leur toxicité réduite en ont même fait des structures capables d’encapsuler 

et de délivrer de nombreux agents thérapeutiques au sein de cellules cancéreuses, et 

l’incorporation d’agents de contraste permet de les suivre par imagerie.43 

1.3.3. Les nanoparticules organiques 

À côté des nanoparticules inorganiques et des réseaux métallo-organiques, de 

nombreuses nanoparticules organiques ont été décrites parmi lesquelles nous retrouvons les 

nanoparticules à base de polymères et de dendrimères, mais également celles issues de 

l’auto-organisation d’espèces moléculaires (liposomes, micelles). 

1.3.3.1. Les nanoparticules polymériques 

Au cours des dernières décennies, les nanoparticules polymériques ont attiré 

l’attention de nombreux groupes de chercheurs en raison de leur facilité de synthèse et de 

leur très grande diversité de composition, d’architecture et de réactivité leur permettant des 

applications dans des domaines variés. D’abord utilisées comme composants principaux des 

peintures, vernis et autres produits adhésifs, elles trouvent maintenant des applications en 

électronique et en mécanique,44 dans l’environnement45 et dans le domaine biomédical.46 

Les nanoparticules formées à partir de polymères conducteurs à longues chaînes 

p-conjuguées, tels que le polypyrrole, la polyaniline, le polyacétylène ou le polythiophène, 

possèdent des propriétés optiques et électroniques spécifiques leur permettant de trouver de 

nombreuses applications dans la catalyse de réactions chimiques, le stockage (batteries 

rechargeables) et la conversion de l’énergie (cellules photovoltaïques).44,45,47 

D’autres, formées à partir de polymères biodégradables, biocompatibles et faiblement 

toxiques ont un intérêt certain pour des applications dans le domaine biomédical, notamment 

pour la délivrance d’actifs thérapeutiques.48 Ces nanoparticules peuvent être formées à partir 

de polymères naturels (polysaccharides, polypeptides) ou synthétiques (polyesters ou 
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polyamides tels que le PLA : poly(acide lactique), le PGA : poly(acide glycolique), le PACA : 

poly(alkylcyanoacrylate), le PLGA : poly(lactide-co-glycolide), etc.). 

Selon la nature et la structure des polymères ainsi que leur mode de formulation, 

différentes morphologies de nanoparticules peuvent être obtenues : des nanogels (formés 

d’un réseau de polymères réticulés), des nanosphères (composées d’un cœur matriciel de 

polymère), des nanocapsules (composées d’une coque polymère rigide et renfermant un 

cœur huileux ou aqueux), des micelles polymériques (qui sont des agrégats de copolymères 

amphiphiles possédant un bloc hydrophobe et un bloc hydrophile) et des polymersomes (des 

vésicules de copolymères à bloc). 

1.3.3.2. Les dendrimères 

Les dendrimères constituent une classe spécifique de structures polymériques avec 

des dimensions nanométriques. Ces macromolécules sont formées à partir de monomères qui 

s’associent les uns avec les autres, par paliers successifs et selon un processus arborescent, 

autour d’un cœur central polyfonctionnel (figure 4). Ils peuvent être préparés par deux 

méthodes : l’une utilisant une approche divergente qui assemble la molécule du noyau jusqu’à 

la périphérie ; et l’autre utilisant une approche convergente qui assemble la molécule de 

l’extérieur vers le noyau. Les dendrimères sont particulièrement intéressants dans le sens où 

leurs propriétés physico-chimiques (taille, charge, structure, solubilité) peuvent être 

contrôlées efficacement en fonction des réactifs mis en jeu et de leur degré de ramification 

afin d’obtenir des entités monodisperses de structure bien définie. Leurs applications 

s’étendent à des domaines très variés tels que la catalyse de réactions chimiques, 

l’optoélectronique et la nanomédecine.49 
 

 

Figure 4. Représentation schématique d’un dendrimère. 

cœur

points de 
branchements

groupements terminaux

Points de 
branchements

Cœur

Groupements terminaux



  Chapitre 1. Les nanoparticules 

 – 17 – 

1.3.3.3. Les nanoparticules auto-organisées 

De manière générale, les composés amphiphiles (contenant une partie hydrophile et 

une partie hydrophobe) présentent tous des propriétés d’auto-assemblage. La forme et les 

propriétés des édifices supramoléculaires qui résultent de l’association de ces molécules entre 

elles dépendent de la géométrie de ces dernières. Ainsi, les tensioactifs dont la surface 

spécifique de la partie hydrophile et de la partie hydrophobe est équivalente formeront 

préférentiellement des vésicules de type liposomes (que nous verrons plus loin) ou 

polymersomes, selon que ce sont des lipides ou des polymères, respectivement ; tandis que 

les tensioactifs dont la surface spécifique de la partie hydrophile est très différente de celle 

de la partie hydrophobe auront plutôt tendance à former des micelles. Par ailleurs, tout 

composé amphiphile est caractérisé par sa concentration micellaire critique (CMC), c’est-à-

dire la concentration à partir de laquelle il s’auto-organise en solution (figure 5). En effet, 

lorsque la concentration en tensioactif dans une solution aqueuse augmente, l’énergie libre 

du système augmente également en raison des interactions défavorables entre les molécules 

d’eau et la partie hydrophobe de l’amphiphile. Au-delà de la CMC, les molécules en solution 

s’auto-organisent de façon à diminuer l’entropie du système. 

 

 
 
Figure 5. Représentation schématique de molécules amphiphiles monomériques et auto-assemblées 
en milieu aqueux. 
 

Parmi les nanoparticules issues de l’auto-organisation de molécules en solution, les 

liposomes sont certainement celles qui ont été les plus étudiées et les plus utilisées. Ce sont 

des vésicules artificielles dont la membrane est constituée d’une ou de plusieurs bicouches de 

lipides amphiphiles qui s’auto-assemblent spontanément en milieu aqueux (figure 6). Ils 

présentent ainsi une zone hydrophobe propre à accueillir des molécules hydrophobes et un 

cœur hydrophile permettant l’encapsulation de molécules hydrophiles. Les liposomes peuvent 
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Figure 6. Représentation schématique d’un liposome. 

 

être formés à partir de toute une variété de lipides amphiphiles d’origine naturelle ou 

synthétique, permettant de faire varier la perméabilité de la membrane, sa charge de surface 

et sa fluidité. Par ailleurs, ils présentent une taille pouvant varier de la dizaine de nanomètres 

à plusieurs micromètres en fonction, notamment, de la technique utilisée pour leur 

fabrication.50 La principale caractéristique des liposomes est leur capacité de fusionner avec 

les membranes des cellules. Les liposomes étant bien souvent fabriqués à partir des mêmes 

lipides que ceux présents dans les membranes biologiques, ils sont biodégradables et peu 

toxiques, et sont ainsi largement utilisés en cosmétologie et en pharmacologie, pour le 

transport de marqueurs ou de principes actifs (hydrophiles et/ou hydrophobes) jusqu’à leurs 

cibles thérapeutiques.51 

Tout comme les liposomes, les micelles sont des particules sphériques issues de l’auto-

assemblage de molécules amphiphiles, dont la tête polaire hydrophile est au contact de l’eau 

tandis que les parties hydrophobes sont regroupées et dirigées vers l’intérieur (figure 7). Du 

fait de l’absence de cavité hydrophile, les micelles présentent une taille comprise entre 5 et 

100 nm et sont essentiellement utilisées dans le but d’encapsuler et de véhiculer des 

molécules hydrophobes.52 Néanmoins, l’enveloppe hydrophile recouvrant la particule permet, 

 

 
Figure 7. Représentation schématique d’une micelle. 
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en fonction de sa nature et de sa charge, d’interagir avec des molécules hydrosolubles, soit 

par l’intermédiaire de liaisons faibles (interactions électrostatiques avec des acides nucléiques 

par exemple), soit par liaisons covalentes. Cette enveloppe permet également d’assurer une 

certaine stabilité à l’ensemble en diminuant notamment les phénomènes d’agrégation. 

1.3.4. Les nanoparticules carbonées 

Après avoir passé en revue la majeure partie des nanoparticules inorganiques et 

organiques, nous allons maintenant nous focaliser sur les nanoparticules à base de carbone.  

Le carbone est l’élément de base sur Terre. Il est présent sous deux formes naturelles : 

le graphite, constitué par un empilement de plans hexagonaux de carbone hybridé sp2, et le 

diamant, présentant une structure cristalline plus complexe à base d’atomes de carbone 

d’hybridation sp3. 

Les nanoparticules à base de carbone regroupent les fullerènes, les nanotubes de 

carbone, le graphène, les nanodiamants et les carbon dots. Ces nanostructures présentent des 

propriétés physico-chimiques exceptionnelles leur permettant de trouver de nombreuses 

applications dans les domaines de l’électronique, de l’optique, de l’énergie et de la biologie.53,54 

1.3.4.1. Les fullerènes 

Les fullerènes sont des structures creuses fermées, uniquement composées d’atomes 

de carbone, et pouvant prendre différentes formes géométriques (sphère, ellipsoïde, 

nanotube, anneau). Ils sont constitués de cycles carbonés hexagonaux mais aussi de cycles 

pentagonaux, offrant la possibilité de structures fermées. Ces structures ont été découvertes 

en 1985 par Harold Kroto, Robert Curl et Richard Smalley, lors de la vaporisation de graphite 

sous un rayonnement laser dans une atmosphère d’hélium et identifiées par spectrométrie 

de masse.55  Cette découverte a valu le prix Nobel de chimie à leurs auteurs en 1996.     

Dans leur forme la plus stable, les fullerènes sont constitués de 60 atomes de carbone 

(C60), arrangés en 20 hexagones et 12 pentagones, et formant une structure icosaédrique de 

1,1 nm de diamètre (figure 8). Bien qu’insoluble dans l’eau (< 10-9 mg.mL-1), le C60 peut être 

modifié par l’établissement de liaisons covalentes  (présence de carbones sp2) ou non-

covalentes  (interactions p-p), ce qui permet d’augmenter sa solubilité dans l’eau ainsi que sa 

biocompatibilité,56–59 et de lui conférer, par exemple, une action thérapeutique par 



  Chapitre 1. Les nanoparticules 

 – 20 – 

fonctionnalisation avec des molécules anticancéreuses60 ou par interaction avec des acides 

nucléiques thérapeutiques.61 Par ailleurs, étant creux, les fullerènes sont capables, en fonction 

de leur taille, d’encapsuler différents atomes (Li, Na, K, Rb, Cs) ou ions spécifiques, comme le 

gadolinium (Gd3+),62 utilisé comme agent de contraste en IRM, et le technétium 99m (99mTc), 

utilisé en médecine nucléaire.63 

 

 
 

Figure 8. Représentation du fullerène C60. 
 

1.3.4.2. Les nanotubes de carbone 

Les nanotubes de carbone, observés pour la première fois en 1991,64 possèdent une 

structure qui peut être représentée sous la forme d’un ou de plusieurs feuillets de graphène 

(que nous verrons plus loin) enroulés sur eux-mêmes ou les uns autour des autres et décrivant 

une géométrie tubulaire (figure 9). Ces feuillets, d’un diamètre de l’ordre de quelques 

nanomètres pour une longueur de plusieurs centaines de nanomètres, peuvent être fermés 

ou non à leurs extrémités par des demi-sphères semblables à des fullerènes. 

 

 
Figure 9. Représentation d’un nanotube de carbone mono-feuillet. 

 

Selon leur chiralité et leur diamètre, certains nanotubes présentent des propriétés 

purement métalliques alors que d’autres, en revanche, sont des semi-conducteurs. Du fait de 

la seule présence d’atomes de carbones d’hybridation sp2 et de l’absence totale de défauts 
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structuraux, la circulation des électrons dans les nanotubes de configuration « chaise » se fait 

de manière libre et sans aucun phénomène de diffusion offrant des propriétés électroniques 

de conductance tout-à-fait fascinantes. Les nanotubes chiraux et zigzag ont la particularité 

d’avoir des propriétés semi-conductrices conférant à l’ensemble des propriétés optiques 

toutes particulières et pouvant être appliquées à l’imagerie médicale et à la thérapie, 

notamment.65 Par ailleurs, l’abondance de systèmes p à leur surface permet aux nanotubes 

de carbone d’être fonctionnalisés de manière covalente par différents groupements 

chimiques et d’interagir avec des molécules aromatiques thérapeutiques ou des biomolécules 

par interaction p-p. Ceci permet en outre d’améliorer leur solubilité dans l’eau et leur 

biocompatibilité, et autorise ainsi des utilisations en tant que vecteurs pour des agents 

thérapeutiques.66,67 Enfin, les propriétés mécaniques des nanotubes sont exceptionnelles. Ces 

derniers sont en effet 10 fois plus résistants que l’acier et 100 fois plus légers.  

1.3.4.3. Le graphène 

Le graphène est constitué d’une seule couche d’atomes de carbone hexagonaux 

d’hybridation sp2 liés de manière covalente dans un réseau bidimensionnel de type « nid 

d’abeille » (figure 10). Bien qu’étant la composante de base des différentes nanostructures 

carbonées telles que les fullerènes, les nanotubes de carbone et le graphite, le graphène n’a 

pu être synthétisé et isolé qu’en 2004 par André Geim et Konstantin Novoselov,68 tous deux 

récompensés par un prix Nobel de physique en 2010. Grâce à ses propriétés structurales 

uniques, le graphène possède des propriétés physico-chimiques extraordinaires. En effet, le 

vaste réseau sp2 conjugué permet une délocalisation des électrons sur toute la surface, lui 

conférant des propriétés électroniques,69 thermiques et mécaniques remarquables, et offrant 

de nouvelles possibilités dans les domaines de l’optoélectronique, du stockage de l’énergie et 

du photovoltaïque.  En revanche, pour des applications dans le domaine biomédical et compte 

tenu de son caractère hydrophobe, il convient de modifier la structure et la composition du  

 

Figure 10. Représentation du graphène. 
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graphène. Comme le montre la figure 11, sous sa forme oxydée, le graphène présente de 

nombreux groupements chimiques oxygénés lui conférant une meilleure solubilité dans l’eau 

et une certaine biocompatibilité et exacerbant, par la même occasion, ses propriétés 

intrinsèques de fluorescence grâce à l’incorporation de défauts dans la structure parfaite de 

« nid d’abeille ». Compte tenu de sa très grande surface spécifique et de sa structure plane, 

de nombreuses molécules ou biomolécules peuvent être fonctionnalisées et/ou adsorbées sur 

ses deux faces et sur les bords du feuillet, lui permettant ainsi de charger et de délivrer de très 

grandes quantités d’actifs thérapeutiques ou de sondes biologiques jusqu’à leur cible.70,71 

 
Figure 11. Représentation de l’oxyde de graphène. 

 

1.3.4.4. Les nanodiamants 

Les nanodiamants ont été obtenus pour la première fois en 1962 en URSS en mettant à 

feu, dans une enceinte fermée et appauvrie en oxygène, deux explosifs militaires : du 

trinitrotoluène (TNT) et de l’hexogène (RDX ou cyclotriméthylènetrinitramine). Ces nanoparticules 

ont une taille de l’ordre de 2 à 10 nm. Contrairement aux nanostructures carbonées que nous 

venons de passer en revue (fullerènes, nanotubes de carbone, et graphène), les nanodiamants 

sont majoritairement formés à partir d’atomes de carbone hybridés sp3 et offrent la possibilité de 

visualiser non pas uniquement des particules de géométries sphériques mais aussi des particules 

de géométries polyédriques (figure 12). L’autre différence majeure de ces nanoparticules 

carbonées avec celles vues précédemment réside dans l’existence d’atomes d’azote et d’oxygène 

majoritairement présents en surface des nanoparticules et associés à des atomes de carbone 

d’hybridation sp2, ce qui permet la fonctionnalisation par de nombreuses molécules d’intérêt.72 

Une autre caractéristique des nanodiamants se situe dans la conservation des propriétés 

intrinsèques du diamant à l’échelle macroscopique (solidité, biocompatibilité, conductivité 

thermique, stabilité chimique et propriétés optoélectroniques), ce qui permet d’envisager de 

nombreuses applications dans des domaines aussi variés que l’électronique, la mécanique, la 

catalyse, le stockage de l’énergie et l’optique, sans oublier la médecine. En effet, les nanodiamants 
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combinent les avantages des quantum dots (taille nanométrique, résistance au 

photoblanchiment, émission de fluorescence sur toute la gamme du visible) tout en étant 

biocompatibles, non-toxiques et avec de nombreux groupements chimiques en surface leur 

permettant ainsi de présenter un énorme potentiel dans des applications thérapeutiques et en 

imagerie médicale.73 Cependant, les méthodes de production des nanodiamants restent, à ce 

jour, un frein important au développement de ces applications. 

 

 
Figure 12. Représentation d’un nanodiamant. 

1.3.4.5. Les carbon dots 

La dernière classe de nanomatériaux carbonés que nous allons brièvement décrire ici (le 

chapitre 2 y sera entièrement consacré) concerne les carbon dots, le matériau qui a focalisé 

toute notre attention cours de cette thèse. Depuis leur découverte accidentelle en 2004,74 les 

carbon dots sont rapidement devenus incontournables dans le domaine des nanosciences en 

raison de leurs propriétés physico-chimiques particulièrement intéressantes (stabilité chimique, 

solubilité en milieu aqueux, biocompatibilité, photoluminescence, résistance au 

photoblanchiment, toxicité faible). Contrairement aux autres nanomatériaux carbonés vus 

précédemment, les carbon dots présentent plusieurs avantages dans leur conception même. 

D’une part, leur synthèse peut être réalisée à partir d’une très grande variété de produits 

courants et peu coûteux et, d’autre part, elle peut faire intervenir toute une palette de 

méthodes très différentes (approches “top-down” et “bottom-up”).75,76 En outre, la structure 

quasi-sphérique de ces nanoparticules et la présence de nombreux groupements chimiques à 

leur surface rendent relativement facile le greffage de molécules ou biomolécules. Ainsi, les 

carbon dots se sont rapidement imposés dans de nombreux domaines : en optoélectronique, 

en catalyse, en chimie analytique (détection d’ions ou de molécules diverses) et en médecine, 

notamment en imagerie, mais également en tant que nano-vecteurs pour des biomolécules ou 

des agents thérapeutiques.77,78 
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1.4. Les nanoparticules, outils théranostiques 

De nos jours, la délivrance spécifique d’une molécule thérapeutique dans une cellule, 

un tissu ou un organe malade représente un enjeu majeur dans le traitement de nombreuses 

maladies humaines.79 Lors de l’introduction d’un médicament dans l’organisme, le principe 

actif (molécule thérapeutique, protéine, acide nucléique, etc.) rencontre de nombreuses 

barrières naturelles (membranes cellulaires, enzymes de dégradation, système immunitaire) 

qui tendent à limiter son efficacité, allant même jusqu’à générer des troubles physiologiques 

et des effets toxiques importants. Pour pallier ces difficultés, une nouvelle approche consiste 

à associer le principe actif à un nano-vecteur dont le rôle va être d’encapsuler et de véhiculer 

ce dernier jusqu’à sa cible thérapeutique tout en contrôlant sa libération. Avec le 

développement de la recherche autour des nanotechnologies, les avancées dans ce domaine 

se sont multipliées et, au cours des années, les systèmes de vectorisation n’ont cessé de 

progresser pour aller vers des vecteurs nanoparticulaires de plus en plus complexes et 

“intelligents”. 

1.4.1. Les nanoparticules, des outils thérapeutiques évolutifs 

Les premiers nano-vecteurs à être utilisés pour l’administration de médicaments sont 

des vecteurs n’ayant subi aucune modification chimique à leur surface. Il en existe un certain 

nombre : les liposomes, les nanoparticules polymériques, les micelles… Ces nano-vecteurs de 

première génération ont été développés principalement pour une administration par voie 

intraveineuse. En effet, lors de leur administration, ces derniers sont reconnus comme “corps 

étrangers” par le système immunitaire de l’organisme. S’ensuit alors une adsorption de 

protéines plasmatiques (les opsonines) à la surface des nano-vecteurs permettant leur 

phagocytose par les cellules de Kupffer (macrophages du foie).80 Bien que cela puisse être 

considéré comme un inconvénient, on peut aussi en tirer avantage lorsque l’organe cible est 

le foie et cette particularité a été mise à profit dans le but de traiter différentes pathologies 

comme les métastases hépatiques ou l’hépatocarcinome résistant.81,82 

Afin d’étendre l’activité thérapeutique vers d’autres organes, une seconde génération 

de vecteurs a été développée qui introduit la notion de “furtivité”. Les nano-vecteurs sont 

recouverts d’une couche polymérique hydrophile et flexible (en général du polyéthylène 

glycol, PEG) générant de l’encombrement stérique et permettant ainsi d’éviter ou de limiter 
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le processus d’opsonisation.80 La durée de résidence vasculaire de ces constructions est 

nettement prolongée ce qui va leur permettre d’atteindre d’autres cibles, notamment des 

tumeurs. Des études histologiques montrent que, dans un tissu sain, les jonctions 

intercellulaires sont serrées, empêchant ainsi les nano-vecteurs d’y pénétrer. En revanche, au 

niveau des tissus cancéreux, une réaction inflammatoire est observée induisant une 

augmentation de la perméabilité vasculaire.83 C’est ce que l’on appelle l’effet EPR (Enhanced 

Permeability and Retention effect). Les nano-vecteurs de deuxième génération diffusent ainsi 

plus ou moins sélectivement dans les tissus tumoraux et on parle alors de ciblage “passif”. 

Pour améliorer la délivrance du principe actif à l’intérieur de cellules spécifiques, divers 

ligands (acide folique, biotine, anticorps, peptides, oligosaccharides…) peuvent être greffés 

chimiquement à la surface des nanoparticules PEGylées qui vont ainsi être capables de 

reconnaître sélectivement des antigènes ou des récepteurs surexprimés à la surface des 

cellules cibles. Ces nano-vecteurs, dits de troisième génération, sont capables de cibler 

spécifiquement des cellules tumorales, d’y être internalisés, majoritairement par endocytose, 

et d’y délivrer leur contenu. L’utilisation de ces nano-vecteurs en thérapie anti-cancéreuse est 

extrêmement prometteuse étant donné qu’elle permet, d’une part, d’améliorer l’efficacité 

thérapeutique du traitement en augmentant de manière considérable la concentration du 

principe actif au sein de la tumeur et, d’autre part, de diminuer significativement les effets 

secondaires indésirables liés à la toxicité des anticancéreux vis-à-vis des organes et des tissus 

sains. Il faut cependant noter qu’à ce jour, aucun médicament basé sur un vecteur de 

troisième génération n’a encore obtenu d’autorisation de mise sur le marché. 

1.4.2. Les nanoparticules, des agents thérapeutiques actifs 

Outre la délivrance de principes actifs chimiques ou biologiques dans les cellules et 

tissus ciblés, certaines nanoparticules (essentiellement des nanoparticules inorganiques) 

possèdent également des propriétés thérapeutiques intrinsèques pouvant être activées sous 

l’effet de stimuli externes (lumière, champ magnétique). En effet, certaines d’entre elles 

libèrent de la chaleur lorsqu’elles sont soumises à un champ magnétique (cas des 

nanoparticules d’oxyde de fer) ou électromagnétique (cas des nanoparticules d’or ou des 

nanotubes de carbone, notamment), provoquant la mort cellulaire par hyperthermie.84 

D’autres en revanche produisent des espèces réactives très toxiques pour la cellule (oxygène 
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singulet, radicaux libres) à la suite de l’absorption d’un rayonnement lumineux. C’est le cas, 

par exemple, des nanoparticules métalliques (or, argent) et des quantum dots.85 Ainsi, 

l’utilisation et le développement de ces nanoparticules laissent entrevoir de nouvelles 

perspectives dans le traitement de certaines maladies. 

1.4.3. Nanoparticules et thérapie génique 

Depuis une vingtaine d’années, la thérapie génique a connu un essor considérable.  En 

effet, la délivrance d’un acide nucléique thérapeutique de type ADN ou siARN au sein d’une 

cellule peut conduire à l’expression ou à la répression d’un gène, respectivement. La thérapie 

génique constitue donc une importante source d’espoir dans le traitement de nombreuses 

maladies innées ou acquises (maladies auto-immunes, maladie de Parkinson, différents types 

de cancers…). Cependant, la nature anionique de l’acide nucléique, son instabilité en présence 

d’enzymes de dégradation (nucléases), et la charge globale négative présente au niveau de la 

membrane plasmique de la cellule sont autant d’obstacles à l’internalisation cellulaire d’un 

matériel génétique thérapeutique. Ceci a conduit les chercheurs à élaborer divers types de 

vecteurs afin de lever cet obstacle et promouvoir la transfection du matériel génétique, c’est-

à-dire l’acheminement de ce dernier vers sa cible intracellulaire. 

Les vecteurs développés sont de deux types : les vecteurs viraux et les vecteurs non-

viraux. Les vecteurs viraux sont, à ce jour, les plus efficaces et ceci est le fruit de millions 

d’années d’évolution et de sélection naturelle. Cependant, leur introduction dans l’organisme 

peut conduire à des effets indésirables importants avec, notamment, des risques de réponse 

immunitaire induite et de mutagénèse.86–88 La taille maximale des acides nucléiques pouvant 

être vectorisés est de surcroît limitée, en particulier avec les virus adéno-associés (< 5 Kpb). 

Enfin, la production de ces vecteurs est complexe et, par voie de conséquence, très onéreuse. 

En Europe, la première thérapie génique a été autorisée par l’Agence Européenne du 

Médicament en 2012. Ce nouveau traitement (Glybera®, développé par la société UniQure) 

permet de restaurer l’activité d’une enzyme essentielle au métabolisme des graisses, la 

lipoprotéine lipase, et utilise un virus modifié pour vectoriser des copies du gène défaillant. 

Le prix de revient de ce traitement est évalué à 1,25 millions d’euros par patient.89 Un autre 

produit de thérapie génique (Kymriah®, mis au point par Novartis), approuvé en 2017 aux 

États-Unis par la Food & Drug Administration (FDA), est utilisé sur des enfants et de jeunes 
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adultes atteints de leucémie. Ce traitement permet de générer à la surface des lymphocytes T 

des patients une protéine spécifique capable de reconnaître et de détruire les cellules 

cancéreuses par traitement ex-vivo des cellules immunitaires, et utilise également un virus 

modifié pour délivrer le gène d’intérêt. Le prix d’un tel traitement est évalué à 475000 dollars 

par patient.90 Les limitations inhérentes à l’utilisation des vecteurs viraux ont conduit les 

chercheurs à user d’ingénierie pour développer de nouveaux moyens d’administration 

d’acides nucléiques exogènes dans les cellules et tissus par le biais de vecteurs non-viraux ou 

synthétiques. Ceux-ci regroupent aujourd’hui une multitude de vecteurs (poly)cationiques 

lipidiques ou polymériques, des dendrimères, des polypeptides ou des nanoparticules solides 

(quantum dots, nanoparticules d’or, de silice, nanotubes de carbone…) qui ont été synthétisés 

dans le but de complexer les acides nucléiques par l’intermédiaire d’interactions 

électrostatiques et former des particules discrètes de taille nanométrique.91 Ces vecteurs 

présentent l’avantage d’être faciles d’utilisation, peu coûteux et sûrs (pas de risques de 

réponses immunitaires induites), sans être limités par la quantité de matériel génétique à 

encapsuler. Cependant, ils ne sont pas, à l’heure actuelle, aussi efficaces que les vecteurs 

viraux et aucun d’entre eux n’a encore obtenu d’autorisation pour des essais cliniques. De 

nombreux efforts sont donc encore nécessaires pour développer ce type de vecteurs et 

améliorer, notamment, leur internalisation cellulaire, optimiser leur échappement endosomal 

et la migration de l’acide nucléique dans le cytoplasme (vers le noyau ou vers le complexe 

RISC, RNA-induced silencing complex), leur internalisation dans le noyau et, parallèlement à 

ces différents processus, optimiser la dissociation de l’acide nucléique et du vecteur.92–94 

1.4.4. Nanoparticules et imagerie, vers des outils de diagnostic plus performants 

Pour traiter de manière efficace une maladie et établir un diagnostic précis, de 

nombreuses techniques d’imagerie ont été développées afin de compléter l’examen clinique, 

réalisé par le médecin, par une observation précise au niveau de la cellule, du tissu ou de 

l’organe associés à ces pathologies. Ces techniques, toutes basées sur l’utilisation de rayons 

électromagnétiques (rayons gamma, rayons X, positons, ondes radio...), sont non-invasives 

mais nécessitent tout de même l’injection de traceurs ou d’agents de contraste dans 

l’organisme afin de mettre en évidence les détails du tissu étudié. 
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Depuis une dizaine d’années, l’imagerie moléculaire, par l’examen des différentes 

activités biologiques au niveau cellulaire et subcellulaire, s’est fortement développée pour 

devenir un outil puissant dans la recherche et le diagnostic médical. Néanmoins, toutes les 

techniques d’imagerie utilisées à l’heure actuelle présentent des avantages mais aussi des 

inconvénients. Par exemple, l’imagerie par résonance magnétique (IRM) permet d’avoir une 

très bonne résolution spatiale et une pénétration tissulaire importante mais souffre d’une 

sensibilité relativement faible. En revanche, l’imagerie optique de fluorescence, notamment, 

offre une résolution à l’échelle subcellulaire et une sensibilité importante mais montre une 

faible résolution spatiale et une pénétration tissulaire limitée. L’idée de disposer d’une 

plateforme multimodale qui permet de combiner les avantages de différentes techniques a 

rapidement vu le jour et de nombreux travaux vont dans ce sens aujourd’hui. En raison de leur 

grande surface spécifique et de leur forte capacité d’encapsulation ou de complexation, les 

nanoparticules sont naturellement devenues des candidats déclarés pour le développement 

de ce type d’outils d’imagerie. Elles peuvent aisément coupler (par fonctionnalisation ou 

dopage) plusieurs agents de contraste différents tout en conservant des propriétés physico-

chimiques (taille, solubilité aqueuse, biocompatibilité) compatibles avec le milieu vivant.95 

1.4.5. Agents théranostiques et nanoparticules 

Les différentes fonctionnalités des nanoparticules présentées ci-dessus peuvent 

également être réunies au sein d’une même construction pour offrir ainsi la possibilité 

d’imager des structures anatomiques et/ou pathologiques tout en permettant la délivrance 

simultanée de substances actives (médicaments) au sein de cibles thérapeutiques. De 

nombreuses recherches sont actuellement à l’étude dans le but de coupler, au sein d’un 

même système, différents agents de contraste pour le diagnostic médical (sondes 

fluorescentes, radio-isotopes, complexes métalliques…) et des actifs thérapeutiques 

(molécules anticancéreuses, acides nucléiques). Le développement et la formulation de ces 

nanoparticules théranostiques constitue ainsi un aspect novateur et très prometteur dans le 

domaine de la nanomédecine pour la prise en charge de nombreuses maladies et ouvre la voie 

pour la délivrance personnalisée de médicaments à ciblage moléculaire. 
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1.5. La toxicité des nanoparticules 

Avec l’essor des nanotechnologies, de plus en plus de nanoparticules manufacturées 

ont été développées pour des applications dans le secteur industriel ou de la santé. 

L’augmentation de l’exposition de la population à ces nanoparticules suscite néanmoins de 

nombreuses inquiétudes dans les agences de santé publique. 

À ce jour, le manque de données épidémiologiques ne permet pas de mener une 

évaluation complète des risques potentiels liés aux nanomatériaux manufacturés contenus dans 

tous les produits de consommation courante. Cependant, les effets des particules ultrafines 

provenant de la pollution humaine ou industrielle ont largement été étudiés et laissent suspecter  

 

Tableau 1. Liste des facteurs susceptibles d’influencer la toxicité des nanomatériaux.96 

Composition chimique La composition chimique des nanomatériaux et notamment la 
présence de métaux lourds, responsables de la formation d’espèces 
réactives de l’oxygène, influe sur les différents processus 
biologiques et peuvent causer des dommages aux cellules.97 

Taille/Surface La taille détermine la profondeur d’atteinte des nanomatériaux 
dans l'organisme. Plus les particules sont petites, plus leur 
pénétration dans les cellules, leur passage à travers les barrières 
biologiques (membrane plasmique) et leur migration vers les autres 
organes peuvent être facilitées.98,99 Une diminution de la taille 
s’accompagne d’une augmentation de la surface spécifique des 
nanomatériaux, conduisant ainsi à une réactivité chimique et/ou 
biologique exacerbée. 

Charge Les charges superficielles portées par les nanoparticules ont un fort 
impact sur l’interaction de ces dernières avec les fluides biologiques 
et les cellules (internalisation accrue et plus forte toxicité).100 

Forme La forme des nanomatériaux semble avoir une importance sur la 
cinétique d’internalisation des nanoparticules par les cellules. Des 
nanoparticules sphériques sont internalisées plus rapidement et en 
plus grande quantité que des nanotubes de diamètre équivalent.101 
D’autre part, une forme fibreuse ou filamenteuse des nano-objets 
semble accroître leur toxicité par rapport à des particules 
sphériques de même composition.102 

Concentration L’augmentation du nombre des particules améliore la pénétration 
et la persistance des nanomatériaux dans les tissus de l’organisme.99 

Degré d’agrégation et/ou 
d’agglomération 

Les interactions faibles entre les particules (forces de van der Waals, 
interactions électrostatiques…) ont tendance à provoquer 
l’agrégation ou l’agglomération des nanomatériaux, modifiant ainsi 
leurs propriétés hydrodynamiques, ce qui influence probablement 
leur déposition dans les voies aériennes et leur pénétration dans les 
cellules. 

 



  Chapitre 1. Les nanoparticules 

 – 30 – 

la survenue d’effets inflammatoires, respiratoires, cardiovasculaires ou neurologiques chez 

l’Homme.103 Ainsi, au cours des dernières années, de nombreuses études expérimentales ont été 

réalisées in vitro sur différents modèles cellulaires humains d’origine pulmonaire ou in vivo chez 

l’animal afin d’étudier le devenir et l’impact des nanoparticules manufacturées dans le tractus 

respiratoire, principale voie d’exposition des nanoparticules. Les différents résultats obtenus ont 

démontré qu’il n’était pas possible d’émettre une hypothèse générale sur la toxicité des 

nanomatériaux. En effet, chaque nanomatériau possède un profil toxicologique spécifique 

dépendant de ses propriétés physico-chimiques intrinsèques (tableau 1). 

Au vu des premières observations et résultats, il est donc clair que les connaissances 

concernant les effets biologiques des nanoparticules sur l’organisme doivent encore être 

approfondies afin de pouvoir éventuellement mettre en place des réglementations adaptées 

et, le cas échéant, prendre des mesures garantissant une bonne sécurité sanitaire. 
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Les carbon dots (CDs)  ont été observés pour la première fois en 2004 par Xu et al. lors 

de la purification par électrophorèse de nanotubes de carbone synthétisés par décharge 

électrique.74 Contrairement aux autres nanomatériaux carbonés, les CDs peuvent être 

synthétisés à partir de réactifs bon marché et sans instrumentation sophistiquée. Ils 

présentent néanmoins des caractéristiques physico-chimiques tout-à-fait intéressantes que 

nous détaillerons dans ce chapitre et qui sont à l’origine de leur utilisation dans un grand 

nombre d’applications.  

2.1. Structure et nomenclature des carbon dots 

Depuis leur découverte, de très nombreux CDs ont été synthétisés et ce, pour des 

applications de plus en plus diverses et variées. Il est donc nécessaire d’établir une 

nomenclature cohérente afin de reconnaître, identifier et classer les différentes particules 

produites.104 

Selon leur morphologie et leur structure, les CDs peuvent ainsi être classés en trois 

catégories (tableau 2) : 

• Les graphene quantum dots (GQDs) sont constitués d’un disque de graphène (2-20 nm 

de diamètre) contenant uniquement des atomes de carbone d’hybridation sp2 et 

présentent à leur surface différents groupements fonctionnels (acides carboxyliques, 

alcools, etc.). Une carbonisation plus poussée conduirait à la formation d’oxydes de 

graphène, constitués de feuilles de graphène beaucoup plus grandes (quelques 

centaines de nm) ; 

• Les carbon quantum dots (CQDs), dont la structure est faite d’un empilement de disques 

de graphène, présentent divers groupements fonctionnels à leur surface. Cet 

empilement confère à ces nano-objets une structure cristalline quasi-sphérique faite 

d’un mélange d’atomes de carbone d’hybridation sp2 et sp3 ; 

• Les carbon nano dots (CNDs) présentent en revanche une structure amorphe quasi-

sphérique principalement constituée d’atomes de carbone hybridés sp3. 

 
Les différentes formes de carbon dots sont obtenues en utilisant divers procédés de 

fabrication et en variant les conditions expérimentales. 
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Tableau 2. Classification des CDs selon leur morphologie et leur structure. 

 

2.2. Méthodes de synthèse 

De nombreuses méthodes ont été utilisées dans la synthèse des CDs, certaines utilisant 

une approche “top-down” (ascendante) et d’autres, une approche “bottom-up” 

(descendante).75,76 Les méthodes “top-down” regroupent principalement la décharge par arc 

électrique, l’ablation laser ou encore l’oxydation électrochimique. Dans ces méthodes, les CDs 

sont formés à partir d’une plus grande structure carbonée comme, par exemple, les 

nanotubes de carbone, le graphite, les fullerènes ou les oxydes de graphène. Les méthodes 

“bottom-up”, en revanche, utilisent des précurseurs moléculaires. Ceux-ci peuvent être purs 

(glucose, acide citrique...) ou contenus dans de la matière organique plus ou moins brute 

(sucre de canne, jus de fruits, marc de café, déchets alimentaires...), et sont pyrolysés par 

réactions solvothermales, par combustion à haute température, ou encore sous irradiation 

micro-onde. Une fois synthétisés, les CDs peuvent être soumis à différents procédés de 

purification (centrifugation, dialyse, filtration, chromatographie, électrophorèse…) dans le but 

d’obtenir des particules plus ou moins pures et monodisperses. Dans ce qui suit sont 

présentées les principales méthodes de fabrication des CDs décrites à ce jour. 

2.2.1. Approches “top-down” 

• Décharge d’arc électrique 

La décharge d’arc électrique est une technique physique qui a été initialement mise en 

place pour la synthèse des fullerènes, puis qui a été appliquée à la synthèse sélective de 

nanotubes de carbone. Cette technique consiste à faire passer un fort courant électrique à 
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travers deux électrodes de graphite espacées de quelques millimètres et plongées dans une 

atmosphère inerte (He, Ar). Durant le passage du courant, un arc électrique s’établit entre 

l’anode et la cathode, permettant aux particules de carbone évaporées de l’anode de se 

condenser au niveau de la cathode. En fonction de la nature des électrodes, de l’intensité de 

l’arc électrique, de la pression et de la composition du gaz utilisé, différents types de 

matériaux peuvent être formés, dont les CDs. En effet, ces derniers ont été découverts 

accidentellement par Xu et al. qui utilisaient cette technique pour fabriquer des nanotubes de 

carbone. Ce n’est que lors de la purification du matériau produit, par électrophorèse sur gel 

d’agarose, qu’ils se sont aperçus qu’ils avaient également formé un nouveau nanomatériau 

carboné présentant des propriétés de fluorescence, les CDs.74 

• Ablation laser 

L’ablation laser est une autre technique physique utilisée dans la synthèse de 

nanoparticules selon laquelle un faisceau laser de forte puissance est dirigé sur un matériau 

chauffé à très haute température que l’on appelle cible. Une éjection de matière de taille 

nanométrique est provoquée au point d’impact du faisceau et celle-ci peut être collectée sur 

un substrat placé en vis-à-vis. La cible et le substrat sont placés dans une enceinte sous 

atmosphère contrôlée (vide poussé ou sous une pression de gaz réactif ou inerte). La nature 

et la qualité des particules formées dépendent de nombreux paramètres comme l’énergie du 

laser, la nature et la température du substrat, la composition et la pression du gaz résiduel 

dans l’enceinte… Sun et al. ont été les premiers à synthétiser des CDs par ablation laser de 

graphite sous un flux d’argon et en présence de vapeur d’eau. Leurs analyses ont révélé que 

la chimie de surface des CDs formés avait une grande influence sur les propriétés de 

photoluminescence de ces derniers. En effet, les CDs initialement formés n’étaient pas 

fluorescents, même après purification et traitement acide. Ce n’est qu’après les avoir 

« passivés » que de la fluorescence a pu être détectée. Cette notion de passivation de la 

surface des CDs sera détaillée plus loin dans ce chapitre lorsque nous évoquerons les 

différents facteurs influençant les propriétés de photoluminescence de ces nanoparticules. 

• Oxydation électrochimique 

L’oxydation électrochimique est une technique bon marché qui permet d’obtenir des 

CDs purs, de tailles variables, avec de bons rendements et une bonne reproductibilité. Elle fait 
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intervenir une cellule électrochimique classique composée de trois électrodes : une électrode 

de travail recouverte de nanotubes de carbone ou de graphite, une contre-électrode et une 

électrode de référence, toutes plongées dans une solution électrolytique. Un courant 

électrique est alors appliqué entre les électrodes provoquant la désintégration progressive de 

l’électrode de travail (par rupture des liaisons C-C et la génération de radicaux oxygénés) et la 

formation de CDs. Zhou et al. ont été les premiers à synthétiser des CDs par cette technique, 

en utilisant des nanotubes comme source de carbone.105 

• Autres méthodes 

L’oxydation chimique peut également être utilisée dans la synthèse de CDs. En effet, 

en milieu acide fort (HNO3, H2SO4), de nombreux groupements fonctionnels oxygénés et 

azotés peuvent être introduits à la surface de matériaux carbonés (suies, graphène…) qui 

améliorent leur solubilité dans l’eau et permettent l’introduction de défauts dans la structure 

carbonée, conduisant ainsi à la formation de nanoparticules et à la génération de propriétés 

de fluorescence.106,107 

De la même manière, les réactions solvothermales peuvent permettre le dopage ou 

l’incorporation de groupements fonctionnels dans une structure carbonée de type graphène 

ou oxyde de graphène, en utilisant des solvants riches en oxygène ou en azote (H2O, DMF…).108 

2.2.2. Approches “bottom-up” 

• Réactions solvothermales 

Les réactions solvothermales sont faciles à mettre en œuvre, efficaces et bon marché. 

La forte réactivité des molécules mises en jeu, le contrôle simple de la température de la 

solution et la faible consommation énergétique du procédé en font une méthode de choix 

pour des réactions de polymérisation et de carbonisation. De ce fait, les réactions 

solvothermales sont tout-à-fait adaptées à la synthèse de CDs. Zhang et al. ont été les 

premiers à utiliser cette méthode pour synthétiser des CDs à partir d’acide L-ascorbique utilisé 

comme source de carbone.109 Ils ont également pu mettre en évidence qu’aucun traitement 

post-fonctionnel (traitement acide, modification chimique de la surface) n’était nécessaire 

pour conférer aux CDs une solubilité en milieu aqueux et des propriétés de fluorescence.  
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• Combustion à haute température 

La combustion à haute température de petites molécules organiques est une autre 

technique très utilisée dans la synthèse de CDs. Elle présente en effet de nombreux avantages 

comme la facilité de mise en œuvre, l’absence de solvant, le faible coût, la possibilité d’une 

production à grande échelle, une grande diversité de précurseurs organiques possibles et un 

temps de réaction court. La réaction de combustion se déroule en plusieurs étapes faisant 

intervenir des réactions de déshydratation, de polymérisation et de carbonisation. Lai et al., par 

exemple, ont obtenu des CDs par combustion de glycérol à 230 °C sous 1 atm pendant 30 min 

en présence d’oxygène.110 

• Pyrolyse sous irradiation micro-onde 

Enfin, la pyrolyse sous irradiation micro-onde est très appréciée et de plus en plus 

utilisée dans la synthèse organique et dans la synthèse de CDs en particulier, étant donné qu’elle 

permet de réduire considérablement les temps de réaction (généralement quelques minutes) 

et d’améliorer les rendements. En effet, l’énergie apportée par les micro-ondes est 

spécifiquement captée par les oscillateurs OH et NH présents dans les molécules organiques, 

leur conférant une réactivité immédiate. À l‘inverse, lors d’un chauffage conventionnel, par 

conduction ou convection, l’énergie fournie est d’abord transmise aux molécules de solvant, 

lesquelles vont ensuite la transférer aux molécules d’intérêt pour qu’elles réagissent entre elles. 

D’autre part, contrairement aux techniques classiques de chauffage, le chauffage par micro-

ondes implique une interaction entre une onde électromagnétique et la matière. Il en résulte 

ainsi une répartition de la température bien plus homogène que par un chauffage « classique » 

qui crée un gradient de température très important. Zhu et al. ont été les premiers à synthétiser 

des CDs par irradiation dans un four à micro-onde domestique (2 à 10 minutes à 500 W) d’un 

mélange de PEG200 et de glucose dans l’eau.111 Ces auteurs ont observé une coloration 

progressive de la solution avec la formation de CDs au cours de la réaction (figure 13). 
 

 

Figure 13. Synthèse de CDs par pyrolyse sous irradiation micro-onde. 
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2.3. Techniques de caractérisation des carbon dots 

Au regard des très nombreuses méthodes développées pour la synthèse de ces 

nanoparticules carbonées et la recherche d’applications potentielles toujours plus variées, 

il devient primordial d’utiliser des techniques de caractérisation des nanoparticules de plus 

en plus performantes afin, notamment, de mieux comprendre l’influence de différents 

facteurs (composition chimique, taille, forme, structure…) sur les propriétés physico-

chimiques et biologiques des CDs. Dans ce qui suit, nous allons passer en revue les 

différentes techniques utilisées à l’heure actuelle pour la caractérisation des CDs.112 

2.3.1. Techniques de microscopie et de diffraction 

De nombreuses techniques d’imagerie et de microscopie ont été développées pour 

la détermination de la taille, de la forme et de la structure des nanoparticules. Parmi toutes 

les techniques utilisées, la microscopie est la seule méthode qui permette d’observer et de 

mesurer directement des nanoparticules individuelles. Les techniques de microscopie qui 

sont utilisées pour la caractérisation de CDs regroupent la microscopie électronique à 

balayage (SEM), la microscopie électronique en transmission à basse et haute résolution 

(TEM, HRTEM) et la microscopie de force atomique (AFM). D’autres techniques, en 

revanche, utilisent la diffraction d’ondes électromagnétiques, et de rayons X en particulier 

(XRD), dans le but d’obtenir des informations structurales sur les nanoparticules.  

Les microscopies SEM et TEM permettent de récolter des informations sur la taille, la 

forme et l’état d’agrégation des particules en produisant des images en deux dimensions. La 

 

 
 
Figure 14. Clichés de microscopies électroniques de CDs. (A) microscopie électronique à balayage,113 
(B) microscopie électronique en transmission à basse résolution,114 (C) microscopie électronique en 
transmission à haute résolution.114 
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HRTEM donne une information supplémentaire concernant la structure cristalline ou 
amorphe de la particule (figure 14). La microscopie de force atomique, quant à elle, permet 

d’obtenir des informations sur la taille mais également sur la morphologie en surface des CDs 

en fournissant des images en trois dimensions. Enfin, la diffraction des rayons X fournit des 
renseignements à la fois sur la structure cristalline des CDs et sur leur pureté. 

2.3.2. Techniques spectroscopiques 

 Contrairement aux techniques de microscopie et de diffraction vues précédemment, 
les techniques spectroscopiques ne permettent pas de récolter d’informations sur des 

particules individuelles mais sur un ensemble de particules. Elles regroupent notamment les 

techniques de diffusion dynamique de la lumière (DLS), les spectroscopies UV-visible et de 
photoluminescence, la spectroscopie infrarouge, la spectroscopie Raman, la spectroscopie 

photoélectronique induite par rayons X (XPS) et la spectroscopie de résonance magnétique 

nucléaire (RMN). 
 La DLS est une technique très utilisée pour déterminer le rayon hydrodynamique d’une 

particule à partir de sa vitesse de diffusion dans un liquide (par utilisation de la loi de Stokes-
Einstein). D’autres techniques utilisent l’interaction entre la lumière et la matière dans le but 
d’obtenir différentes informations sur les particules et sur les CDs en particulier. C’est le cas 

notamment des spectroscopies UV-visible et de photoluminescence qui interviennent dans la 

mesure des propriétés optiques des CDs (détermination du rendement quantique, du temps 
de demi-vie de fluorescence, de la résistance au photoblanchiment…). La spectroscopie 

infrarouge est, quant à elle, utilisée pour l’identification des groupements chimiques présents 

à la surface des particules, tandis que la spectroscopie Raman permet de mesurer le degré de 
graphitisation des CDs et renseigne donc sur la structure interne des particules. La XPS est une 
technique d’analyse chimique permettant de récolter des informations sur les propriétés de 

surface, la composition et l’état électronique des éléments constituants la particule. Enfin, la 
RMN peut aussi être très utile dans l’obtention d’informations structurales et l’identification 

de fonctionnalités présentes en surface des CDs. 

Les techniques de DLS permettent également d’accéder au potentiel zêta (z) d’une 
nanoparticule, ce qui est particulièrement important pour la caractérisation des CDs. En effet, 
la détermination de la charge en surface des nanoparticules permet de prédire la stabilité 

colloïdale d’une suspension. Si les particules en suspension possèdent une valeur absolue de 
potentiel zêta suffisamment élevée (> 15-20 mV), elles tendent à se repousser mutuellement, 

par le biais d’interactions électrostatiques, ce qui limite les phénomènes d’agrégation ou 
d’agglomération. 
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2.4. Propriétés physico-chimiques des carbon dots 

Depuis leur découverte, les CDs sont rapidement devenus incontournables dans le 

domaine des nanosciences et ce, grâce à leurs propriétés physico-chimiques particulièrement 

intéressantes. Leur taille nanométrique (< 10 nm) confère à ces particules sphériques ou 

quasi-sphériques un rapport surface sur volume important leur permettant ainsi d’interagir 

efficacement avec les molécules environnantes. Principalement constituées de carbone, 

d’hydrogène et d’oxygène, ces nanoparticules présentent à leurs surfaces de nombreux 

groupements chimiques (acides carboxyliques, alcools, cétones…) les rendant solubles dans 

l’eau, biocompatibles et faiblement toxiques. Les CDs présentent également des propriétés 

de photoluminescence intrinsèques qui peuvent être exacerbées, soit par l’incorporation de 

différents hétéroatomes tels que de l’azote, du soufre ou du phosphore, soit par passivation 

de leur surface. Enfin, ces nanoparticules sont particulièrement stables chimiquement et 

offrent, en général, une bonne résistance au photoblanchiment. 

Dans ce qui suit, nous passerons en détail chacune de ces caractéristiques qui font que 

ces nanoparticules carbonées de taille nanométrique sont si exceptionnelles et attirent la 

réflexion de plus en plus de laboratoires de recherche dans le monde. 

2.4.1. Propriétés optiques 

• Absorbance UV-visible 

Les CDs possèdent une forte absorption dans l’UV (260-320 nm) du fait de la présence 

des transitions p-p* des liaisons C=C (figure 15). Pour certaines de ces nanoparticules, le 

spectre d’absorption peut également présenter un épaulement ou une seconde bande 

d’absorption vers 270-390 nm qui peut être attribuée aux transitions n-p* des liaisons C=O. 

Par ailleurs, des études ont permis de montrer que la longueur d’onde d’absorption des CDs 

peut être déplacée vers le rouge après modification de leur surface.115 

 

 
 

Figure 15. Spectres d’absorption et d’émission de 
CDs par excitation à des longueurs d’onde de plus 
en plus élevées (intervalles de 20 nm en partant 
de 400 nm).116 
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• Photoluminescence (PL) 

Parmi les nombreuses propriétés que possèdent les CDs, la PL est sans aucun doute 

celle qui a focalisé le plus d’intérêt. Son origine n’est pas encore parfaitement comprise et fait 

largement débat dans la littérature (vide infra).104,117,118 Il semble que les mécanismes à 

l’origine de la PL des CDs soient variés et de nombreux efforts ont été consentis dans le but 

de mieux les comprendre. Il a ainsi été démontré que plusieurs facteurs peuvent influer sur 

les propriétés de PL des CDs. Une distribution non-homogène de la taille des CDs dans un 

échantillon peut induire une dépendance de la longueur d’onde et de l’intensité d’émission 

par rapport à la longueur d’onde d’excitation. Li et al. ont, par exemple, montré l’influence de 

la taille sur la longueur d’onde d’émission de CDs synthétisés par oxydation électrochimique 

en milieu basique de feuilles de graphite (figure 16). Ils ont observé une diminution du gap 

énergétique (HOMO-LUMO) avec l’augmentation du diamètre de la particule, d’où un 

décalage de la longueur d’onde d’émission vers le rouge.119 

 

Figure 16. (A) Images de quatre CDs de taille comprise entre 1,2 et 3,8 nm à la lumière du jour (à 
gauche) et sous lampe UV (à droite). (B) Spectres de PL correspondants : les courbes rouge, noire, verte 
et bleue correspondent aux émissions des CDs bleu, vert, jaune et rouge respectivement. (C) Relation 
entre la taille des CDs et leurs propriétés de PL. (D) Relation entre la taille des CDs et le gap énergétique 
HOMO-LUMO.119 
 

D’autres auteurs ont étudié l’influence de l’agent de passivation introduit à la surface 

des CDs, soit directement au cours de la formation de la particule, soit par post-

fonctionnalisation. En effet, les défauts présents à la surface des CDs agissent comme des 

piégeurs d’excitons (paires électron-trou), ce qui réduit considérablement la recombinaison 
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radiative et diminue ainsi l’efficacité de fluorescence et le rendement quantique des 

particules. Il est donc nécessaire dans certains cas d’enrober celles-ci avec un agent de 

passivation (molécules organiques, inorganiques, polymères) qui va permettre de stabiliser 

ces sites en surface afin de conserver et exacerber les propriétés photo-physiques du CD. Liu 

et al. ont démontré que pour obtenir des CDs fluorescents, il était nécessaire d’ajouter un 

agent de passivation (TTDDA) dans le processus de synthèse.120 De la même manière, ce n’est 

qu’après avoir recouvert la surface de leurs CDs par du PEG ou du PPEI-EI que Sun et al. ont 

pu observer une émission de fluorescence.116 

Plus récemment, il a été démontré que le dopage de CDs avec différents hétéroatomes 

tels que l’azote, le phosphore, le soufre, le bore, etc. permet de modifier les propriétés 

optiques des particules en modulant leur structure électronique. En effet, ces hétéroatomes 

augmentent la densité électronique autour des atomes de carbone voisins et offrent une 

nouvelle voie de recombinaison radiative, permettant ainsi d’augmenter de façon significative 

l’efficacité de fluorescence. Le dopage à l’azote (N-CDs) est très certainement celui qui a été 

le plus étudié. Zhu et al. ont ainsi pu mesurer des rendements quantiques pouvant aller 

jusqu’à 80 % pour des CDs obtenus par pyrolyse d’acide citrique et d’éthylènediamine.121 

Dong et al. ont quant à eux synthétisé des CDs co-dopés à l’azote et au soufre (N,S-CDs) à 

partir d’acide citrique et de L-cystéine.122 Ils ont pu mettre en évidence l’effet synergique de 

ces deux atomes sur les propriétés de fluorescence de leurs CDs (figure 17). 

 

 
 
Figure 17. Représentation schématique du mécanisme de fluorescence pour les O-CDs, N-CDs et 
N,S-CDs.122 

 

Le pH a également été décrit comme ayant un impact sur les propriétés de PL des CDs. 

Par exemple, Zhao et al. ont démontré que l’intensité de fluorescence de CDs préparés par 

oxydation électrochimique de graphite diminue significativement lorsque le pH de la solution 
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est supérieur ou inférieur à une valeur optimale.123 En effet, la protonation ou la 

déprotonation de groupements titrables à la surface des CDs peut changer la distribution 

électronique autour de la particule et, par voie de conséquence, la nature des niveaux 

énergétiques ainsi que le type de transitions électroniques impliquées.124 

Enfin, certains CDs voient leur longueur d’onde d’émission varier en fonction de la 

polarité du solvant (effet solvatochrome). Dans un solvant polaire, les atomes d’azote et 

d’oxygène situés à la surface des CDs vont former des liaisons hydrogène avec les molécules 

de solvant, conduisant ainsi à une stabilisation de l’état excité et à une émission de 

fluorescence décalée vers le rouge.125 

Comme on l’a déjà mentionné à plusieurs reprises, les CDs sont capables de résister 

efficacement au photoblanchiment. Contrairement aux fluorophores organiques et 

inorganiques couramment utilisés, l’intensité de fluorescence des CDs reste constante après 

plusieurs heures d’irradiation.123 Cependant, la récente classification des CDs en fonction de 

leur structure a permis de remettre partiellement en cause cette affirmation et d’apporter 

quelques nuances. Ainsi, Liu et al. ont démontré que les CNDs de structure amorphe étaient 

beaucoup moins stables à la lumière que les CQDs de structure cristalline.126 Il semblerait donc 

que, selon leur structure, les CDs ne possèdent pas les mêmes propriétés de photostabilité.  

• Origines de la PL 

Il est très difficile de définir de manière précise les mécanismes qui gouvernent la PL 

des CDs. Ceci est dû, en partie, au nombre important de méthodes différentes mises en œuvre 

pour la préparation de ces nanoparticules et à la grande variété des précurseurs utilisés. 

Cependant, même si la question fait toujours l’objet d’un important débat, plusieurs 

hypothèses ont été proposées. 

Une première hypothèse, que nous avons déjà évoqué concernant les quantum dots 

(chapitre 1), est que l’origine de la PL des CDs proviendrait d’un effet de confinement 

quantique. Typiquement, lorsqu’un photon est absorbé par une particule présentant des 

propriétés semi-conductrices, un électron de la bande de valence est promu vers la bande de 

conduction, générant ainsi un exciton (paire électron-trou). L’électron excité peut retourner à 

son état fondamental en générant un photon (figure 18A). Les niveaux énergétiques étant 

quantifiés dans le cas de particules de taille nanométrique, la recombinaison des excitons et 

l’émission de fluorescence qui en résultent dépendent à la fois de la nature et de la composition 
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Figure 18. Représentation schématique des différents mécanismes de PL des CDs. (A) Effet de 
confinement quantique. (B) PL résultant de la présence de sites spécifiques en surface capables de 
piéger l’énergie excitonique. (C) PL issue de la superposition de plusieurs fluorophores ou groupements 
fonctionnels.104 

 
de la particule, mais également de sa taille. Ainsi, les CDs dont les propriétés de PL sont 

uniquement dues à un effet de confinement quantique présentent une longueur d’onde 

d’émission indépendante de la longueur d’onde d’excitation. Par la suite, une deuxième 

théorie a été proposée avec la création de niveaux profonds au sein même de la bande 

interdite (bande séparant la bande de valence et la bande de conduction). Ces niveaux 

proviennent de sites en surface (défauts dans la structure, impuretés, groupements 

fonctionnels ou molécules adsorbées) capables de piéger l’énergie excitonique (figure 

18B). Ainsi, les recombinaisons correspondantes conduisent à des énergies plus faibles et 

donc plus probables avec des déplacements de longueurs d’onde vers le rouge et une 

dépendance à la longueur d’onde d’excitation. Enfin, un dernier mécanisme résulte de la 

superposition d’émetteurs individuels (fluorophores ou groupements fonctionnels) 

généralement localisés à la surface des nanoparticules. Les CDs dont les propriétés de PL 

sont gouvernées par ce mécanisme présentent en général une bande d’émission très large 

ainsi qu’une forte dépendance de la longueur d’onde d’émission à la longueur d’onde 

d’excitation (figure 18C). 

Il est donc a priori possible d’établir une corrélation entre la structure des CDs et le 

mécanisme selon lequel leurs propriétés de PL s’expriment. Une structure cristalline (GQDs, 

CQDs) favorisera davantage les mécanismes représentés sur les figures 18A et 18B, tandis 

qu’une structure amorphe (CNDs) s’orientera préférentiellement vers celui indiqué sur la 

figure 18C. On comprend ainsi aisément que le passage de l’une à l’autre forme de CDs par 
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simple modification des conditions de synthèse (température, temps de réaction…) peut 

s’accompagner de propriétés de photoluminescence différentes.127,128 

• PL par conversion ascendante (up-conversion) 

En plus de l’émission de PL conventionnelle, des études récentes ont montré que 

certains CDs pouvaient émettre de la luminescence par conversion ascendante de photon. Ce 

mécanisme diffère d’une émission de PL classique par le fait que la longueur d’onde 

d’émission est plus faible que la longueur d’onde d’excitation (déplacement anti-Stokes) et 

intervient lorsqu’une molécule, ou dans le cas présent une particule, absorbe deux photons 

ou plus dans des longueurs d’ondes proches de l’infrarouge. Cao et al. ont été les premiers à 

observer ce phénomène avec les CDs.129 Ils ont ainsi pu mettre en évidence que des CDs 

produits par ablation laser présentaient une émission de fluorescence dans le visible (458 nm) 

après avoir subi une excitation à deux photons dans le proche infrarouge (800 nm). Nous 

verrons plus loin que cette propriété est particulièrement intéressante pour des applications 

en imagerie médicale. En effet, une absorption de photons d’énergie plus faible réduit 

considérablement le risque d’endommager les cellules et améliore significativement la 

pénétration tissulaire. 

• Transfert d’électrons photo-induits 

Comme nous l’avons déjà expliqué auparavant, lors de l’absorption d’un photon par 

une particule présentant des propriétés semi-conductrices, un électron de la bande de valence 

est promu vers la bande de conduction. La désexcitation résultante peut conduire à une 

recombinaison radiative avec émission d’un photon (cas de la fluorescence) ou non-radiative. 

Le transfert d’électron photo-induit est un processus non-radiatif impliquant une réaction 

d’oxydo-réduction. Ainsi, en présence d’espèces oxydo-réductrices, les CDs peuvent jouer le 

rôle d’accepteurs ou de donneurs d’électrons, conduisant ainsi à une annihilation de leurs 

propriétés de PL (figure 19). Cette caractéristique des CDs a été mise à profit dans la détection 

d’ions ou de molécules, dans des réactions de catalyse et dans la conversion de l’énergie 

lumineuse en électricité (cellules photovoltaïques). 
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Figure 19. Mécanismes de transfert d’électrons photo-induits dans lesquels la nanoparticule joue le 
rôle d’accepteur (à gauche) ou de donneur d’électrons (à droite). 
 

2.4.2. Biocompatibilité et cytotoxicité 

En raison de la nature des précurseurs organiques généralement utilisés pour leur 

synthèse, les CDs sont principalement constitués d’atomes de carbone, d’oxygène et 

d’hydrogène ce qui leur permet d’être solubles dans l’eau, biocompatibles et faiblement 

toxiques. En effet, de nombreuses études ont été menées sur différentes lignées cellulaires 

cancéreuses afin d’évaluer la cytotoxicité des CDs in vitro.123,130 Les résultats obtenus ont 

permis de mettre en évidence que, dans la majorité des cas, la viabilité cellulaire ne diminue 

pas de manière significative au cours du temps et ce, même pour des concentrations élevées 

en CDs. Par ailleurs, des études in vivo ont également été réalisées dans le but d’évaluer le 

potentiel de ces nanoparticules carbonées dans des applications biomédicales.106,131 Aucun 

effet toxique indésirable, aucune réponse immunitaire ou lésion des organes des animaux 

traités n’a été observé aux doses administrées. 

 Toutes ces observations vont dans le même sens et semblent indiquer que les CDs 

présentent une toxicité négligeable et une bonne biocompatibilité, aussi bien in vitro qu’in 

vivo, laissant entrevoir de nombreuses applications possibles en biologie et en médecine. 

2.5. Applications des carbon dots 

Au regard des propriétés physico-chimiques décrites ci-dessus, il n’est pas surprenant 

de constater que les CDs attirent l’attention de plus en plus de groupes de recherche à travers 
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le monde. En effet, ces particules carbonées de taille nanométrique sont présentes dans des 

applications toujours plus nombreuses. Dans cette partie du manuscrit, nous décrirons les 

principaux domaines d’utilisations des CDs en nous appuyant sur quelques exemples et en 

portant une attention toute particulière au domaine médical. 

2.5.1. Les CDs en optoélectronique 

Sous irradiation lumineuse, les CDs sont des semi-conducteurs capables d’émettre de 

la lumière et de jouer le rôle d’accepteur ou de donneur d’électrons. Ces propriétés sont 

particulièrement intéressantes pour des utilisations en optoélectronique.132,133 En effet, les 

CDs peuvent permettre de convertir un signal optique en un signal électrique (cellules solaires) 

et inversement (diodes électroluminescentes). 

De nombreuses études ont porté sur l’utilisation des CDs dans les cellules solaires en 

raison de leurs propriétés physico-chimiques particulières (grande surface spécifique, bonne 

solubilité dans les solvants polaires, nombreux groupements chimiques présents en surface, 

stabilité chimique, forte absorption optique pouvant s’étendre de l’UV jusqu’au proche 

infrarouge), de leur faible coût de production et de leur toxicité négligeable. Les CDs ont par 

exemple été utilisés comme agent de substitution des complexes de métaux lourds 

(complexes au ruthénium notamment) en tant que photo-sensibilisateurs dans les cellules 

solaires (DSCs).134 Cependant, la faible affinité des CDs pour la surface de dioxyde de titane 

assurant la conduction électronique favorise la recombinaison des excitons, limitant de ce fait 

l’efficacité de conversion photo-électrique. De nombreux groupes ont alors développé de 

nouveaux systèmes dans lesquels les CDs sont combinés à des photo-sensibilisateurs 

organiques. Par exemple, Ma et al. ont développé une cellule solaire inspirée de la 

photosynthèse dans laquelle les CDs servent de pont entre la rhodamine B (RhB) et le dioxyde 

de titane. Cette ingéniosité a ainsi permis d’exacerber les propriétés d’absorbance de la 

rhodamine mais également de supprimer la recombinaison des excitons, ce qui améliore de 

manière significative la conversion photo-électrique (figure 20).135 

 
Figure 20. Représentations schématiques 
du transfert électronique de la RhB vers 
le CD (A) et du rôle d’intermédiaire du 
CD permettant la suppression de la 
recombinaison des excitons (B).135 
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 Dans les cellules solaires organiques (OSCs), des CDs ont été principalement utilisés 

pour leur rôle d’accepteur d’électrons, en substitution des fullerènes plus difficiles à 

synthétiser et plus coûteux. La structure en bandes successives de ce type de cellules permet 

d’augmenter considérablement le taux de dissociation des excitons grâce au mécanisme de 

transfert de charge photo-induit à l’interface donneur/accepteur. Li et al. ont ainsi fabriqué 

une cellule solaire organique à partir de CDs (accepteur d’électrons) et d’un polymère 

couramment utilisé dans ces dispositifs, le P3HT (donneur d’électrons).136 Les énergies 

relatives HOMO-LUMO des transporteurs de charges utilisés permettent une meilleure 

dissociation des excitons et le haut degré de graphitisation des CDs améliore leur diffusion à 

travers la couche active. En dépit du fait que l’efficacité de conversion photo-électrique de ces 

cellules reste encore faible (de l’ordre de 1 %) par rapport aux cellules conventionnelles (8-9 %), 

l’utilisation de CDs dans ces dispositifs constitue une alternative prometteuse au C60. 

D’autres études ont permis de mettre à profit les propriétés optoélectroniques des 

CDs dans la conception de diodes électroluminescentes (DELs) bon marché et plus 

respectueuses de l’environnement. Ces nanoparticules carbonées constituent en effet une 

alternative de choix aux métaux et semi-conducteurs traditionnellement utilisés dans ce 

domaine du fait de leur stabilité chimique, de leur rendement quantique élevé, de leur 

résistance au photoblanchiment, de leur faible coût de production et de leur toxicité réduite. 

Par ailleurs, le large spectre d’émission des CDs leur permet également d’intervenir dans la 

conception de DELs blanches, particulièrement importantes pour des applications dans les 

technologies de développement durable grâce à une réduction de la consommation 

électrique, une plus grande durée de vie et une meilleure compacité.  

Ainsi, certaines études ont été basées sur l’utilisation des propriétés de PL des CDs 

dans le but de convertir la couleur des DELs en utilisant les nanoparticules comme 

luminophores. Tang et al. ont par exemple démontré qu’un recouvrement de CDs synthétisés 

à partir de glucose et émettant dans le jaune (510 nm) sur une DEL bleue produit de la lumière 

blanche (figure 21).137 Cependant, l’un des problèmes rencontré avec ce type de système est 

une inhibition de la fluorescence des CDs au cours du temps, induite par des phénomènes 

d’agrégation. Il est en effet nécessaire d’utiliser des films solides de luminophores afin de 

produire des DELs blanches non-dégradables. Certains groupes de recherche, dont celui de 

Rhee, ont ainsi incorporé des CDs dans une matrice polymérique de PMMA qui permet non 

seulement d’avoir un support mécanique mais aussi de disperser efficacement les CDs.138 
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Figure 21. Spectres de luminescence d’une DEL bleue recouverte ou non de CDs (à gauche). 
Photographie d’une DEL recouverte de CDs en appliquant (au centre, en bas) ou non (au centre, en 
haut) une tension. Représentation des coordonnées chromatiques d’une DEL bleue illuminée 
recouverte ou non de CDs (à droite).137 

 
D’autres études ont davantage porté sur l’utilisation des propriétés 

d’électroluminescence intrinsèques des CDs. Les systèmes développés sont basés sur la 

structure en multicouches des diodes électroluminescentes organiques (OLEDs). Une couche 

émissive de CDs est prise en sandwich entre une couche organique permettant le transport 

des trous et une couche organique ou inorganique dont le rôle est de véhiculer les électrons. 

Les transporteurs de charges, électrons et trous issus de la cathode et de l’anode, sont alors 

respectivement injectés dans les bandes de conduction et de valence des CDs. La 

recombinaison résultante permet de générer une radiation lumineuse. Par ailleurs, il a été 

démontré que la nature et l’épaisseur des couches organiques et/ou inorganiques constituant 

le système ainsi que la densité de courant injectée ont une influence sur la couleur émise et 

peuvent ainsi permettre d’obtenir des DELs blanches.139 

2.5.2. Les CDs, photo-catalyseurs de réactions chimiques 

Nous venons de voir que les CDs sont des espèces capables d’intervenir dans la 

conversion de l’énergie solaire en électricité. De nombreuses études ont par ailleurs révélé que 

ces nanoparticules permettent également de catalyser des réactions chimiques sous excitation 

lumineuse.76 En effet, le caractère semi-conducteur des CDs leur permet d’accepter ou de 

donner des électrons et ainsi, de prendre part à de nombreuses réactions d’oxydo-réductions. 

En outre, ces nanoparticules carbonées présentent des propriétés optiques particulièrement 

bien adaptées à l’absorption de l’énergie solaire. Contrairement aux photo-catalyseurs à base 

de métaux lourds semi-conducteurs (TiO2, ZnO, CdS…) couramment utilisés qui présentent une 
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bande interdite large et qui ne peuvent donc bénéficier que de la région UV du rayonnement 

solaire (seulement 4 % de l’énergie totale), les CDs sont capables d’étendre cette région 

spectrale dans la région visible et même jusqu’au proche infrarouge et ce, notamment, grâce à 

leur propriété de PL par voie ascendante. Un dopage de ces nanostructures de semi-conducteur 

par des CDs peut donc permettre d’améliorer l’efficacité de photo-catalyse mais également de 

renforcer la stabilité de l’édifice, d’abaisser son coût et sa toxicité. 

Une des applications de la photo-catalyse est la dépollution des milieux avec la 

dégradation des molécules organiques présentes dans l’air ou dans l’eau. En effet, l’absorption 

de photons permet la production d’espèces oxydantes ou réductrices (HO•, O2
-•) à la surface du 

semi-conducteur, conduisant ainsi à la rupture de liaisons chimiques. Dans ce contexte, Yu et al. 

ont développé un nanocomposite de ZnO dont le dopage par des CDs permet d’améliorer 

significativement la dégradation d’effluents toxiques contenant du benzène et du méthanol.140 

Ils ont ainsi proposé différents mécanismes permettant d’expliquer le rôle crucial des CDs dans 

l’exacerbation des propriétés photo-catalytiques du nanocomposite (figure 22). Dans un 

premier temps, les CDs permettent la dissociation des excitons en piégeant les électrons photo-

induits qui proviennent des particules de ZnO excitées par la lumière visible. Des radicaux 

oxygénés de type O2
-• sont alors produits à la surface des CDs par réduction des molécules de 

O2 adsorbées, tandis qu’à la surface des particules de ZnO, le trou résiduel permet l’oxydation 

de HO- en HO• (figure 22a). Par ailleurs, les propriétés de PL par voie ascendante des CDs 

permettent l’absorption de la lumière émise à des longueurs d’onde proches de l’infrarouge et 

sa conversion en une lumière de plus courte longueur d’onde, avec génération d’excitons au 

niveau des particules de ZnO (figure 22b). Enfin, au cours du processus de dégradation photo-

catalytique du benzène, les interactions p-p entre la structure conjuguée des CDs et le benzène 

favorisent l’adsorption de cette molécule à la surface du nanocomposite.  

 
Figure 22. Représentation schématique des différents mécanismes photo-catalytiques proposés pour 
la dégradation de molécules organiques.140 
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 Dans le contexte énergétique actuel, favorable au développement de nouvelles 

sources d’énergies renouvelables, la photo-catalyse peut jouer un rôle majeur avec la 

production de H2 et O2 à partir de l’eau. Cependant, les photo-catalyseurs actuels souffrent 

d’une faible efficacité et d’une stabilité limitée. Liu et al. ont développé un nanocomposite à 

base de CDs et de nitrure de carbone (CD/C3N4) qui permet une décomposition de l’eau simple 

et efficace, sous irradiation lumineuse (figure 23).141 Leur système met en jeu deux étapes à 

deux électrons dans lesquelles le C3N4 permet, dans un premier temps, la conversion de l’eau 

en H2 et H2O2 à la surface du nanocomposite par photo-catalyse et, dans un deuxième temps, 

les CDs interviennent dans la décomposition du peroxyde d’hydrogène en O2. 

 

 
Figure 23. Représentation schématique du mécanisme de production de H2 et O2 à partir d’un 
nanocomposite CD/C3N4.141 
 

 Les exemples que nous avons vus jusqu’à présent font tous intervenir une coopération 

synergique entre les CDs et une nanostructure inorganique ou organique dans le but 

d’atteindre une activité photo-catalytique. Néanmoins, il a été démontré qu’une telle 

association n’est pas forcément nécessaire. Li et al. ont produit des CDs dont les propriétés de 

transfert d’électrons photo-induits et de PL par voie ascendante ont permis d’oxyder 

sélectivement l’alcool benzylique en benzaldéhyde sous irradiation lumineuse dans le proche 

infrarouge et en présence de H2O2.142 

2.5.3. Les CDs, détecteurs d’espèces chimiques 

Les CDs sont des particules sphériques ou quasi-sphériques de taille nanométrique. Ils 

possèdent donc un rapport surface sur volume important qui leur permet d’interagir 

efficacement avec les espèces chimiques environnantes. Cette interaction peut conduire, dans 
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certains cas, à une modulation des propriétés physico-chimiques de la nanoparticule et, en 

particulier, de ses propriétés optiques. Les CDs sont donc d’excellents candidats pour la 

détection spécifique d’un grand nombre d’espèces chimiques (ions métalliques, anions, 

molécules organiques…).143 

De nombreuses études ont été menées sur le développement de CDs dans le but de 

détecter et de quantifier les ions métalliques (Fe3+, Cu2+, Hg2+, Cr6+, Ag+, etc.) particulièrement 

toxiques pour l’Homme à de fortes doses. Par exemple, Zhang et al. ont démontré que la 

complexation d’ions Fe3+ à la surface de CDs induit une diminution de l’intensité de 

fluorescence lorsque la concentration en ions ferriques augmente.144 Ce phénomène peut 

être attribué à un transfert d’électrons de la bande de conduction du CD vers l’orbitale d de 

Fe3+. D’autre part, Yuan et al. sont parvenus à détecter des ions Hg2+ en solution en faisant 

intervenir un complexe de cuivre lié de manière covalente à la surface des CDs.145 La 

substitution de l’ion Cu2+ par l’ion Hg2+ dans ce système permet en effet de retrouver un signal 

de fluorescence en bloquant le transfert d’électrons photo-induit vers l’ion métallique et, par 

voie de conséquence, la recombinaison non-radiative des excitons. Un dernier exemple met 

en jeu un complexe hybride CD/QDs pour la détection ratiométrique d’ions Cu2+.146 Dans ce 

système, seuls les CDs sont sensibles aux ions Cu2+, du fait de polyamines présentes à leur 

surface et capables de complexer ces ions. Des mécanismes de transfert d’électrons entre les 

CDs et les ions Cu2+ permettent des recombinaisons non-radiatives et une diminution de 

l’intensité de fluorescence à 485 nm. En revanche, l’intensité de fluorescence émise par les 

QDs à 644 nm reste constante. Sous irradiation lumineuse, la couleur de la solution passe donc 

du bleu au rose après ajout d’ions Cu2+ (figure 24).  

 

Figure 24. Détection d’ions Cu2+ par émission duale de fluorescence mettant en jeu un complexe 
hybride CD/QDs. 



Chapitre 2. Les carbon dots 

 – 53 – 

En plus de la détection et de la quantification des ions métalliques par les CDs, de 

nombreuses études ont également porté sur la détection des anions en solution (PO4
3-, S2-, 

CN-, ClO-, etc.). Il a déjà été évoqué que certains ions métalliques, au contact de la surface 

carbonée des CDs, atténuent de manière considérable l’intensité de fluorescence de ces 

particules. Ainsi, la présence d’anions en solution peut permettre un rétablissement progressif 

de l’intensité initiale de fluorescence des CDs grâce à une forte affinité de ces anions pour les 

cations métalliques qui sont ainsi déplacés. Cette méthode a, par exemple, été mise à profit 

par Zhao et al. dans le but de détecter des groupements phosphates.147 En présence d’ions 

Eu3+, les CDs s’agrègent par coordination de ces ions métalliques par les groupements 

carboxylates présents à la surface des nanoparticules carbonées, ce qui conduit à une 

diminution de l’intensité de fluorescence. Lors de l’addition de phosphates en solution, une 

dispersion progressive des particules est observée qui est due à la plus forte affinité des ions 

Eu3+ pour les phosphates et qui s’accompagne d’un rétablissement de l’intensité initiale de 

fluorescence. 

Enfin, de très nombreux groupes de recherche se sont penchés sur le développement 

de CDs pour la détection d’une très grande variété de molécules et de biomolécules dont 

certaines d’entre elles interviennent dans des mécanismes essentiels à la vie des organismes 

vivants. Il est donc d’un intérêt certain de pouvoir les détecter et les quantifier le plus 

précisément possible. De la même manière que dans l’exemple vu précédemment, Lv et al. se 

sont basés sur les fortes interactions entre les ions métalliques et certaines molécules dans le 

but de rétablir l’intensité initiale de fluorescence des CDs.148 Ainsi, en présence de glutathion, 

les ions Cu2+ situés à la surface des CDs vont former préférentiellement des interactions avec 

les atomes de soufre de l’analyte, ce qui va permettre la restauration du signal de fluorescence 

des nanoparticules. D’autre part, Shi et al. se sont inspirés de la forte affinité entre l’acide 

borique et le glucose dans le but de concevoir un système capable de reconnaître 

sélectivement ce sucre.149 En effet, les CDs synthétisés à partir d’acide phénylboronique 

s’agrègent lorsque la concentration en glucose augmente, ce qui conduit à une diminution 

progressive de l’intensité de fluorescence (figure 25). Des mécanismes similaires 

interviennent dans la détection de nombreuses biomolécules (hémoglobine, ADN, etc.) par les 

CDs.150,151 
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Figure 25. Représentation schématique de la synthèse de CDs à partir d’acide phénylboronique, le 
mécanisme de détection du glucose et les spectres de fluorescence des CDs pour différentes 
concentrations en glucose.149 
 

2.5.4. Les CDs dans le domaine biomédical 

Comme on l’a déjà mentionné à plusieurs reprises, les CDs sont des particules 

sphériques de taille nanométrique, solubles dans l’eau, biocompatibles et faiblement 

toxiques, dont les propriétés de photoluminescence intrinsèques laissent entrevoir de 

nombreuses applications dans le domaine biomédical et notamment en imagerie. 

L’abondance de groupements chimiques à la surface de ces nanoparticules carbonées en fait 

des plateformes facilement modifiables par synthèse pour des applications de vectorisation 

de biomolécules et/ou d’agents thérapeutiques vers des cibles spécifiques. Enfin, certains CDs 

peuvent posséder une activité thérapeutique intrinsèque sous irradiation lumineuse. Ces 

différentes applications potentielles dans le domaine biomédical sont discutées ci-après. 

2.5.4.1. Les CDs en imagerie médicale 

Dans le domaine de l’imagerie en biologie, les nanocristaux de matériaux semi-

conducteurs ou quantum dots (cf. chapitre 1) occupent une place de choix du fait de leurs 

propriétés intrinsèques de photoluminescence (spectres d’excitation larges, spectres 

d’émission étroits et couvrant toute la gamme spectrale, intensité lumineuse importante, 

stabilité chimique, grands déplacements de Stokes, résistance au photoblanchiment) bien 

supérieures à celles des fluorophores organiques couramment utilisés. Cependant, la 

libération de cations de métaux lourds dans un organisme vivant s’avère extrêmement 

problématique en termes de toxicité et ne peut être que partiellement maîtrisée par une 



Chapitre 2. Les carbon dots 

 – 55 – 

modification de la surface de ces particules. En effet, ces modifications sont souvent instables 

dans le temps et toute alternative à l’utilisation de métaux lourds pour fabriquer des quantum 

dots revêt un intérêt évident. Dans ce contexte, la récente découverte des CDs qui combinent 

à la fois les propriétés de photoluminescence des semi-conducteurs, une bonne 

biocompatibilité et une faible toxicité, a attiré l’attention d’un grand nombre de chercheurs 

dans le but d’étudier et d’exploiter le potentiel qu’ils peuvent offrir en imagerie.  

L’observation des CDs par imagerie de fluorescence dans des cellules en culture 

permet, d’une part, de suivre l’internalisation des nanoparticules et, d’autre part, de les 

localiser dans les différents compartiments cellulaires. Bien que le mécanisme exact 

d’internalisation cellulaire des CDs ne soit pas encore parfaitement élucidé, il est admis que 

ces nanoparticules pénètrent dans les cellules principalement par endocytose. De 

nombreuses études ont ainsi permis de situer les CDs principalement au niveau de la 

membrane plasmique et dans le cytoplasme de la cellule (figure 26).152–154 Néanmoins, Yang 

et al. ont conçu un système dans lequel les CDs sont conjugués à un peptide qui facilite la 

pénétration à travers les pores nucléaires.155 De la même manière, il a été démontré que la 

fonctionnalisation des CDs par des ligands spécifiques (acide folique, transferrine, etc.) permet 

d’induire une reconnaissance sélective par des récepteurs surexprimés à la surface des 

cellules cancéreuses, témoignant ainsi du fort potentiel de ces nanoparticules dans le 

diagnostic médical.156,157 

 

 

Figure 26. Images de microscopie confocale de cellules incubées par des CDs. (A) À la lumière du jour. 
(B) Sous excitation lumineuse (460-480 nm).153 
 

Du fait de son incroyable sensibilité, l’imagerie par fluorescence est particulièrement 

efficace à l’échelle moléculaire ou cellulaire. Elle nécessite cependant quelques ajustements 

pour une utilisation optimale sur des organismes vivants. En effet, l’imagerie par fluorescence 
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in vivo impose des contraintes à l’utilisateur du fait de la présence sur le trajet optique de 

nombreux éléments biologiques, responsables de l’absorption et de la diffusion du 

rayonnement lumineux (d’excitation et d’émission). De ce fait, une perte importante 

d’intensité du signal de fluorescence est observée. Un autre problème majeur rencontré dans 

ce type d’imagerie est l’auto-fluorescence (ou fluorescence naturelle) émise par de 

nombreuses structures biologiques présentes dans les fluides et les tissus, et qui engendre 

une diminution importante du contraste de l’image. Pour pallier ces difficultés, la stratégie 

communément utilisée consiste à se placer dans une fenêtre spectrale située principalement 

dans le proche infra-rouge (650-900 nm). En effet, à de telles longueurs d’ondes, l’absorption 

du rayonnement par les tissus vivants est relativement faible (figure 27). Par ailleurs, lorsque 

les longueurs d’ondes d’excitation et d’émission augmentent, la lumière est nettement moins 

diffusée ce qui permet une plus grande sensibilité et une pénétration tissulaire qui peut aller 

jusqu’à plusieurs centimètres. Dans cette fenêtre spectrale, on échappe également à l’auto-

fluorescence qui se manifeste principalement dans la gamme allant de 300 à 600 nm. Enfin, 

les longueurs d’ondes situées dans le proche infra-rouge sont peu énergétiques et présentent 

donc moins de risques pour les cellules et tissus biologiques. 

 
Figure 27. Coefficients d’absorption de différents tissus organiques en fonction de la longueur d’onde.158 
 

La très grande majorité des CDs produits à ce jour présentent des longueurs d’ondes 

d’absorption et d’émission dans la région de l’UV ou du visible. De nombreux efforts ont donc 

été menés dans le but de décaler ces longueurs d’ondes vers le proche infra-rouge. Ainsi, Hu 

et al. ont été les premiers à proposer une méthode permettant de moduler l’émission de PL 
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des CDs sur toute la gamme du visible (400-710 nm) en faisant varier les conditions 

réactionnelles dans lesquelles ils sont préparés.159 Cependant, l’efficacité de fluorescence des 

nanoparticules obtenues est relativement faible (rendements quantiques de l’ordre de 6 %). 

Plus récemment, Ding et al. ont développé des CDs synthétisés à partir d’acide citrique et 

d’éthylènediamine dans le formamide, présentant un rendement quantique de 53 % et dont 

les propriétés de PL (lém. = 627 nm ; lexc. = 564 nm) se rapprochent de la fenêtre spectrale 

optimale pour les applications en imagerie médicale.160 Enfin, un dernier exemple porte sur 

des CDs dont la synthèse a été réalisée à partir de glutathion et de formamide, et qui 

présentent des caractéristiques de PL remarquables.161 En effet, ces nanoparticules sont 

capables d’émettre de la fluorescence dans le proche infra-rouge (lém. = 683 nm) par 

absorption bi-photonique, ce qui réduit de moitié l’énergie du photon incident et permet ainsi 

de déplacer la longueur d’onde d’excitation (lexc. = 850 nm). 

Bien que les CDs aient été initialement développés pour leurs propriétés optiques 

intrinsèques dans le but de constituer une alternative viable aux quantum dots, il est 

important de souligner que la tendance actuelle évolue vers le développement d’agents 

multimodaux qui combinent les avantages de différentes techniques d’imagerie. Ainsi, des 

CDs photoluminescents ont récemment été modifiés pour offrir également du contraste en 

imagerie par résonance magnétique (IRM), avec l’intention de proposer des outils qui 

présentent à la fois une grande sensibilité, une très bonne résolution spatiale et une 

pénétration tissulaire importante. Une telle plateforme a été développée pour la première 

fois par Bourlinos et al., par décomposition thermique d’un sel organique en présence d’un 

complexe de gadolinium (III).162 Les CDs obtenus ont montré des propriétés de PL 

intéressantes sous irradiation lumineuse, un temps de relaxation T1 important et comparable 

à celui du Gadovist® (un agent de contraste commercial pour l’IRM), une bonne solubilité dans 

l’eau et une faible toxicité. Par ailleurs, une autre étude a permis de mettre en évidence 

qu’une substitution du gadolinium par de l’oxyde de fer dans la préparation des CDs permet 

également une utilisation de ces constructions comme agent de contraste en IRM.163 

Il est également possible de combiner les propriétés de PL des CDs avec d’autres 

techniques d’imagerie. C’est le cas par exemple de l’imagerie photo-acoustique qui est basée 

sur la génération d’ultrasons par une particule soumise à une irradiation laser. Wu et al. se 

sont ainsi basés sur la capacité de leurs CDs à absorber la lumière dans le proche infra-rouge 

dans le but de concevoir une image photo-acoustique de ganglions lymphatiques in vivo.164 
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2.5.4.2. Les CDs, agents théranostiques 

L’utilisation des CDs en médecine ne se limite pas uniquement à des applications en 

imagerie pour le diagnostic médical. Ces nanoparticules peuvent également être utilisées en 

tant que vecteurs de principes actifs et ainsi permettre la libération contrôlée d’agents 

thérapeutiques au sein de cibles spécifiques. La présence de très nombreux groupements 

chimiques à la surface des CDs permet en effet une interaction simple et efficace avec une 

grande variété de molécules et biomolécules à visée thérapeutique. D’autre part, le rapport 

surface sur volume important des CDs leur offre la possibilité de charger de grandes quantités 

de principes actifs, d’accroître leur concentration au niveau des sites d’intérêts et de réduire 

considérablement les effets secondaires indésirables liés à leur toxicité intrinsèque, 

améliorant de ce fait l’efficacité thérapeutique du traitement. 

Ainsi, de nombreuses équipes se sont penchées sur l’étude du potentiel que peuvent 

présenter les CDs pour véhiculer et délivrer de grandes quantités de molécules 

anticancéreuses au sein de cibles spécifiques. L’association drogue-CD peut se faire de 

manière covalente, en faisant le plus souvent intervenir des liaisons peptidiques, ou de 

manière non-covalente par l’intermédiaire de liaisons p-p, d’interactions électrostatiques ou 

de liaisons hydrogènes. Ainsi, Zheng et al. ont développé une plateforme théranostique à 

partir de CDs et d’oxaliplatine en utilisant un couplage chimique (EDC/NHS).165 Les résultats 

obtenus ont démontré que ce système intègre à la fois les propriétés optiques des CDs et les 

performances thérapeutiques de l’oxaliplatine. Par ailleurs, pour une efficacité thérapeutique 

optimale, il est parfois nécessaire de fonctionnaliser les CDs avec des ligands spécifiques dans 

le but d’atteindre différents compartiments cellulaires. En effet, de nombreuses molécules 

anticancéreuses ne possèdent une activité thérapeutique efficace qu’au sein de certains 

organites. Dans ce contexte, Yang et al. ont couplé leurs CDs à un segment peptidique qui 

permet de franchir la membrane nucléaire dans le but de délivrer de manière efficace la 

doxorubicine, un agent intercalant de l’ADN, dans le noyau.166 Les résultats obtenus ont 

confirmé, d’une part, que l’activité anticancéreuse de la plateforme théranostique est bien 

supérieure à celle de la doxorubicine non-conjuguée et, d’autre part, que les CDs dopés sont 

principalement localisés dans le noyau. De la même manière, une fonctionnalisation des CDs 

par des ligands spécifiques des cellules cancéreuses (acide folique, transferrine) permet une 

discrimination efficace par rapport aux cellules saines et une efficacité thérapeutique 
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renforcée. Les propriétés optiques intrinsèques des nanoparticules produites sont, en outre, 

conservées et permettent un suivi par imagerie de fluorescence.167,168 

Un autre aspect de la vectorisation des principes actifs où les propriétés des CDs 

présentent un intérêt particulier se rapporte à la thérapie génique. En effet, la découverte de 

ces derniers a permis le développement d’une nouvelle classe de vecteurs non-viraux pour la 

délivrance de gènes. Liu et al. ont ainsi été les premiers à développer de tels vecteurs.169 Ils 

ont notamment mis en évidence le rôle crucial du polyéthylèneimine (PEI) dans leur 

construction qui permet, à la fois, de passiver la surface des CDs et ainsi d’augmenter 

considérablement l’intensité de fluorescence de ces particules, de complexer l’ADN par 

l’intermédiaire d’interactions électrostatiques entre les amines, chargées positivement, 

situées à la surface de la particule et les groupements phosphates, chargés négativement, de 

l’acide nucléique et, enfin, de libérer l’information génétique dans la cellule par échappement 

endosomal de l’acide nucléique grâce au phénomène d’éponge à protons.170 Les travaux 

réalisés montrent un suivi efficace de l’internalisation cellulaire des complexes CD/ADN par 

fluorescence, une efficacité de transfection in vitro comparable à celle d’un agent de 

transfection standard (bPEI25k) et une toxicité réduite. De nombreuses autres études ont 

alors porté sur le potentiel de ces nanoparticules carbonées dans la vectorisation d’ADN mais 

aussi de siARN, in vitro sur différentes cultures cellulaires et in vivo chez la souris et le rat, 

notamment.171,172 

Au regard des dernières avancées dans le développement de plateformes 

théranostiques à base de CDs et du fort potentiel de ces nanoparticules en chimiothérapie et 

en thérapie génique, l’idée de concevoir de nouveaux systèmes permettant la co-délivrance 

d’acides nucléiques et de molécules anticancéreuses émerge progressivement. À ce jour, 

Wang et al. sont les seuls à avoir développé des CDs amphiphiles qui permettent la 

vectorisation d’ADN, de siARN et de doxorubicine.173 Ces travaux avant-gardistes laissent 

entrevoir de nouvelles perspectives dans l’utilisation des CDs pour des applications en combo-

thérapie. 

Enfin, en parallèle des plateformes théranostiques vues jusqu’à présent et dans 

lesquelles les CDs assurent le transport de principes actifs vers des cibles spécifiques, d’autres 

peuvent également présenter une activité thérapeutique intrinsèque. En effet, certains CDs 

sont capables de convertir l’énergie lumineuse en chaleur (activité photo-thermique) et/ou 

en production de radicaux libres et d’espèces oxygénées cytotoxiques (activité photo-
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dynamique), induisant ainsi la mort cellulaire par ablation photo-induite (figure 28). Ces 

nanoparticules théranostiques de nouvelle génération permettent ainsi de réduire 

significativement la complexité des différents systèmes vus précédemment qui nécessitent 

généralement de nombreuses étapes de synthèse et de purification. Dans ce contexte, Ge et 

al. sont parvenus à développer des CDs présentant des propriétés théranostiques intrinsèques 

tout-à-fait fascinantes.174 En effet, les nanoparticules carbonées obtenues sont capables 

d’absorber la lumière sur toute la gamme du visible (400-700 nm) et d’émettre de la 

fluorescence dans le proche infra-rouge ce qui est, comme nous l’avons vu plus haut, essentiel 

pour de l’imagerie in vivo. Par ailleurs, ces CDs sont également capables de générer de 

l’oxygène singulet (1O2) et de la chaleur sous irradiation laser à 635 nm. 

 

 

 

 

Figure 28. Représentation schématique des propriétés théranostiques intrinsèques des CDs. Sous 
irradiation laser, les CDs sont capables d’émettre de la fluorescence pour de l’imagerie in vivo mais 
également de convertir cette énergie dans la production d’espèces chimiques réactives et/ou en 
chaleur.175 

 

 Ainsi, compte tenu de leurs propriétés extraordinaires et de leurs applications toujours 

plus nombreuses, les CDs attirent une attention grandissante des groupes de recherches à 

travers le monde et font l’objet d’études de plus en plus poussées. Cet incroyable engouement 

qu’ils suscitent se traduit par une évolution exponentielle du nombre de publications depuis 

leur découverte fortuite en 2004 (50 publications en 2010, près de 400 en 2014 et plus de 

5000 à ce jour).
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3.1. Contexte et objectifs 

L’émergence et la part de plus en plus importante des nanotechnologies dans notre 

environnement et notre quotidien suscitent de nombreuses interrogations et inquiétudes 

concernant les effets toxiques à plus ou moins long terme que les nanoparticules pourraient 

avoir sur notre santé. De nombreuses études ont ainsi démontré qu’en fonction de leurs 

caractéristiques physico-chimiques, elles peuvent déclencher ou aggraver un certain nombre 

de pathologies respiratoires.96 Ceci est directement lié au mode d’exposition, les 

nanoparticules en suspension dans l’air étant principalement absorbées par inhalation. Il est 

ainsi primordial d’établir un cadre réglementaire strict d’utilisation de ces nanoparticules et, 

donc, de connaître les risques et les dangers potentiels qu’elles peuvent faire peser sur la 

santé. L’étude de ces risques s’avère d’autant plus nécessaire que ces nanoparticules sont 

produites en recherchant des propriétés nouvelles et spécifiques et sont, le plus souvent, 

incomplètement caractérisées. 

Dans ce contexte, notre objectif a été de développer un système modèle de 

nanoparticules nous permettant un contrôle précis de différents paramètres structuraux tels 

que la taille, la charge et la chimie de surface, et de les échantillonner sur une gamme 

suffisamment large pour permettre la mise en œuvre d’une étude toxicologique robuste et 

identifier les déterminants structuraux qui sont véritablement à l’origine de la toxicité des 

nanoparticules. La taille, la charge et la chimie de surface sont en effet des caractéristiques 

qui peuvent a priori déterminer la réactivité de surface des nanoparticules, c’est-à-dire leur 

capacité à interagir avec leur environnement immédiat. Elles sont donc susceptibles de 

conditionner l’interaction des nanoparticules avec les milieux biologiques, et notamment avec 

les protéines du milieu qui s’adsorbent rapidement pour former la “protein-corona”176,177 et 

les surfaces cellulaires, au point de modifier leur devenir (adressage, élimination…) dans 

l’organisme ou à l’échelle de la cellule, mais également leur toxicité. Par ailleurs, à notre 

connaissance, aucune étude détaillée parue dans la littérature n’a fait état d’une possible 

relation entre la structure et l’activité toxicologique des carbon dots. Les particules que j’ai pu 

générer au cours de ce travail ont été caractérisées finement et certaines ont été 

sélectionnées afin de constituer un échantillonnage large et représentatif. Celui-ci a fait l’objet 

d’une évaluation des caractéristiques toxicologiques (tests MTT et LDH) et de la 
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biocompatibilité (mesure de différents paramètres liés à l’inflammation) de chacun des 

éléments, in vitro, sur différentes lignées cellulaires humaines, et in vivo, chez la souris. 

3.2. Optimisation de la purification des CDs 

Avant de nous lancer dans la description des différents CDs composant cette librairie 

et de leurs propriétés physico-chimiques diverses, nous allons nous focaliser quelques instants 

sur une étape particulièrement importante du processus de préparation des nanoparticules, 

leur purification. En effet, dans la très grande majorité des publications concernant les carbon 

dots, très peu d’informations sont fournies sur les modalités de purification, la pureté des 

échantillons obtenus ou encore sur les quantités de matériels produits (rendements). Ainsi, 

dans le cadre de cette thèse, un gros travail a été réalisé dans ce sens afin d’obtenir des 

particules d’une grande pureté. Cela est particulièrement essentiel pour nos travaux étant 

donné que les particules synthétisées feront toutes l’objet d’études toxicologiques ou de 

transfection (que nous détaillerons dans le chapitre suivant), et que toute contamination de 

l’échantillon pourrait conduire à une mauvaise interprétation des données récoltées. 

Dans cette optique, différentes méthodes de purification des carbon dots ont donc été 

testées, telles que la chromatographie sur gel de silice, la chromatographie par échange 

d’ions, la chromatographie d’exclusion stérique et la dialyse. Il s’est avéré que cette dernière 

méthode, la plus utilisée dans la littérature pour la purification des carbon dots, permet de 

fournir les résultats les plus concluants et d’obtenir des suspensions de particules dans 

lesquelles la quasi-totalité des réactifs de départ n’ayant pas réagi sont éliminés. En effet, la 

dialyse est une méthode de purification basée sur la diffusion des molécules à travers une 

membrane polymérique perméable ou semi-perméable, selon un gradient de concentration. 

En fonction de la limite d’exclusion ou “cut-off” de cette membrane, certaines molécules (les 

plus petites) pourront la traverser et ainsi être éliminées du sac de dialyse, tandis que d’autres 

(les plus grosses) resteront piégées à l’intérieur. Il est important de noter que le “cut-off” de 

la membrane est donnée par le fournisseur, à titre indicatif, pour des protéines globulaires. 

Aussi, toute correspondance avec des nano-objets de nature différente peut être hasardeuse. 

Quoiqu’il en soit, les particules carbonées dont la taille est supérieure au “cut-off” 

membranaire seront retenues à l’intérieur du sac de dialyse, alors que les différents fragments 

moléculaires résiduels n’ayant pas réagi et les plus petites particules seront exclus. 
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Afin de maîtriser au mieux la purification des nanoparticules par dialyse, nous avons 

dans un premier temps caractérisé la cinétique des dialyses des différents réactifs mis en jeu 

dans la fabrication des carbon dots (acide citrique, PEI, PEG...), en fonction du “cut-off” de la 

membrane et du milieu de dialyse. Les données récoltées ont ainsi permis d’optimiser notre 

méthode de purification pour chaque particule en éliminant le maximum de molécules 

résiduelles en un minimum de temps. Ceci nous a également permis d’améliorer le rendement 

de nos préparations, en optimisant la perte des plus petites nanoparticules. Les résultats 

acquis au cours de ces études ont montré que les petites molécules organiques, i.e. hors 

molécules polymériques (PEI ou PEG), sont efficacement éliminées du sac de dialyse au bout 

de 24 heures en utilisant un “cut-off” membranaire de 100-500 Da. En revanche, comme le 

montre la figure 29, la dialyse du bPEI600 (polyéthylèneimine branché de poids moléculaire 

600 Da) sur une membrane de 1000 Da est beaucoup plus efficace que sur une membrane de 

100-500 Da (4-5 % de PEI résiduel contre 13-14 %, respectivement). Par ailleurs, la dialyse s’est 

révélée plus difficile à mettre en œuvre pour l’élimination du bPEI25k puisque moins de 70 % 

du polymère est éliminé après 24 heures de dialyse sur une membrane présentant un “cut-

off” de 3500 Da. Des temps de dialyse plus longs et/ou des “cut-off” membranaires plus 

importants sont donc nécessaires pour éliminer efficacement ce polymère de haut poids 

moléculaire. L’utilisation d’une membrane avec un “cut-off” plus élevé pose cependant le 

problème de la rétention efficace des nanoparticules dans le sac de dialyse, un “cut-off” de 

40 kDa correspondant théoriquement à une taille de pores de l’ordre de 5 nm, conduirait à la 

 
 

Figure 29. Élimination du PEI par dialyse. Des PEI ramifiés de différents poids moléculaires (25 kDa et 
600 Da) et des membranes avec différents “cut-off” ont été utilisées. La quantité de PEI résiduel dans 
le sac de dialyse a été déterminé par dosage RMN d’échantillons prélevés au cours du temps. 
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perte des nanoparticules les plus petites. D’autre part, les courbes de décroissance du PEI 

résiduel ci-dessus ont pu être obtenues à partir de l’analyse de spectres de RMN de 

prélèvements réalisés à différents temps, provenant d’un même échantillon et en ne 

changeant pas les eaux de dialyse, si bien que les données collectées fournissent des 

informations sur la vitesse d’élimination du PEI au cours du temps. Ainsi, dans les premières 

heures de dialyse, le différentiel de concentration entre l’intérieur et l’extérieur du sac de 

dialyse est important, ce qui induit une élimination rapide du PEI et se traduit par une forte 

pente de la courbe. Au cours du temps, ce gradient de concentration diminue, d’où un 

écrasement de la courbe. Les résultats obtenus au cours de ces expériences donnent donc une 

indication sur les quantités maximales de PEI résiduel dans le sac de dialyse. Des 

remplacements fréquents du milieu contre lequel est effectué la dialyse permettront de 

réduire davantage la quantité de molécules résiduelles dans l’échantillon. Les cinétiques de 

dialyse de différents poly(éthylène glycol) (PEG550, PEG2000 et PEG5000) ont également été 

mesurées et ont permis de mettre en lumière que cette méthode de purification n’est efficace 

que pour le PEG le plus court de cette série (PEG550), pour lequel près de 90 % du matériel est 

éliminé au bout de 24 heures sur une membrane présentant un “cut-off” de 1000 Da. Pour les 

PEG plus longs (PEG2000 et PEG5000), des pertes importantes de matériel ont été constatées en 

faisant le bilan des masses en fin de dialyse (quantité de matériel recueillie à l’intérieur et à 

l’extérieur du sac) et ce, même en utilisant des “cut-off” membranaires pouvant aller jusqu’à 

14 kDa. Cela suggère qu’une grande partie de ces molécules polymériques s’adsorbent sur la 

membrane au cours de la dialyse, obstruant peut-être les pores de cette dernière et 

empêchant de ce fait que d’autres molécules sortent du sac. 

Enfin, il est important de prendre du recul par rapport à ces résultats, obtenus avec les 

réactifs utilisés pour la synthèse des CDs. En effet, au cours de la réaction de pyrolyse 

impliquant ces molécules, des réactions de polymérisation et/ou de fragmentation ont lieu et, 

donc, les impuretés à éliminer et leurs cinétiques de dialyse peuvent être différentes de celles 

des réactifs de départ. 

En définitive et au regard des résultats acquis au cours de ces études préliminaires, un 

protocole standard de purification de nos nanoparticules carbonées a été établi. Ainsi, pour 

tous les CDs produits au cours de cette thèse, la durée de dialyse (24 heures) ainsi que le 

rythme du changement du milieu de dialyse (à 1, 3 et 7 heures) ont été rigoureusement 

respectés. Seul le “cut-off” de la membrane utilisée a pu varier, en fonction des réactifs mis 
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en jeu. En effet, lorsque les CDs ont été produits à partir de petites molécules organiques, un 

“cut-off” de 100-500 Da a été utilisé, tandis que pour des CDs préparés à partir de molécules 

polymériques de type bPEI600 ou PEG550, un “cut-off” de 1000 Da a été sélectionné. Enfin, 

pour des particules produites à partir de PEG plus longs (PEG2000 et PEG5000), la purification par 

dialyse n’a pas permis d’éliminer de manière satisfaisante les résidus et une extraction liquide-

liquide (CH2Cl2/HCl 0,1N) a été privilégiée. 

3.3. Optimisation des conditions de caractérisation des CDs 

Dans le but de fournir au mieux une représentation fiable et précise des différentes 

caractéristiques physico-chimiques de chacun des CDs composant notre librairie de 

nanoparticules, une optimisation et une standardisation des conditions de caractérisation de 

ces particules ont été nécessaires. Ainsi, le protocole de mesure, la concentration de 

l’échantillon ou encore le pH du milieu dans lequel sont effectuées ces mesures sont autant 

de paramètres expérimentaux sur lesquels notre attention s’est portée pour la détermination 

de la taille et de la charge des CDs par DLS. 

 En premier lieu, de nombreuses mesures de tailles ont été réalisées sur différents 

échantillons et ont permis de mettre en évidence d’une diminution significative du nombre 

d’agrégats lorsque les mesures de tailles sont réalisées après une mesure de potentiel 

zêta. Ce phénomène peut s’expliquer par le fait qu’au cours de la détermination de la 

mobilité électrophorétique d’une particule, des forces de cisaillement sont exercées 

permettant ainsi aux nano-objets de se désagréger, le cas échéant. Par ailleurs, il est bien 

documenté que la présence d’une faible quantité de “grosses” particules (100 nm) dans 

un échantillon suffit à masquer totalement les particules les plus petites (20 nm) (figure 

30).178 Ceci provient du fait que, selon l’approximation de Rayleigh, l’intensité de la lumière 

diffusée par une particule est proportionnelle à son diamètre élevé à la puissance 6. En 

conséquence, un protocole de mesure a été mis en place dans lequel plusieurs mesures 

de taille et de potentiel zêta sont réalisées alternativement sur les échantillons. En 

général, au bout de trois cycles de mesures, la mesure de la taille des échantillons atteint 

un palier et reste stable. 
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Figure 30. Résultats de mesures de DLS réalisées sur un échantillon de nanoparticules de 20 nm dans 
lequel on a introduit une quantité croissante de particules de 100 nm.178 
 

Dans le but de déterminer les conditions optimales de mesures et assurer, par la même 

occasion, une meilleure reproductibilité de nos résultats, nous avons étudié l’influence de la 

concentration de nos échantillons sur les mesures par DLS. Les résultats obtenus ont ainsi 

démontré une forte dépendance de la taille et du potentiel zêta des particules. En effet, 

comme le montre la figure 31, une dilution de l’échantillon conduit, de manière surprenante, 

à une augmentation exponentielle de la taille ainsi qu’à une diminution significative du 

potentiel zêta des particules. Cet effet a déjà été rapporté dans la littérature et a été imputé 

à la présence de « poussières » dans l’échantillon qui altèrent d’autant plus la mesure que 

celui-ci est dilué.179 Compte tenu de ces observations, nous avons décidé d’effectuer toutes 

nos mesures en DLS sur des échantillons à une concentration fixe de 1,0 mg/mL, ce qui nous 

a semblé être un compromis acceptable pour acquérir des données fiables sur les carbon dots 

en termes de taille et de potentiel zêta. 
 

 

Figure 31. Mesures de la taille (à gauche) et du potentiel zêta (à droite) d’un échantillon de CDs en 
fonction de la concentration. 
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Enfin, pour une meilleure caractérisation des propriétés physico-chimiques des CDs en 

milieu biologique, toutes les mesures de taille et de potentiel zêta ont été réalisées à pH 

physiologique (pH 7,4). En effet, il est important de le souligner ici, en raison du fait que la très 

grande majorité des publications portant sur les CDs ne donnent aucune indication sur le pH 

auquel les mesures ont été réalisées. Or, ce paramètre influe grandement sur la stabilité 

colloïdale des particules en solution, si bien qu’en fonction du pH et de la chimie de surface 

de la particule, ses caractéristiques de tailles et de charges peuvent varier considérablement, 

surtout lorsque la surface de la nanoparticule présente des groupements ionisables, comme 

des amines ou des acides carboxyliques. Ainsi, la quasi-totalité des particules avec lesquelles 

nous avons travaillé tout au long de cette thèse sont en réalité des petits agrégats de 

particules, qui présentent donc des tailles supérieures à celles qui sont le plus souvent 

rapportées dans la littérature (< 10 nm). En milieu plus acide (pH 3-4), les CDs cationiques sont 

plus fortement chargés et, donc, jouissent d’une meilleure stabilité colloïdale. Ceci a 

régulièrement été constaté avec nos particules qui, dans ces conditions, présentent des 

diamètres hydrodynamiques qui sont mesurés entre 5 et 10 nm. 

3.4. Échantillonnage des CDs 

Pour générer des carbon dots avec une grande diversité de propriétés, nous avons 

utilisé des approches “bottom-up” permettant de construire les nanoparticules à partir de 

précurseurs moléculaires. Nous avons employé des sources de carbone variées (acide citrique, 

citrates divers, glucose…) ainsi que divers additifs et/ou agents de passivation (oligoamines, 

poly(éthylène glycol), acides minéraux…) pour moduler les propriétés des nanoparticules 

(taille, charge, chimie de surface, fluorescence…). Nous avons également mis en œuvre 

différentes modalités de réaction (réactions solvothermales à pression atmosphérique et sous 

haute pression, pyrolyse sous irradiation micro-onde à pression atmosphérique et sous haute 

pression en conditions solvothermales, pyrolyse à pression atmosphérique sous chauffage 

“conventionnel”). Pour augmenter encore la diversité structurale des nanoparticules 

produites, certains des carbon dots ainsi préparés ont fait l’objet de post-fonctionnalisations 

spécifiques, notamment pour en moduler la charge et la chimie de surface (figure 32). Cette 

démarche nous a ainsi permis de produire une grande variété de nanoparticules avec des 

propriétés échantillonnées conformément à nos objectifs (figure 33). 
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Figure 32. Voies de synthèses étudiées pour la préparation des nanoparticules carbonées. Les carbon 
dots ont été synthétisés “de novo”, en une étape (voie de gauche) ou ont été élaborés à partir d’une 
nanoparticule générique qui a ensuite fait l’objet d’une étape de post-fonctionnalisation (voie de 
droite). 
 

 
 
Figure 33. Sélection de quelques éléments représentatifs de la chimiothèque de carbon dots 
constituée au cours de ce travail et utilisés ultérieurement pour des études toxicologiques. 

3.4.1. CDs synthétisés selon la voie “de novo” 

Une première approche, dite “de novo”, a permis de concevoir des particules 

carbonées de taille nanométrique, aux propriétés physico-chimiques modulables, en une 

seule étape (figure 32, voie de gauche). Elle implique la pyrolyse d’une source carbonée, en 

l’occurrence l’acide citrique, en présence de différents composés aminés jouant le rôle 
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d’agent de passivation. D’après la littérature, les agents de passivation sont notamment 

utilisés afin de moduler les propriétés photo-physiques des CDs obtenus. Dans le cadre de 

notre étude, l’utilisation de différents agents de passivation vise principalement à produire 

des particules qui présentent une chimie de surface variée : amines primaires, secondaires ou 

tertiaires (espèces cationiques titrables), ammoniums quaternaires (espèces cationiques non-

titrables), alcools (groupements hydrophiles neutres), carboxylates (espèces anioniques 

titrables), phosphates (espèces anioniques non-titrables, tout du moins dans une gamme de 

pH physiologiquement relevante), des groupements alkyles (hydrophobes) ou encore des 

chaînes poly(éthylène glycol) (“furtives”). De nombreuses études ont donc été réalisées afin 

de rendre compte de l’influence de différents paramètres structuraux sur les propriétés 

physico-chimiques des CDs. 

3.4.1.1. Influence des conditions d’activation 

Une première étude a porté sur l’influence des différentes conditions d’activation 

utilisées dans la synthèse des CDs (réactions solvothermales à pression atmosphérique et sous 

haute pression, pyrolyse au four à micro-onde domestique, irradiation sous micro-ondes en 

conditions solvothermales et sous haute pression, pyrolyse à haute température à pression 

atmosphérique) sur les propriétés des nano-objets fabriqués. Les données récoltées sont 

présentées dans le tableau 3. Elles montrent que les différentes particules synthétisées à partir 

d’un mélange d’acide citrique et de bPEI600 (dans un rapport 1/4 en poids), présentent des 

tailles et des potentiels zêta similaires et ce, quel que soit le mode d’activation utilisé. Par 

ailleurs, de nombreuses études dans la littérature ont fait état de l’importance considérable 

de l’incorporation de différents hétéroatomes, et d’atomes d’azote en particulier, au sein de 

la structure carbonée pour améliorer les propriétés de photoluminescence de ces 

particules.180–182 Or, dans le cadre de cette étude, il semblerait qu’un autre facteur soit 

responsable des variations observées dans les propriétés photo-physiques des CDs synthétisés 

(notamment leur intensité de fluorescence) puisque la teneur en azote varie relativement peu 

dans cette série de nanoparticules. Cela laisse donc supposer que, en fonction du mode 

d’activation, la structure interne de la particule et/ou la disposition des atomes d’azote au 

sein de cette dernière est différente. Des études ont en effet montré que, en fonction de la 

nature des groupements azotés (pyridiniques, pyrroliques, graphitiques, amide, nitro…) et de 
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Tableau 3. Influence du mode d’activation sur les propriétés physico-chimiques de CDs préparés à 
partir d’un mélange d’acide citrique et de bPEI600 dans un rapport 1/4 en poids. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A : irradiation sous micro-ondes en conditions solvothermales et sous haute pression ; B : pyrolyse à 
haute température et à pression atmosphérique ; C : pyrolyse au four à micro-onde domestique ; D : 
réactions solvothermales sous haute pression. * Mesuré à pH 7,4. ** Déterminée par rapport à un 
échantillon de référence à une longueur d’onde correspondant au maximum d’excitation. 

 
leurs proportions au sein de la structure du CD, des variations considérables sur les propriétés 

photo-physiques des nano-objets sont observées, notamment en ce qui concerne le 

rendement quantique de fluorescence.183–185 Cependant, à ce jour, nous n’avons pas eu 

l’occasion d’accéder à des outils nous permettant de confirmer ou d’infirmer ces différentes 

hypothèses. Ainsi, la microscopie électronique à haute résolution (HRTEM) et la spectroscopie 

Raman pourraient nous donner une idée plus précise sur la structure interne des particules et 

leur degré de cristallinité, tandis que la spectroscopie photo-électronique induite par les 

rayons X (XPS) pourrait nous apporter des informations complémentaires sur l’état 

électronique des différents éléments constituant la particule. 

3.4.1.2. Influence de la source de carbone 

Une autre étude a été davantage focalisée sur l’impact que pouvait avoir la nature de 

la source de carbone sur les propriétés physico-chimiques des particules obtenues (tableau 4). 

Dans le cadre de cette thèse, la très grande majorité des CDs ont été produits en utilisant 

l’acide citrique comme principale source carbonée, en raison notamment de sa facilité 

d’accès, de son faible coût et de sa capacité à former efficacement des nanoparticules. Par 

ailleurs, une grande partie des CDs synthétisés dans la littérature, selon une approche 

“bottom-up”, fait intervenir ce composé dans le procédé de fabrication. Néanmoins, il nous a  

N° Conditions 
d’activation 

Taille* 
(nm) 

Potentiel zêta* 
(mV) 

Intensité de 
fluorescence** 

(u. a.) 
N (%) C (%) H (%) 

CD1 A 29,4 ± 3,3 +26,7 ± 1,0 0 13,8 26,6 7,4 

CD2 B 15,3 ± 1,0 +26,8 ± 2,6 0,39 14,1 29,4 7,3 

CD3 C 20,6 ± 3,6 +33,3 ± 1,8 0,51 14,8 29,9 7,2 

CD4 D 20,7 ± 2,2 +32,0 ± 3,7 1,26 - - - 



Chapitre 3. Synthèse de carbon dots pour des études modèles de la toxicité des nanoparticules 

 – 73 – 

Tableau 4. Influence de la nature de la source carbonée sur les propriétés physico-chimiques des CDs. 

 
(1) CDs synthétisés par pyrolyse à haute température et à pression atmosphérique. (2) CDs synthétisés 
par pyrolyse au four à micro-onde domestique. (3) CDs produits à partir d’un rapport source de 
carbone/composé aminé (1/1, en poids). (4) CDs produits à partir d’un rapport source de 
carbone/composé aminé (1/4, en poids). (5) CDs produits à partir d’un seul réactif, étant à la fois source 
de carbone et composé aminé. * Mesuré à pH 7,4. EA : éthanolamine ; PEHA : pentaéthylènehexamine. 
 

semblé intéressant d’étudier et de comparer, dans les mêmes conditions de synthèse, les 

propriétés des différents nano-objets obtenus en substituant l’acide citrique par d’autres sources 

de carbone (citrate de triéthyle, glucose, acide tartrique et bPEI2k) également souvent citées 

dans la littérature rapportant la fabrication de CDs. Les résultats acquis au cours de ces 

différentes expériences ont démontré que, pour un composé aminé donné, la charge en 

surface de la particule ne varie pas significativement en fonction de la nature de la source de 

carbone. Toutefois, nous avons pu observer que les particules carbonées synthétisées à 

partir d’acide citrique présentent systématiquement des tailles plus importantes que celles 

produites à partir des autres sources de carbone que nous avons testées, excepté dans le cas 

des particules obtenues avec l’éthanolamine comme agent de passivation (CD5 et CD6). Cela 

pourrait s’expliquer par le fait que, au cours de la réaction de pyrolyse, l’acide citrique se 

déshydrate et se décarboxyle plus facilement, permettant de ce fait une polymérisation et 

une carbonisation plus efficace, et donc, une croissance plus rapide de la taille des particules. 

N° Source de 
carbone 

Agent de 
passivation 

Taille* 
(nm) 

Potentiel zêta* 
(mV) Structure schématique 

CD5(1,3) Acide 
citrique 

EA 

Agrégats +11,4 ± 0,4 

 CD6(1,3) Citrate de 
triéthyle Agrégats +14,0 ± 0,5 

CD7(1,4) Acide 
citrique 

PEHA 

36,4 ± 12,0 +18,6 ± 0,9 

 CD8(1,4) Glucose 13,3 ± 1,9 +18,4 ± 1,2 

CD3(2,4) Acide 
citrique 

bPEI600 

20,6 ± 3,6 +33,3 ± 1,8 

 CD9(2,4) Acide 
tartrique 9,2 ± 1,2 +31,3 ± 2,5 

CD10(1,4) Acide 
citrique 

bPEI2k 

15,4 ± 1,1 +31,4 ± 3,0 

 CD11(1,5) bPEI2k 10,5 ± 2,8 +29,7 ± 2,8 
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Dans le cas de CD5 et CD6, la faible charge en surface (potentiel zêta inférieur à 15 mV) ne 

permet pas une répulsion électrostatique suffisamment forte entre les particules qui tendent, 

de ce fait, à former des agrégats. 

3.4.1.3. Influence de l’agent de passivation 

Dans cette partie de notre étude, une série de CDs ont été synthétisés à partir d’acide 

citrique et d’agents de passivation présentant un nombre décroissant de motifs éthylèneimine 

(bPEI25k, bPEI2k, bPEI600, PEHA et DETA) dans le but d’étudier l’influence de celui-ci sur les 

caractéristiques des particules produites (tableau 5). L’introduction de ces différents 

composés aminés dans la fabrication des CDs (CD12, CD10, CD2, CD7 et CD13) visait 

notamment à faire varier la densité de charges cationiques autour des particules ainsi que 

leurs propriétés de photoluminescence. Pour CD12, CD10, CD2 et CD7, les mesures de taille 

et de potentiel zêta, obtenues par DLS, ont permis de mettre en évidence que plus le composé  

Tableau 5. Influence de l’agent de passivation (nombre de motifs éthylèneimine décroissant) sur les 
propriétés physico-chimiques des CDs. 

 
Tous les CDs de cette série ont été produits par pyrolyse à haute température à pression 
atmosphérique d’un mélange d’acide citrique et de composé aminé (1/4, en poids). * Mesuré à pH 7,4. 
** Déterminée par rapport à un échantillon de référence à une longueur d’onde correspondant au 
maximum d’excitation. PEHA : pentaéthylènehexamine ; DETA : diéthylènetriamine. 

N° Agent de 
passivation 

Taille* 
(nm) 

Potentiel zêta* 
(mV) 

Intensité de 
fluorescence**  

(u. a.) 
Structure schématique 

CD12 bPEI25k 13,0 ± 0,7 +37,1 ± 3,4 0,24 

 

CD10 bPEI2k 15,4 ± 1,1 +31,4 ± 3,0 0,3 

 

CD2 bPEI600 15,3 ± 1,0 +26,8 ± 2,6 0,39 

 

CD7 PEHA 36,4 ± 12,0 +18,6 ± 0,9 0,85 
 

CD13 DETA 68,0 ± 1,2 +31,6 ± 1,1 0,71 
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aminé présente un nombre de motifs éthylèneimine important, plus la charge en surface des 

CDs augmente et plus le nombre d’agrégats observés diminue. Ceci peut s’expliquer par un 

accroissement des répulsions électrostatiques qui s’exercent entre les particules lorsque leur 

charge augmente, ce qui leur assure une meilleure stabilité colloïdale en solution. Cependant, 

CD13, dont la synthèse a été réalisée à partir de l’oligoamine la plus courte de la série 

(diéthylènetriamine, DETA), possède un potentiel zêta particulièrement élevé ainsi qu’une 

taille importante. Cette “anomalie” pourrait suggérer que les mécanismes de nucléation mis 

en jeu dans la synthèse des CDs varient en fonction de la nature ou de la taille de l’agent de 

passivation. Une autre hypothèse pourrait être que les potentiels zêta mesurés ne traduisent 

pas de manière effective la densité des charges cationiques présentes à la surface de la 

particule. Autrement dit, une augmentation du nombre de charges positives autour de la 

particule ne conduirait pas forcément à un potentiel zêta plus élevé, qui pourrait aussi 

dépendre de la distribution des charges dans l’espace (figure 34). Enfin, une dernière 

hypothèse pourrait être que la densité des amines à la surface de ces particules est différente 

en fonction de la taille (du nombre de motifs éthylèneimine) de l’agent de passivation, l’état 

d’ionisation d’un groupement titrable (i.e. amine) étant fortement dépendant de sa 

concentration lorsqu’il est confiné à une interface. Ce confinement peut en effet conduire à 

des variations importantes dans le pKa apparent de ces fonctions chimiques et induire, de ce 

fait, un état de protonation différent.186–189 

 

 
 

Figure 34. Représentation schématique d’une mesure de potentiel zêta réalisée sur deux 
nanoparticules présentant une densité de charges positives en surface différente (A : faible et B : forte).  
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Pour finir, les propriétés photo-physiques des CDs de cette série montrent également 

une tendance selon laquelle l’intensité de fluorescence émise par les CDs est d’autant plus 

élevée que l’agent de passivation mis en œuvre dans la synthèse possède un nombre de motifs 

éthylèneimine faible. Une fois encore, CD13 ne suit pas totalement la tendance générale et, 

bien que sa fluorescence soit forte, elle l’est moins que celle de CD7. Des différences au niveau 

des mécanismes de polymérisation et de carbonisation des réactifs pourraient être invoquées 

pour expliquer ce résultat, une variation de la disposition des atomes d’azote dans le cœur et 

à la surface de la particule pouvant être à l’origine d’une modulation de ses propriétés photo-

physiques. 

3.4.1.4. Influence du caractère titrable ou non-titrable de l’agent de 

passivation 

L’influence du caractère titrable ou non-titrable de l’agent de passivation sur les 

propriétés physico-chimiques des CDs a également été étudié (tableau 6). Ainsi, les 

nanoparticules CD5, CD14 et CD15 ont été synthétisées à partir d’éthanolamine, de N,N-

diméthyléthanolamine  et de chlorure de choline, respectivement. CD5 et CD14 sont censés 

être des nanoparticules cationiques titrables, alors que CD15 doit a priori être cationique et non-

titrable. Les analyses obtenues ont permis de mettre en lumière que les nano-objets fabriqués 

Tableau 6. Influence du caractère titrable ou non-titrable de l’agent de passivation sur les propriétés 
physico-chimiques des CDs. 

 
Tous les CDs de cette série ont été produits par pyrolyse à haute température et à pression 
atmosphérique d’un mélange d’acide citrique et de composé aminé (3 éq.). * Mesuré à pH 7,4. EA : 
éthanolamine ; DMEA : N,N-diméthyléthanolamine ; DMEDA : N,N-diméthyléthylènediamine. 

 

N° Agent de 
passivation 

Taille* 
(nm) 

Potentiel zêta  
pH 7,4 (mV) 

Potentiel zêta  
pH 3,0 (mV) Structure schématique 

CD5 EA Agrégats +11,4 ± 0,4 +27,8 ± 0,9 
 

CD14 DMEA Agrégats +2,9 ± 0,1 +32,1 ± 2,0 
 

CD15 Choline chl. Agrégats +8,9 ± 0,1 +33,5 ± 0,1 
 

CD16 DMEDA 43,9 ± 2,4 +21,3 ± 1,9 +35,6 ± 2,2 
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dans les conditions de synthèse utilisées présentent tous un potentiel zêta légèrement positif 

à pH physiologique, d’où une faible stabilité colloïdale et la présence de nombreux agrégats. 

Cette modeste charge positive révèle un léger excès d’amines (apportées par l’agent de 

passivation) par rapport aux carboxylates (résiduels de l’acide citrique), à la surface de la 

particule. Le fait que le potentiel zêta de CD15 passe de +33,5 mV à pH 3,0 à +8,9 mV à pH 7,4, 

montre par ailleurs que la densité des groupements carboxylates à la surface des CDs est 

importante (par rapport à celle des amines). D’autre part, l’utilisation d’ammoniums 

quaternaires en tant qu’agent de passivation ne devrait a priori avoir d’effet que si le pKa des 

amines primaires ou secondaires présentes en surface est inférieur à 7,4. Compte tenu de la 

valeur du pKa des alkylamines en solution (pKa » 9-10), cela ne peut se concevoir que si celles-

ci sont présentes en forte concentration à la surface de la particule. Dans un tel cas, on sait en 

effet que la valeur du pKa peut chuter de 2 à 3 unités, la protonation d’une amine étant plus 

difficile lorsqu’elle se trouve à proximité immédiate d’autres amines déjà ionisées.189 Le 

caractère titrable ou non-titrable de l’agent de passivation ne devrait donc pas, pour des taux 

d’incorporation faibles, avoir un impact important sur les caractéristiques de taille et de 

charge des particules. Ceci est effectivement en accord avec nos observations puisque les trois 

nanoparticules présentent une charge nette faible (avec un potentiel zêta inférieur à +15 mV) 

et, de ce fait, agrègent toutes. CD16 qui a été préparé à partir de N,N-

diméthyléthylènediamine implique la formation de liaisons amides plus stables que les 

liaisons esters présentes dans CD14. Si les potentiels zêta mesurés à pH 3,0 sont similaires 

(+35,6 et +32,1 mV, respectivement), il n’en va pas du tout de même à pH 7,4 (+21,3 vs. +2,9 

mV). Le fait qu’à pH 7,4 CD16 reste fortement cationique révèle que la quantité de 

carboxylates résiduels à sa surface est plus faible que dans le cas de CD14. Une conséquence 

directe est la meilleure stabilité colloïdale de CD16 qui, malgré tout agrège, mais forme des 

agrégats plus petits. Ainsi, nous pouvons à nouveau conclure sur le fait que, en fonction de 

l’agent de passivation utilisé, les processus de polymérisation et de carbonisation peuvent 

être altérés, ce qui rend très difficile la rationalisation des résultats. 

3.4.1.5. Incorporation de motifs PEGylés 

Une autre étude a eu pour objet d’incorporer des molécules polymériques, de type 

polyéthylène glycol (PEG), dans différentes constructions afin d’examiner leur influence sur 

les propriétés physico-chimiques des nanoparticules produites. Les données rassemblées 
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dans le tableau 7 ont permis de mettre en évidence que l’ajout de PEG de différentes tailles 

(mPEG550 et mPEG5000) dans les mélanges réactionnels induit, conformément à nos attentes, 

des modifications importantes dans les caractéristiques des particules obtenues. Ainsi, alors 

que le potentiel zêta des CDs n’apparaît pas impacté de manière très importante par la 

présence ou non de molécules PEGylées dans les constructions, il n’en va pas de même pour 

leur taille qui se retrouve fortement modifiée. En effet, nous avons évoqué plus haut que la 

stabilité colloïdale de particules en solution, c’est-à-dire leur capacité à s’agréger (ou à se 

désagréger), était dépendante des forces de répulsions électrostatiques qui pouvaient exister 

entre deux particules portant une charge de même signe, une valeur de 15-20 mV (en valeur 

absolue) étant généralement considérée comme suffisante pour conférer une bonne stabilité 

colloïdale aux particules en solution. Or, dans la série de CDs considérés dans cette étude, 

toutes les particules présentent des potentiels zêta équivalents et suffisamment élevés pour  

Tableau 7. Influence de molécules PEGylées de différentes tailles (PEG550 et PEG5000) sur les propriétés 
physico-chimiques des CDs. 

 
* Mesuré à pH 7,4. ** Déterminée par rapport à un échantillon de référence à la longueur d’onde 
correspondant au maximum d’excitation. DMEDA : N,N-diméthyléthylènediamine ; PEHA : 
pentaéthylènehexamine. 

N° Agent de 
passivation 

Taille* 
(nm) 

Potentiel zêta* 
(mV) 

Intensité de 
fluorescence** 

(u.a.) 
N (%) C (%) H (%) Structure schématique 

CD16 DMEDA 43,9 ± 2,4 +21,3 ± 1,9 0,67 12,5 34,8 6,9 
 

CD17 DMEDA/mPEG550 17,7 ± 0,9 +26,9 ± 1,6 0,14 2,4 49,0 8,5 

 

CD7 PEHA 36,4 ± 12,0 +18,6 ± 0,9 0,85 12,3 26,7 7,3 
 

CD18 PEHA/mPEG550 29,1 ± 1,1 +27,2 ± 1,3 0,08 6,9 43,2 8,0 

 

CD19 PEHA/mPEG5000 21,1 ± 2,7 +21,1 ± 0,4 0,03 0,7 49,0 8,7 
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garantir une bonne dispersion des particules. Il semblerait donc qu’une force de répulsion 

supplémentaire soit responsable de la diminution de la taille des agrégats observés dans le 

cas de particules dont la synthèse a fait intervenir des molécules PEGylées (CD17, CD18 et 

CD19). Ceci est parfaitement cohérent avec les propriétés d’exclusion stérique qui sont 

associées aux PEG, et qui sont d’autant plus marquées que les PEG sont longs (CD19, fabriqué 

à partir de mPEG5000, est plus petit que CD18, synthétisé à partir de mPEG550 dans les mêmes 

conditions). Par ailleurs, les résultats obtenus démontrent également l’influence considérable 

de l’incorporation de molécules PEGylées sur les propriétés photo-physiques des CDs. En effet, 

les intensités de fluorescence mesurées sont beaucoup plus faibles pour les particules 

PEGylées (CD17, CD18 et CD19) que pour les autres (CD16 et CD7). Ces résultats amènent 

plusieurs interrogations :  

-Est-ce que la présence de PEG dans le mélange réactionnel initial engendre une 

incorporation moins importante d’atomes d’azote dans le cœur de la particule durant le 

processus de nucléation et pourrait ainsi être à l’origine d’une dégradation des propriétés 

de fluorescence ?  

-Est-ce que les motifs PEG présents à la surface de la particule pourraient être à l’origine 

d’un phénomène de “quenching” de fluorescence ?  

Nous n’avons pour le moment pas de réponse précise à apporter à ces questions. 

3.4.1.6. Synthèse de CDs anioniques 

Une dernière série de CDs a été conçue selon l’approche “de novo” et regroupe toutes 

les particules chargées négativement. Certaines d’entre elles ont été préparées par pyrolyse 

de citrate d’ammonium en présence de dihydrogénophosphate de potassium afin de 

présenter une surface principalement recouverte par des groupements carboxylates et, donc, 

un caractère anionique titrable (CD20). D’autres ont été obtenues par pyrolyse du mannitol 

pour présenter majoritairement à leur surface des fonctions hydroxyles, neutres (CD21). Des 

particules anioniques PEGylées ont également été conçues par pyrolyse d’un mélange d’acide 

citrique et de mPEG550 (CD22), tout comme des CDs à caractère essentiellement hydrophobe, 

par pyrolyse d’acide citrique et d’hexylamine (CD23). 

Certains des CDs ainsi préparés ont, par ailleurs, été d’une importance capitale pour la 

suite de notre travail, puisqu’ils ont permis l’émergence de nouvelles plateformes 

synthétiques sur lesquelles nous avons été amenés à greffer différents groupements 
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chimiques fonctionnels. Cette autre approche synthétique dite de “post-fonctionnalisation” 

est discutée dans le paragraphe suivant. 

 

3.4.2. Modification de CDs par post-fonctionnalisation 

Une seconde approche, complémentaire à la voie “de novo”, a été développée et a 

permis de modifier a posteriori la surface des nanoparticules dans le but de moduler leurs 

propriétés, notamment en termes de charge et de chimie de surface (figure 32, voie de droite). 

Ces réactions de post-fonctionnalisation ont été réalisées avec des CDs carboxylés ou 

hydrolylés natifs issus de la voie “de novo” (CD20 ou CD21), en mettant en œuvre une chimie 

de couplage simple et robuste avec divers alcools et amines, passant par la formation de 

chlorures d’acides intermédiaires, ou par une activation par un carbodiimide hydrosoluble de 

type EDC. Ces amines et alcools ont été sélectionnés de façon à obtenir différents états de 

surface des particules (hydrophile, hydrophobe, cationique, anionique, et “furtive”).  

Un travail d’optimisation des conditions réactionnelles a été réalisé en amont afin de 

pouvoir fonctionnaliser, de manière efficace, les particules natives. En effet, les réactions 

chimiques ayant lieu dans l’espace confiné que constitue la surface des nanoparticules 

(proximité des fonctions réactives, encombrement stérique important), elles sont plus 

délicates à mettre en œuvre qu’en solution. Elles nécessitent des conditions expérimentales 

plus dures (temps de réaction plus longs, températures plus élevées, stœchiométrie des 

réactifs plus importante, etc.) et, surtout, elles sont réalisées “en aveugle”, sans aucun 

contrôle possible au cours de leur déroulement. L’efficacité des différentes réactions de post-

fonctionnalisation mises en œuvre sur les particules natives a principalement été évaluée par 

la mesure du potentiel zêta des particules produites ainsi que par l’analyse de leurs spectres 

de RMN. 

3.4.2.1. Variation de l’agent de fonctionnalisation 

Dans une première étude, nous avons fait varier l’agent de fonctionnalisation afin de 

comparer les caractéristiques physico-chimiques des particules obtenues avec celles des CDs 

natifs correspondants (CD20 et CD21) (tableau 8). Nous avons pu confirmer que la 

fonctionnalisation de CD20 par des molécules neutres comme l’alcool méthylique (CD24) ou 

l’éthanolamine (CD25) conduit, dans chacun des cas, à une augmentation du potentiel zêta de 
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la particule. Ce phénomène trouve son explication dans le fait que les groupements 

carboxylates, porteurs de charges négatives et présents à la surface de CD20, ont fait l’objet 

d’un “capping” ce qui, de fait, diminue la densité des charges négatives à la surface des 

particules. À l’inverse, la fonctionnalisation de CD20 par la phosphoéthanolamine, porteur de 

deux charges négatives, permet d’abaisser le potentiel zêta et, par voie de conséquence, 

d’améliorer la stabilité colloïdale de l’échantillon et de diminuer la taille des agrégats (CD26). 

De la même manière, la phosphorylation directe de groupements hydroxyles présents à la 

surface de CD25 et CD21 permet d’induire des charges négatives additionnelles (CD27 et 

CD28, respectivement). 

Tableau 8. Variation de l’agent de fonctionnalisation et comparaison des caractéristiques physico-
chimiques des particules obtenues avec les CDs natifs. 

 

* Mesuré à pH 7,4. ** Déterminée par rapport à un échantillon de référence à une longueur d’onde 
correspondant au maximum d’excitation. EA : éthanolamine ; PEA : phosphoéthanolamine. 
 

N° Agent de 
fonctionnalisation 

Taille* 
(nm) 

Potentiel zêta* 
(mV) 

Intensité de 
fluorescence** 

(u. a.) 
N (%) C (%) H (%) Structure schématique 

CD20 - 63,2 ± 4,9 -19,4 ± 1,8 0,55 4,3 23,9 3,8 
 

CD24 MeOH 39,1 ± 8,5 -16,3 ± 2,2 0,4 2,7 20,0 3,0 
 

CD25 EA Agrégats -10,9 ± 0,8 0,35 10,4 31,7 6,7 
 

CD26 PEA 36,5 ± 3,1 -23,9 ± 1,6 0,03 4,1 9,5 3,9 

 CD27 EA puis 
POCl3/NaHCO3 30,8 ± 3,2 -25,0 ± 1,7 0,25 - - - 

CD29 n-BuNH2 - - - - - - 
 

CD21 Mannitol 45,2 ± 3,5 -16,8 ± 0,6 0 0 45,7 6,3 

 

CD28 POCl3/NaHCO3 21,7 ± 0,9 -34,0 ± 3,9 0 0 7,1 2,2 
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Les données récoltées dans le tableau 8 concernant les propriétés de 

photoluminescence des CDs ne nous ont pas permis d’identifier une quelconque corrélation 

entre les intensités de fluorescence mesurées et la nature de l’agent de fonctionnalisation 

greffé à la surface de la particule. Des données complémentaires particulièrement 

intéressantes acquises dans le cadre de cette étude nous ont permis, en revanche, de mieux 

comprendre les phénomènes régissant les propriétés photo-physiques des nano-objets 

fabriqués. Ainsi, outre le fait que jusqu’à présent, aucune corrélation n’a pu être établie entre 

les intensités de fluorescence mesurées et la teneur en azote des CDs, les dernières données 

indiquent que, avec les conditions de synthèse utilisées, une émission de fluorescence ne peut 

être observée que dans le cas de particules pour lesquelles la teneur en azote n’est pas nulle 

(cf. CD21 et CD28). 

Une dernière particule dans cette série a été produite par fonctionnalisation de CD20 

par la butylamine pour fournir CD29. Le caractère fortement hydrophobe de ces CDs a 

cependant rendu impossible toute analyse de taille, de charge ou de fluorescence dans les 

conditions habituelles, c’est-à-dire en milieu aqueux. 

3.4.2.2. Comparaison des propriétés physico-chimiques des CDs 

obtenus selon les deux voies de synthèse envisagées 

Dans cette partie de notre étude, nous nous sommes attachés à comparer les 

propriétés physico-chimiques de CDs a priori similaires mais obtenus selon les deux 

différentes voies de synthèse (voie “de novo” et post-fonctionnalisation). Des résultats 

particulièrement intéressants ont été constatés et ont permis de confirmer certaines de nos 

observations antérieures (tableau 9). 

Dans un premier temps, nous avons pu constater que, en fonction de la stratégie de 

synthèse utilisée, les CDs obtenus en utilisant l’éthanolamine comme agent de passivation, 

présentent des potentiels zêta de signes opposés (CD25 vs. CD5). Bien qu’apparemment 

surprenant, on peut néanmoins facilement expliquer ce résultat. L’éthanolamine est un amino 

alcool qui peut être incorporé dans les nanoparticules par le biais d’une liaison ester ou amide. 

Les synthèses “de novo” étant réalisées en milieu acide, l’amine est protonée et non 

nucléophile et c’est l’alcool qui intervient dans les réactions avec l’acide citrique en donnant 

lieu à la formation d’un ester (CD5). La particule est ainsi décorée par des groupements 

ammoniums (la diméthyléthylamine étant protonée à pH physiologique) dont une partie 
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seulement est nécessaire pour neutraliser les carboxylates également présents à la surface. Il 

en résulte des particules qui présentent un potentiel zêta positif. Lors des réactions de post-

fonctionnalisation qui sont, elles, réalisées à pH basique, c’est l’amine nucléophile qui réagit 

avec les acides activés présents à la surface des nanoparticules (CD25). Il en résulte une 

disparition de certaines charges négatives mais il n’y a aucune introduction de charge positive 

et le potentiel zêta des particules, bien qu’augmenté, reste négatif (à comparer avec CD20). 

Tableau 9. Comparaison des propriétés physico-chimiques des CDs obtenus selon les deux voies de 
synthèse envisagées : par post-fonctionnalisation (PF) de CD20 et “de novo”. 

 
* Mesuré à pH 7,4. ** Déterminée par rapport à un échantillon de référence à une longueur d’onde 
correspondant au maximum d’excitation. 

N° Voie de synthèse 
envisagée 

Agent de 
passivation 

Taille* 
(nm) 

Potentiel zêta* 
(mV) 

Intensité de 
fluorescence**  

(u. a.) 

N 
(%) 

C  
(%) 

H  
(%) Structure schématique 

CD25 PF 

EA 

Agrégats -10,9 ± 0,8 0,35 10,4 31,7 6,7 
 

CD5 de novo Agrégats +11,4 ± 0,4 0,42 11,1 43,4 5,7 
 

CD30 PF 

DMEDA 

79,2 ± 7,4 +13,7 ± 0,9 0,08 12,0 25,6 7,4 

 CD16 de novo 43,9 ± 2,4 +21,3 ± 1,9 0,67 12,5 34,8 6,9 

CD31 PF 

PEHA 

20,8 ± 2,1 +23,9 ± 2,0 0,18 13,2 25,7 6,9 

 CD7 de novo 36,4 ± 12,0 +18,6 ± 0,9 0,85 12,3 26,7 7,3 

CD32 PF 

bPEI600 

18,6 ± 4,7 +26,4 ± 1,3 0,31 - - - 

 CD2 de novo 15,3 ± 1,0 +26,8 ± 2,6 0,39 14,1 29,4 7,3 

CD33 PF 

bPEI2k 

25,4 ± 0,6 +33,5 ± 1,6 0,45 - - - 

 CD10 de novo 15,4 ± 1,1 +31,4 ± 3,0 0,3 - - - 

CD34 PF 

mPEG550 

67,2 ± 2,6 -20,2 ± 0,1 0,08 1,1 47,6 7,8 

 CD22 de novo 80,6 ± 1,9 -17,6 ± 2,2 0 0 48,6 8,6 
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Les résultats obtenus au cours de cette étude nous montrent également que toutes les 

particules synthétisées selon la voie “de novo”, exceptées celles faisant intervenir le bPEI2k, 

présentent des intensités d’émission de fluorescence supérieures à celles synthétisées par 

post-fonctionnalisation. Ceci pourrait rendre compte de l’incorporation d’atomes d’azote dans 

le cœur des particules au cours de ces synthèses alors que, par voie de post-fonctionnalisation 

l’apport d’azote est forcément localisé à la surface. Par ailleurs, les analyses élémentaires 

réalisées sur les différentes nanoparticules ont permis de mettre en évidence que, pour un 

agent de passivation donné et quelle que soit la voie de synthèse envisagée, la teneur en azote 

varie assez peu. Il s’agit donc là d’un nouvel élément nous permettant d’avancer que ce n’est 

pas la proportion d’azote dans la particule, mais plutôt la localisation de cet élément au sein 

de la structure carbonée, qui détermine les propriétés photo-physiques, et l’intensité de 

l’émission de fluorescence, en particulier. Pour finir, l’hypothèse évoquée dans l’étude 

précédente, selon laquelle, dans les conditions de synthèse utilisées, une émission de 

fluorescence ne peut avoir lieu que dans le cas de particules dopées à l’azote, se vérifie une 

nouvelle fois ici, avec une intensité de fluorescence nulle pour CD22. 

3.5. Évaluation des propriétés toxicologiques des éléments de la 

“particulothèque” et relations de structure-activité 

La génération d’une large collection de carbon dots présentant des caractéristiques de 

taille, charge et état de surface très variées nous a permis d’effectuer une sélection rationnelle 

et représentative de 34 particules dans le but d’en évaluer les propriétés toxicologiques. Cette 

évaluation a été réalisée in vitro, dans différentes lignées cellulaires pulmonaires humaines, 

et in vivo chez la souris. Ces études ayant été réalisées par Jiahui Fan au cours de sa thèse, 

nous ne décrirons ici que brièvement les résultats obtenus. 

Une première étude a eu pour objectif d’évaluer l’effet des carbon dots sélectionnés 

sur la viabilité de cellules THP-1 activées par le 12-myristate 13-acétate de phorbol (phorbol 

12-myristate 13-acetate, PMA), un modèle de macrophage humain. Dans ces expériences, les 

cellules ont été exposées pendant 24 h à des concentrations de particules comprises entre 0 

et 200 µg/mL et leur viabilité a été évaluée par la mesure de leur activité mitochondriale (test 

au MTT). Les carbon dots ont montré une cytotoxicité variable. La détermination d’une 

concentration inhibitrice (IC) à laquelle un composé inhibe 20 % (IC80) ou 50 % (IC50) de la 
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viabilité cellulaire a permis de classer les carbon dots en trois groupes, selon leur toxicité. Un 

premier ensemble de nanoparticules de toxicité élevée (IC50 comprise entre 18 et 100 µg/mL), 

regroupe les carbon dots cationiques obtenus à partir de bPEI25k (CD12) ou de bPEI600, dont 

la synthèse a été réalisée par pyrolyse au four à micro-onde domestique (CD3) ou par pyrolyse 

à haute température à sec (CD2). Un deuxième groupe de toxicité modérée (IC80 comprise 

entre 33 et 123 µg/mL) regroupe les nanoparticules cationiques obtenues à partir de DMEDA 

(CD30 et CD16) et de PEHA (CD31 et CD7), selon les deux voies de synthèse examinées (“de 

novo” et post-fonctionnalisation). Enfin, un dernier groupe rassemble les particules non-

toxiques, c’est-à-dire pour lesquelles il n’a pas été possible de calculer d’IC (perte maximale 

de viabilité à la plus haute dose testée inférieure à 20 %). On y trouve tous les carbon dots 

négatifs, les particules cationiques PEGylées (CD17, CD18 et CD19) ainsi que les particules 

cationiques obtenues à partir de bPEI600 et synthétisées en conditions solvothermales (CD4) 

ou par irradiation sous micro-ondes en conditions solvothermales (CD1). Une analyse plus 

poussée des données de l’ensemble de la collection de carbon dots a montré que la charge de 

surface joue un rôle dans leur toxicité, avec une absence d’effet toxique pour les particules 

négatives. Néanmoins, une charge de surface positive ne permet pas, à elle seule, d’anticiper 

la toxicité des carbon dots. Ainsi, d’autres facteurs comme la capacité à s’agréger en milieu 

biologique, la teneur en azote, la nature de la chaine aminée et le mode d’activation semblent 

impacter la toxicité des carbon dots positifs. En outre, la PEGylation permet de diminuer la 

toxicité des carbon dots cationiques. Les données obtenues suggèrent donc un rôle de la 

charge, de la chimie de surface mais aussi du mode d’activation dans la toxicité de nos 

particules. En revanche, et contre toute attente, la taille des particules n’est pas apparue 

comme un facteur déterminant dans la toxicité des CDs que nous avons produits. 

 Dans un second temps, six carbon dots représentatifs de l’échantillonnage initial, i.e. 

choisis dans les trois groupes de toxicité identifiés lors des études sur les cellules THP-1 (CD12, 

CD3, CD16, CD7, CD17 et CD20) ont fait l’objet d’une étude comparative et mécanistique 

approfondie sur différentes lignées pulmonaires humaines : THP-1 (macrophages), A549 et 

Calu-3 (cellules épithéliales alvéolaires et bronchiques, respectivement). Des niveaux de 

cytotoxicité variables ont été observés selon la lignée cellulaire testée. En effet, les cellules 

A549 et Calu-3 s’avèrent significativement moins sensibles que les cellules THP-1 et ce, quel 

que soit le type de carbon dots (fortement ou modérément toxiques) auquel elles sont 

exposées. Une étude de cytotoxicité en fonction du temps, réalisée avec les deux carbon dots 



Chapitre 3. Synthèse de carbon dots pour des études modèles de la toxicité des nanoparticules 

 – 86 – 

les plus toxiques (CD12 et CD3) et sur deux lignées cellulaires (THP-1 et A549), a montré que 

la baisse de viabilité induite par les particules survient très rapidement, c’est-à-dire dès la 

première heure d’incubation des cellules avec les particules. La mesure d’index de toxicité 

plus fins tels que le stress oxydant, la perturbation mitochondriale et la production de 

cytokines inflammatoires réalisée sur la sélection des 6 carbon dots a, quant-à-elle, montré 

que seuls les carbon dots fortement cytotoxiques (CD12 et CD3) induisent un stress oxydant, 

une perturbation mitochondriale et la production de cytokines inflammatoires (IL-8, IL-1b). 

Ainsi, ces résultats sont venus conforter les premières données de structure-activité obtenues 

sur la lignée THP-1 avec le test au MTT. Elles ont par ailleurs montré que si la charge nette 

positive des particules n’est pas un facteur prédictif de leur toxicité, la densité de 

groupements aminés protonables (titrables) pourrait, quant-à-elle, être un élément 

déterminant. 

À l’issue de ces travaux sur cellules, la même sélection de six carbon dots a fait l’objet 

d’une étude de toxicité respiratoire après administration aigüe et répétée chez la souris. Pour 

cela, des animaux ont reçu une ou plusieurs doses de carbon dots par instillation intranasale, 

puis ont notamment subi des lavages broncho-alvéolaires, permettant de recueillir les 

macrophages résidents et les cellules inflammatoires infiltrées, afin d’évaluer la survenue ou 

non d’une inflammation. Ces études ont donné des résultats en accord avec ce qui avait été 

montré in vitro, à savoir une activité inflammatoire des carbon dots dépendant de la dose 

administrée et de la chimie de surface des particules, puisque seuls les carbon dots fortement 

toxiques ont induit une inflammation pulmonaire, après administration unique ou répétée. 

Compte tenu des propriétés de fluorescence des carbon dots synthétisés dans le cadre 

de ce travail, il a été possible de réaliser des expériences en imagerie in vitro et ex-vivo et de 

mener ainsi des études par microscopie confocale de fluorescence et par cytométrie en flux 

afin de mettre en relation les propriétés toxicologiques des carbon dots et leur internalisation 

cellulaire in vitro et in vivo. In vitro, les résultats obtenus ont montré que seuls les carbon dots 

internalisés sont toxiques (CD12, CD3 et CD16) et ce, quelle que soit la technique utilisée pour 

mettre en évidence cette internalisation (microscopie ou cytométrie) et le type cellulaire 

étudié (THP-1 ou A549). In vivo, les études menées sur les cellules recueillies dans les lavages 

broncho-alvéolaires des souris exposées aux carbon dots ont mis en évidence que seuls les 

carbon dots internalisés (CD3 et CD16) sont toxiques, et que cette internalisation se fait dans 

les macrophages pulmonaires. Une étude de devenir des carbon dots internalisés en fonction 
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du temps a été réalisée sur CD3. Cette étude a montré que plus de 30 % des macrophages 

présents dans le poumon 21 jours après instillation intranasale des particules contiennent 

encore des carbon dots, suggérant que leur élimination est lente. 

 En définitive, l’évaluation des propriétés toxicologiques d’éléments représentatifs de 

la “particulothèque” a permis de mettre en évidence que la charge, la chimie de surface, le 

mode d’activation et la capacité des particules à s’agréger en milieu biologique constituent 

des déterminants majeurs pour la toxicité des CDs produits. En revanche, de façon 

surprenante et inattendue, la taille intrinsèque des nanoparticules n’est pas apparue comme 

un facteur critique dans leur toxicité. Ainsi, bien que la majorité des auteurs revendiquent 

quasi systématiquement l’absence de toxicité pour les carbon dots, une étude toxicologique 

détaillée sur ces particules conduit à nuancer leurs conclusions. En fonction de certaines 

caractéristiques physico-chimiques, les CDs présentent en effet des propriétés toxicologiques 

différentes, si bien que des relations de structure-toxicité ont été établies. En outre, les 

résultats acquis dans le cadre de cette étude ont été d’autant plus importants que certaines 

des particules évaluées ont été utilisées dans la suite de notre travail pour des applications en 

transfert de gènes notamment, au sein desquelles la toxicité du nano-vecteur joue un rôle 

prépondérant (cf. chapitre 4). 
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4.1. Contexte et objectifs 

La récente découverte des carbon dots et de leurs propriétés physico-chimiques 

exceptionnelles a permis l’émergence d’une nouvelle classe de vecteurs non-viraux pour la 

délivrance d’acides nucléiques (ADN, siARN...) dans les cellules. Le faible coût des matières 

premières nécessaires (acide citrique, glucose…) ainsi que la simplicité des protocoles de 

fabrication (irradiation micro-onde, conditions solvothermales…) font de ces nanoparticules 

un matériau de choix pour la conception de vecteurs de transfert de gènes. Plusieurs études 

ont démontré que la passivation de la surface des CDs par des composés aminés permet, 

d’une part, d’exacerber les propriétés de photoluminescence des particules et, d’autre part, 

d’introduire une forte densité de charges cationiques à leur surface.169,190,191 Ces charges 

positives autour des particules vont ainsi permettre à celles-ci de complexer et de condenser 

l’acide nucléique par interaction électrostatique avec les groupements phosphates de ce 

dernier, chargés négativement. Au sein du laboratoire, des études antérieures avaient déjà 

démontré que les CDs produits par pyrolyse de l’acide citrique en présence de bPEI25k 

permettent la délivrance efficace d’acide nucléique dans les cellules, in vitro et in vivo.171 

 Dans le cadre de cette thèse, une grande partie du travail a consisté à optimiser les 

propriétés des nanoparticules carbonées en termes de transfection d’acide nucléique. Nos 

efforts ont porté sur la fabrication de nanoparticules fortement chargées positivement, en 

nous basant sur les résultats antérieurs acquis dans le laboratoire. Les particules que nous 

avons obtenues ont fait l’objet d’une évaluation systématique de leur capacité à vectoriser un 

ADN et à le délivrer à des cellules en culture. L’influence de différents paramètres de synthèse 

des nanoparticules a été étudiée méthodiquement (conditions d’activation, rapport 

stœchiométrique entre la source de carbone et le composé aminé ou encore l’agent de 

passivation). Après avoir sélectionné les conditions de synthèse les mieux adaptées, une étude 

de “scale-up” a été menée afin de préparer suffisamment de matériel pour pouvoir travailler 

à l’élaboration de plateformes théranostiques (chapitre 5). 
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4.2. Optimisation de la synthèse des carbon dots pour la vectorisation 

d’acide nucléique 

Pour générer des carbon dots présentant des propriétés de transfection comparables 

ou supérieures à celles des standards actuels et ainsi permettre une délivrance efficace du 

matériel génétique dans les cellules, plusieurs approches ont été examinées. L’influence de 

différents paramètres réactionnels a permis de moduler les caractéristiques physico-

chimiques des CDs et d’étudier leur impact sur les performances en transfection de ces 

derniers. Ainsi, plusieurs conditions d’activation ont été utilisées pour la synthèse de nos 

particules (réactions solvothermales à pression atmosphérique et sous haute pression, 

pyrolyse au four à micro-onde domestique, irradiation sous micro-ondes en conditions 

solvothermales et sous haute pression, pyrolyse à haute température à pression 

atmosphérique) en faisant varier la température, le temps d’activation ou la puissance du 

faisceau de micro-ondes. Le rapport stœchiométrique entre l’acide citrique, utilisé comme 

principale source de carbone, et le composé aminé a également été étudié. Nous avons en 

outre examiné l’influence de l’agent de passivation avec, notamment, des PEI de différentes 

tailles (bPEI25k, bPEI2k et bPEI600) mais également des polyamines plus courtes comme le 

PEHA ou le DMEDA. Les particules produites ont toutes fait l’objet d’une purification et d’une 

caractérisation de leurs propriétés physico-chimiques en accord avec les résultats présentés 

dans le chapitre précédent (paragraphes 3.2. et 3.3.).  

Dans une deuxième partie du travail, plus spécifiquement réalisée par Jiahui Fan, la 

capacité des CDs produits à condenser un acide nucléique et promouvoir sa délivrance dans 

des cellules en culture a été déterminée en mesurant les niveaux d’expression d’un plasmide 

d'ADN codant pour la luciférase de Gaussia princeps et utilisé en tant que gène rapporteur. 

Cette luciférase est une protéine excrétée qui transforme son substrat, la coelentérazine, en 

donnant lieu à l’émission d’un photon (bioluminescence). Le niveau d’expression du plasmide 

et, donc, l’efficacité de transfection des particules, peuvent ainsi être aisément évalués en 

utilisant un luminomètre. D’autre part, afin d’évaluer la cytotoxicité induite par les complexes 

CD/ADN, des tests systématiques de viabilité cellulaire ont été réalisés par la mesure de 

l’activité mitochondriale (test au MTT). Dans toutes ces expériences, les “dotoplexes”, 

complexes formés par l’association des carbon dots positifs et de l’acide nucléique négatif 

(avec différents rapports CD/ADN en poids), ont été incubés pendant une période de 24 h avec 
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des cellules A549 en culture. Pour comparaison, un agent de transfection standard 

couramment utilisé, le bPEI25k, a été systématiquement évalué en parallèle et a ainsi 

constitué notre contrôle positif dans chacune de nos expériences. 

4.2.1. Influence du mode d’activation pour un mélange acide citrique/bPEI25k 

Une première approche a consisté à produire des CDs dans les mêmes conditions 

expérimentales que celles mises en place au laboratoire dans des études antérieures, c’est-à-

dire en utilisant un mélange d’acide citrique et de bPEI25k, dans un rapport 2/1 en poids.171 

Nous avons cependant fait varier les conditions d’activation afin d’étudier l’effet de celles-ci 

sur les propriétés physico-chimiques des CDs, d’une part (tableau 10), et sur leur efficacité de 

transfection d’autre part (figure 35). Les résultats obtenus nous ont révélé que selon le mode 

d’activation utilisé, les particules obtenues présentent des caractéristiques significativement 

différentes. En effet, CD35 et CD36, synthétisés en mettant en œuvre des conditions 

solvothermales sous haute pression et à pression atmosphérique, respectivement, présentent 

des potentiels zêta proches de zéro et, par voie de conséquence, ont une forte tendance à 

l’agrégation. La charge nette légèrement négative de ces particules montre que la quantité 

d’amines (donc d’ammoniums, compte tenu du pH auquel sont réalisées les mesures) à la 

périphérie de la particule est insuffisante pour neutraliser totalement les charges négatives 

apportées par les carboxylates présents autour de la particule donc, a fortiori, pour interagir  

Tableau 10. Influence de la variation des conditions d’activation lors de la synthèse de CDs à partir 
d’un mélange acide citrique/bPEI25k (2/1, en poids) sur les propriétés de tailles et de charges des CDs. 

 

 

 

 

 

 

 

 
* Mesuré à pH 7,4. 

N° Conditions d’activation Temps 
d’irradiation 

Taille* 
(nm) 

Potentiel zêta* 
(mV) 

CD35 Réaction solvothermale 
(P > Patm, 180 °C) 2 h Agrégats   -4,6 ± 0,2 

CD36 Réaction solvothermale 
(Patm, 100 °C) 24 h Agrégats   -2,3 ± 0,2 

CD37 Irradiation sous micro-ondes en 
conditions solvothermales 2 h   10,7 ± 0,2 +27,2 ± 3,9 

CD38 Pyrolyse au four à micro-ondes 
domestique (Patm) 2 min 50 100,1 ± 1,0 +23,6 ± 0,9 
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avec l’ADN. Cela pourrait s’expliquer par le fait que l’énergie apportée pendant la synthèse 

n’est pas suffisante pour permettre une incorporation efficace du PEI dans la particule au 

cours du processus de nucléation. La conséquence de cette charge résiduelle négative est que 

les particules produites ne sont pas capables de complexer l’acide nucléique et, donc, ne 

présentent aucune efficacité en transfection. En contrepartie, aucune toxicité associée n’est 

observée. En revanche, pour des CDs synthétisés par irradiation sous micro-ondes en 

conditions solvothermales (CD37) et par pyrolyse au four à micro-onde domestique (CD38), 

des potentiels zêta fortement positifs sont obtenus (+27,2 et +23,8 mV, respectivement) et de 

bons niveaux de transfection sont observés, avec une efficacité optimale pour un rapport en 

poids CD/ADN de 8. Au-delà de ce rapport optimal, l’efficacité de transfection décroît, ce qui 

se traduit par un graphique en “cloche”. Cependant, bien qu’une efficacité de transfection 

raisonnable ait été atteinte par ces deux CDs, elle nécessite une quantité de vecteur quatre 

fois supérieure au bPEI25k pour éliciter une réponse en transfection qui est, du reste, trois à 

quatre fois plus faible qu’avec le vecteur de référence. Par ailleurs, les tests de viabilité 

cellulaire nous indiquent que CD38 présente une toxicité plus faible que CD37, en particulier 

pour un rapport en poids CD/ADN de 16, avec 74 % d’activité mitochondriale préservée contre 

13 % seulement pour CD37.  

 

 
Figure 35. Efficacité de transfection de CDs synthétisés à partir d’un mélange acide citrique/bPEI25k 
(2/1, en poids) en fonction des conditions d’activation. A : Réaction solvothermale sous haute pression 
(P > Patm, 180 °C) ; B : Réaction solvothermale à pression atmosphérique (Patm, 100 °C) ; C : Irradiation 
sous micro-ondes en condition solvothermale ; D : Pyrolyse au four à micro-onde domestique (Patm). 
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En conclusion, la pyrolyse au four à micro-onde domestique apparaît comme la 

meilleure condition d’activation des réactifs (acide citrique/bPEI25k, 2/1 en poids), parmi celles 

que nous avons testées, pour produire des particules permettant un bon niveau de transfection. 

Toutefois, en dépit du fait que les résultats de transfection obtenus dans le cadre de 

cette étude sont relativement satisfaisants, il est important de noter que nous ne sommes 

jamais parvenus à atteindre les mêmes efficacités que celles obtenues antérieurement au 

laboratoire, à partir de CDs pourtant produits dans des conditions réactionnelles a priori 

identiques. Cet apparent manque de reproductibilité dans les résultats pourrait néanmoins 

être lié au four à micro-onde (ce n’est pas le même four domestique qui a été utilisé dans les 

deux études et, la focalisation des micro-ondes ainsi que la puissance restituée peuvent varier 

d’un modèle à l’autre) ou aux lots de bPEI25k utilisés, les lots de polymères pouvant être 

éminemment variables d’un batch à l’autre. N’ayant plus ni le four, ni le lot de PEI qui avaient 

été utilisés dans les travaux initiaux, nous n’avons pas pu tester ces hypothèses. 

Après avoir constaté que la pyrolyse au four à micro-onde domestique nous permettait 

d’obtenir les CDs offrant les meilleurs résultats en termes de transfection d’ADN dans les 

cellules, nous nous sommes focalisés sur ce mode d’activation par la suite et avons fait varier 

d’autres paramètres réactionnels pour étudier leur influence sur la performance des CDs dans 

la délivrance de gènes.  

4.2.2. Influence de la stœchiométrie des réactifs (acide citrique/bPEI25k) 

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés à l’influence de la variation du rapport 

en poids entre l’acide citrique et le bPEI25k lors de la préparation des CDs. Nous avons fait 

varier ce rapport entre 4/1 et 1/8, et irradié les mélanges dans notre four à micro-onde 

domestique. Les caractéristiques physico-chimiques des CDs obtenus sont résumées dans le 

tableau 11. On peut constater que seul CD39, dont la synthèse a été réalisée à partir d’un 

rapport 4/1 en poids, présente un potentiel zêta négatif à pH physiologique (-25,4 mV). Toutes 

les autres particules (CD38, CD40, CD41 et CD42), produites à partir de mélanges plus riches 

en PEI, possèdent des charges de surface très positives et relativement équivalentes (+23,6 à 

+35,9 mV). Ces résultats sont cohérents avec ceux obtenus dans les expériences de 

transfection correspondantes (figure 36). En effet, pour les CDs obtenus avec les réactifs dans  
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Tableau 11. Influence de la variation du rapport en poids entre l’acide citrique et le bPEI25k sur les 
propriétés physico-chimiques des CDs synthétisés par pyrolyse au four à micro-onde domestique. 

 

 

 

 

 

 

 
* Mesuré à pH 7,4. 

 

un rapport 4/1 en poids, l’efficacité de transfection est nulle et aucune toxicité n’est observée, 

la charge négative de CD39 ne lui permettant pas, à l’évidence, de complexer l’acide nucléique 

et, donc, de le vectoriser à l’intérieur des cellules. L’augmentation de la proportion de PEI dans 

le mélange réactionnel dont sont issus les CDs permet d’améliorer sensiblement l’efficacité 

de transfection de ces derniers. Un rapport de 1/4 en poids permet non seulement d’atteindre 

une efficacité de transfection bien supérieure à celle obtenue pour un rapport de 2/1 

(augmentation d’un facteur 25) mais également de surpasser celle du bPEI25k (amélioration 

du taux de transfection d’un facteur 5). Par ailleurs, au-delà d’un rapport CD/ADN optimal (1/4  

 

 
Figure 36. Efficacité de transfection de CDs synthétisés par pyrolyse au four à micro-onde domestique 
en faisant varier le rapport en poids entre l’acide citrique et le bPEI25k.  
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(mV) 
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CD38 2/1 100,1 ± 1,0 +23,6 ± 0,9 
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pour CD40, CD41 et CD42 ; 1/8 pour CD38), l’efficacité de transfection décroît. Ces 

expériences ont permis de montrer que, comparé à CD38, une quantité deux fois moins 

importante de CD40 et CD41 sont nécessaires pour éliciter une réponse en transfection 10 à 

12 fois plus forte. Un résultat intermédiaire est atteint avec CD42. Autre remarque 

importante, la toxicité associée à chacun des CDs de la série est significativement plus faible 

que celle associée au bPEI25k, en particulier pour CD41. Un rapport CD/ADN de 4 permet 

effectivement d’améliorer la viabilité cellulaire de 45 %.  

Ainsi, les CDs synthétisés à partir d’un mélange d’acide citrique et de bPEI25k dans un 

rapport en poids de 1/4 permettent d’obtenir de très bonnes efficacités de transfection. 

4.2.3. Influence de l’amine utilisée comme agent de passivation 

À la lumière des résultats acquis au cours des deux études précédentes, nous nous 

sommes naturellement interrogés sur l’influence que pouvait avoir une modification de l’agent de 

passivation sur les propriétés physico-chimiques des CDs et, notamment, sur leur efficacité en tant 

que vecteur de transfection. En effet, comme nous l’avons discuté dans le paragraphe 3.2., 

l’efficacité de la purification des CDs préparés à base de bPEI25k est très loin d’être optimale et 

une quantité non négligeable du polymère initial reste présente dans l’échantillon en fin de 

dialyse. La nécessité de trouver une alternative à cet agent de passivation est donc devenue 

importante pour nous afin de pouvoir mesurer l’activité de nos particules sans résidus de réactif 

de départ qui peuvent nuire à la bonne interprétation des résultats obtenus en transfection.  

Nous avons ainsi utilisé des polyamines de plus faible poids moléculaire comme agents 

de passivation (bPEI600, PEHA et DMEDA) et les CDs obtenus, produits par pyrolyse au four à 

micro-onde domestique, ont été étudiés en parallèle avec ceux synthétisés à partir de bPEI25k 

dans les mêmes conditions. L’étude a porté sur deux séries de CDs présentant des rapports en 

poids acide citrique/(poly)amine de 2/1 et 1/4 (tableau 12 et figure 37). L’efficacité de 

transfection du bPEI600 a été mesurée à des fins de comparaison et on peut immédiatement 

relever que ce polymère, contrairement au bPEI25k de poids moléculaire plus élevé, ne permet 

pas la délivrance de matériel génétique dans les cellules. Cela est, selon toute vraisemblance, 

dû à la faible stabilité des complexes qu’il forme avec l’acide nucléique. Le bPEI600 est 

également non-toxique pour les cellules, ce qui n’est pas le cas pour les PEI de poids 

moléculaires plus élevés.192  
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Tableau 12. Influence de la variation de l’agent de passivation pour des rapports en poids de 2/1 et de 
1/4 sur les propriétés physico-chimiques des CDs synthétisés à partir d’acide citrique (AC) par pyrolyse 
au four à micro-onde domestique. 

 

 

 

 

 

 

 

 
* Mesuré à pH 7,4. 

 

Les résultats obtenus en transfection nous indiquent que, pour des rapports en poids 

de 2/1, la substitution du bPEI25k par du bPEI600 dans la synthèse de CDs, engendre une 

amélioration significative de l’expression du transgène (augmentation d’un facteur 5). Cependant, 

cette réponse n’est atteinte que pour une quantité quatre fois plus importante de CD43, par 

rapport à CD38. Par ailleurs, l’efficacité optimale ne semble pas avoir été atteinte dans le cas 

de CD43 puisque, pour les rapports CD/ADN allant de 0,5/1 à 32/1, les taux de transfection 

 
Figure 37. Efficacité de transfection de CDs synthétisés par pyrolyse au four à micro-onde domestique 
à partir d’acide citrique en faisant varier l’agent de passivation pour des rapports en poids de 2/1 et 
de 1/4. A : CDs produits en utilisant le bPEI25k en tant qu’agent de passivation. B : CDs produits en 
utilisant le bPEI600 en tant qu’agent de passivation. 
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croissent de façon quasi-continue et n’ont pas encore atteint de palier. En dépit du fait qu’une 

grande quantité de vecteur soit nécessaire pour obtenir une efficacité de transfection 

comparable à celle du bPEI25k, aucune toxicité associée n’est mesurée. Pour leur part, les 

amines plus courtes, comme le PEHA ou le DMEDA conduisent à la formation de particules 

négatives (CD44 et CD45, respectivement) qui sont incapables de complexer l’acide nucléique 

et de le délivrer à des cellules (résultats non représentés). En revanche, pour des CDs préparés 

à partir d’acide citrique et de bPEI25k ou de bPEI600 dans un rapport en poids de 1/4, les 

taux de transfection atteints sont largement supérieurs à ceux obtenus précédemment avec 

des rapports en poids de 2/1. CD41 induit ainsi un niveau de transfection 25 fois plus élevé 

que CD38, et CD3 apparaît trois fois plus efficace que CD43. En outre, les rapports CD/ADN 

optimaux sont significativement réduits (2-4 pour CD41 contre 8-16 pour CD38, et 2 pour CD3 

contre 32 pour CD43). Ces résultats confirment les données recueillies dans l’étude 

précédente et révèlent à leur tour une efficacité de transfection exacerbée lorsque la 

proportion en PEI dans le mélange réactionnel initial passe de 33 à 80 %.  

Il est particulièrement satisfaisant d’observer que des particules synthétisées à partir 

de bPEI600 offrent de très bons résultats en termes de transfection alors que le polymère lui-

même ne transfecte pas. Il est probable que la présentation de multiples chaines de 

polyéthylèneimine à la surface des particules permet la formation de complexes avec l’ADN 

plus stables que ceux formés à partir du bPEI600.  

D’autre part, si l’utilisation de PEHA dans la synthèse de CDs permet d’obtenir des 

particules chargées positivement pour des rapports en poids de 1/4 (CD46), celles-ci sont 

cependant incapables de délivrer un ADN à des cellules (résultats non représentés). Une 

hypothèse pouvant expliquer ce résultat, et déjà évoquée dans le chapitre précédent (cf. 

figure 34), pourrait être que le potentiel zêta mesuré ne retranscrit pas de manière effective 

la densité des charges cationiques présentes à la surface de la particule. Ainsi, des CDs 

synthétisés à partir de polymères cationiques (PEI) pourraient présenter un potentiel zêta 

relativement équivalent à celui de particules formées à partir d’amines plus courtes, mais le 

réseau polymérique “épais” entourant la particule favoriserait la condensation et la 

complexation de l’acide nucléique et améliorerait, de ce fait, l’efficacité de transfection. 

Ainsi, les résultats présentés dans le cadre de cette étude permettent de conclure que 

l’utilisation de bPEI600, en tant qu’agent de passivation dans la synthèse des CDs, constitue la 

meilleure approche en raison d’une efficacité de transfection supérieure à celle du bPEI25k 
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et, aussi et surtout, en raison de la plus grande facilité d’élimination de ce polymère durant le 

processus de purification (cf. paragraphe 3.2.). 

Dans les travaux suivants, nous avons donc sélectionné le bPEI600 en tant qu’agent de 

passivation et avons étudié d’autres paramètres réactionnels dans le but d’accroître les 

performances des CDs produits en termes d’efficacité de transfection. 

4.2.4. Influence de la stœchiométrie des réactifs (acide citrique/bPEI600) 

Une nouvelle étude a consisté à évaluer l’influence de la variation du rapport en poids 

entre l’acide citrique et le composé aminé, impliquant cette fois-ci, le bPEI600. Nous avons 

fait varier ce rapport entre 2/1 et 1/4, et les particules carbonées issues de cette série ont 

toutes été produites par pyrolyse au four à micro-onde domestique. Les résultats obtenus 

nous montrent que la variation de la proportion en PEI dans les mélanges réactionnels n’induit 

pas de modifications significatives dans les caractéristiques de taille des CDs générés (7 à 

21 nm) (tableau 13). Les potentiels zêta indiquent, quant à eux, que les particules produites 

présentent toutes des charges de surface très positives (+18,4 à +36,1 mV). Bien qu’il ne 

semble pas y avoir de corrélation entre les caractéristiques de taille et de charge des particules 

avec la teneur en PEI du mélange réactionnel dont elles sont issues, les données de 

transfection présentées dans la figure 38 montrent que des CDs produits à partir des mélanges 

plus riches en PEI permettent d’atteindre des niveaux de transfection plus élevés. Un rapport 

en poids de 1/4 permet non seulement d’atteindre des taux de transfection bien supérieurs à 

ceux obtenus pour des rapports de 2/1, mais également de réduire significativement la quantité 

Tableau 13. Influence de la variation du rapport en poids entre l’acide citrique et le bPEI600 sur les 
propriétés physico-chimiques de CDs synthétisés par pyrolyse au four à micro-onde domestique. 

 

 

 

 

 

 
* Mesuré à pH 7,4. 

N° AC/bPEI600 Taille* 
(nm) 

Potentiel zêta* 
(mV) 

CD43 2/1 20,0 ± 0,3 +18,4 ± 0,6 

CD47 1/1   6,6 ± 1,6 +26,4 ± 1,3 

CD48 1/2 10,2 ± 1,1 +36,1 ± 2,1 

CD3 1/4 20,6 ± 3,6 +33,3 ± 1,8 
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de vecteur nécessaire pour une efficacité optimale. Ainsi, comparé à CD43, une quantité 

16 fois moins importante de CD3 est nécessaire pour éliciter une réponse en transfection trois 

fois supérieure. Par ailleurs, une perte croissante de viabilité cellulaire est observée en 

parallèle avec l’augmentation de l’efficacité de transfection des particules. 

Les CDs synthétisés à partir d’un rapport en poids acide citrique/bPEI600 de 1/4 

permettent donc d’atteindre l’efficacité de transfection la plus élevée et nous avons ainsi 

choisi de nous baser sur ce mélange réactionnel pour la suite de nos investigations. 

 

 
Figure 38. Efficacité de transfection de CDs synthétisés par pyrolyse au four à micro-onde domestique 
en faisant varier le rapport en poids entre l’acide citrique et le bPEI600.  

4.2.5. Influence du mode d’activation pour un mélange acide citrique/bPEI600 

En nous basant sur le mélange acide citrique/bPEI600 (1/4, en poids), qui a été identifié 

comme celui permettant d’obtenir des particules présentant la meilleure efficacité de 

transfection, nous avons ensuite étudié l’influence que pouvait avoir une variation du mode 

d’activation sur ce système particulier, tant au niveau des propriétés physico-chimiques des 

CDs obtenus (tableau 14) que de leur capacité à vectoriser un gène (figure 39). En effet, dans 

les étapes d’optimisation précédentes, les particules ont systématiquement été produites par 

pyrolyse au four à micro-onde domestique. D’autres sources d’activation ont donc cette fois 

été étudiées (irradiation sous micro-ondes en conditions solvothermales et sous haute pression, 
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Tableau 14. Influence des conditions d’activation d’un mélange acide citrique/bPEI600 (1/4, en poids) 
sur les propriétés de tailles et de charges des CDs obtenus. 

 
* Mesuré à pH 7,4. 

 

réactions solvothermales sous haute pression, pyrolyse à haute température à pression 

atmosphérique). Les résultats obtenus nous indiquent que les caractéristiques de taille, de 

charge et de composition atomique dans cette série de CDs sont relativement similaires et ce, 

quel que soit le mode d’activation utilisé pour la synthèse des particules. En revanche, un seul 

mode d’activation, la pyrolyse au four à micro-onde domestique, permet de produire des CDs 

dont l’efficacité de transfection est significative (CD3). Ces résultats viennent conforter ceux 

que nous avions obtenus précédemment avec le bPEI25k (cf. paragraphe 4.2.1.). 

 

 
Figure 39. Efficacité de transfection de CDs synthétisés à partir d’un mélange acide citrique/bPEI600 
(1/4, en poids) en fonction des conditions d’activation. A : Irradiation sous micro-ondes en condition 
solvothermale ; B : Pyrolyse à haute température à sec (Patm) ; C : Pyrolyse au four à micro-onde 
domestique (Patm) ; D : Réaction solvothermale (P > Patm, 180°C). 

0

20

40

60

80

100

120

1,E+03

1,E+04

1,E+05

1,E+06

1,E+07

1,E+08

0,5 1 2 4 8 16 32 0,5 1 2 4 8 16 32 0,5 1 2 4 8 16 32 0,5 1 2 4 8 16 32 0,5 1 2 4 8 16 32
C bPEI25k CD1 (A) CD2 (B) CD3 (C) CD4 (D)

Viabilité cellulaire (%
)

Ex
pr

es
si

on
 d

e 
lu

ci
fé

ra
se

 (R
LU

/p
ui

ts
)

CD/ADN (en poids)

N° Conditions d’activation Taille* 
(nm) 

Potentiel zêta* 
(mV) N (%) C (%) H (%) 

CD1 Irradiation sous micro-ondes 
en conditions solvothermales 29,4 ± 3,3 +26,7 ± 1,0 13,8 26,6 7,4 
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à sec 15,3 ± 1,0 +26,8 ± 2,6 14,1 29,4 7,3 

CD3 Pyrolyse au four à micro-onde 
domestique (Patm) 20,6 ± 3,6 +33,3 ± 1,8 14,8 23,9 7,2 
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(P > Patm, 180 °C) 20,7 ± 2,2 +32,0 ± 3,7 - - - 
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Des analyses par spectroscopies RMN et infrarouge ont été réalisées sur cette série de 

particules dans le but de mieux les caractériser, notamment en termes de chimie de surface. 

Cependant, bien que les spectres obtenus soient effectivement légèrement différents d’une 

particule à l’autre, ils n’ont pas apporté d’informations suffisamment pertinentes pour permettre 

une interprétation plus fine des résultats obtenus. Des clichés de microscopie électronique (TEM) 

ont également été réalisés et aucune différence significative n’a pu être observée en termes de 

tailles ou de formes dans les nano-objets fabriqués (figure 40). Néanmoins, les résultats de 

l’analyse élémentaire de ces échantillons, combinés aux potentiels zêta mesurés, pourraient 

apporter un élément de réponse. En effet, selon le mode d’activation utilisé, on peut supposer 

que la sensibilité des réactifs (acide citrique et bPEI600) mis en jeu dans la synthèse des particules 

par rapport à l’énergie apportée par le système diffère et, par voie de conséquence, les 

mécanismes réactionnels aboutissant à la formation des CDs peuvent ne pas être les mêmes. Or, 

les analyses élémentaires révèlent que les échantillons étudiés présentent des teneurs en azote, 

carbone et hydrogène assez peu différentes. Il semblerait donc que ce soit plutôt la structure 

interne des CDs et/ou la disposition des atomes à l’intérieur et à la surface de ceux-ci qui varient 

en fonction du mode d’activation. Si l’on considère que le potentiel zêta pourrait ne pas 

intégralement retranscrire la densité des charges cationiques à la surface des particules, des CDs 

dont le taux d’amines en surface diffère pourraient présenter un potentiel zêta relativement 

équivalent. Or, c’est précisément ce dernier paramètre qui a priori détermine l’efficacité de 

condensation et de complexation de l’acide nucléique à la surface d’une particule et donc la 

capacité de cette dernière à vectoriser un gène. Il semblerait donc qu’une explication rationnelle 

puisse permettre de traduire l’influence du mode d’activation sur les différences observées en 

termes d’efficacité de transfection de particules obtenues pour un même mélange en réactifs 

initiaux et présentant des caractéristiques physico-chimiques très proches. 

 

 

 

 

 

 

Figure 40. Clichés de microscopie électronique de CDs synthétisés à partir d’un mélange acide 
citrique/bPEI600 (1/4, en poids) en faisant varier les conditions d’activation : a) CD1, b) CD2, c) CD3, d) 
CD4. Barre d’échelle : 100 nm. 

A B C D 
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4.2.6. Influence du temps d’irradiation 

Les études présentées jusqu’ici ont permis de sélectionner les conditions de synthèse 

(nature de l’agent de passivation, rapport stœchiométrique entre l’acide citrique et le 

composé aminé, mode d’activation) les mieux adaptées à la production de particules de 

grande pureté (sans résidu de réactif de départ) et permettant de délivrer efficacement du 

matériel génétique dans les cellules (efficacité de transfection supérieure à celle du bPEI25k). 

Nous nous sommes ensuite attachés à étudier l’influence du temps de réaction sous irradiation 

micro-onde du mélange réactionnel précédemment optimisé (acide citrique/bPEI600, 1/4 en 

poids).  

Une première série d’expériences a été réalisée sur la base des résultats acquis au 

cours d’observations antérieures faites au laboratoire et selon lesquelles les meilleurs 

résultats de transfection étaient obtenus avec des CDs produits à partir d’acide citrique 

(0,50 g), d’amine (0,25 g), dans l’eau (5,0 mL), et avec un apport total d’énergie au système de 

29,17 W.h, soit 105 kJ.171 En raison d’un changement de four qui a déjà été évoqué plus haut, 

nous avons été dans l’obligation de réadapter nos paramètres de synthèse. Pour un four à 

micro-onde réglé à 620 W, cette énergie est délivrée au mélange réactionnel en 170 secondes 

(CD3). D’autre part, il est important de noter ici que le processus de carbonisation, et donc la 

formation des CDs, intervient (majoritairement) lorsque tout le solvant est évaporé. En effet, 

à partir de ce moment-là, une rapide montée en température est constatée (jusqu’à ± 250 °C, 

température mesurée avec des « thermo-strips »), d’où l’importance d’un contrôle strict des 

quantités de réactifs et de solvants mises en jeu dans la synthèse des nanoparticules ainsi que 

de la puissance délivrée par le four. Un apport d’énergie trop faible conduit à une évaporation 

incomplète du solvant (la température reste proche de 100 °C) et ne permet pas d’atteindre 

une température suffisamment élevée pour que les CDs se forment. À l’inverse, une 

carbonisation trop poussée est accompagnée de la formation d’un solide noir très peu soluble 

en solution aqueuse (charbon), conduisant ainsi à une perte importante de matériel et, par 

voie de conséquence, à des rendements extrêmement faibles en fin de dialyse (< 5 %). Par 

ailleurs, une pyrolyse trop poussée aboutit également à une diminution significative des 

propriétés de fluorescence des particules. Aussi, nous nous sommes attachés à étudier 

l’influence de la quantité d’énergie apportée au système sur les caractéristiques des CDs pour 

des temps d’irradiation compris entre 90 et 170 secondes. Les résultats rassemblés dans le  
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Tableau 15. Influence de la variation du temps d’irradiation pour une puissance du four à micro-onde 
fixe (620 W) sur les propriétés de tailles et de charges des CDs. 
 

 

 

 
 
 
 
Toutes les particules de cette série ont été synthétisées à partir d’un mélange acide citrique/bPEI600 
présentant un rapport en poids de 1/4 et dissous dans 5 mL d’une solution aqueuse (HCl 0,1N). 
*Mesuré à pH 7,4. 
 
tableau 15 ont ainsi permis de mettre en évidence une augmentation progressive de la taille 

des particules avec la durée d’irradiation (de 7,5 à 20,6 nm en passant le temps d’irradiation 

de 90 à 170 secondes). Cela pourrait s’expliquer par le fait qu’un apport d’énergie modéré 

engendre une température moins élevée à l’intérieur de l’enceinte du four et une réactivité 

moindre des molécules irradiées. Les étapes de polymérisation, carbonisation et 

graphitisation seraient ainsi moins poussées, conduisant à la formation de particules plus 

petites. Par ailleurs, les mesures de potentiels zêta indiquent que toutes les particules de cette 

série présentent une charge de surface élevée (+19,5 à +42,8 mV). Il est également intéressant 

d’observer qu’une augmentation de la durée d’irradiation du mélange réactionnel permet 

d’améliorer les taux de transfection mais également de réduire considérablement les 

optimums d’efficacité (figure 41). Une quantité quatre fois moins importante de CD3 permet,  

 
Figure 41. Efficacité de transfection de CDs synthétisés à partir d’un mélange acide citrique/bPEI600 
(1/4, en poids) en faisant varier le temps d’irradiation pour une puissance du four à micro-onde fixe 
(620 W). A : 90 s ; B : 105 s ; C : 120 s ; D : 170 s. 
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CD3 170 20,6 ± 3,6 +33,3 ± 1,8 
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en effet, d’éliciter une réponse en transfection 2,5 fois plus forte qu’avec CD49. Au-delà d’un 

rapport CD/ADN optimal (8/1 pour CD49 et CD50 ; 4/1 pour CD51 ; 2/1 pour CD3), l’efficacité 

de transfection décroît. Une plus grande quantité d’énergie apportée au système par le four 

à micro-onde s’accompagne, comme nous l’avons évoqué plus haut, d’une augmentation du 

degré de graphitisation des particules et, très probablement, de variations structurales 

importantes (différences dans la disposition et la nature des atomes au sein de la structure) 

pouvant expliquer les résultats obtenus en termes d’efficacité de transfection des particules 

composant cette série.  

Ainsi, pour un mélange acide citrique/bPEI600 (1/4, 0,625 g dans 5 mL HCl 0,1 N), un 

temps d’irradiation de 170 secondes pour une puissance du four à micro-onde de 620 W 

permet d’obtenir la meilleure efficacité en termes de transfert de gènes. 

4.2.7. Influence de la quantité de réactifs de départ 

L’étude fine des paramètres réactionnels réalisée tout au long de ce chapitre a permis 

d’optimiser la production de particules carbonées dont l’efficacité de transfection est trois fois 

supérieure à celle du bPEI25k, notre agent de transfection de référence. Cependant, ces 

optimisations ont uniquement été conduites sur de petites quantités de matériel, si bien que 

nous nous sommes attachés à les extrapoler afin de produire des CDs à plus grande échelle. Une 

étude de “scale-up” a donc été menée sur le mélange acide citrique/bPEI600 (1/4), en utilisant 

des quantités croissantes de réactifs de départ (0,125/0,5 g, 0,25/1 g et 0,5/2 g). Les conditions 

réactionnelles utilisées pour la synthèse des particules carbonées de cette série sont celles qui 

ont été précédemment optimisées (temps d’irradiation : 170 s ; puissance du four : 620 W ; 

solvant : HCl 0,1 N, 5 mL). Les CDs obtenus (CD3, CD52 et CD53) ont fait l’objet des mêmes 

caractérisations que précédemment et les résultats n’ont pas révélé de variations significatives 

en termes de taille des particules produites (19,9 à 24,2 nm) et, les potentiels zêta rapportés 

indiquent que les CDs de cette série présentent tous des charges de surface très élevées (+22,9 

à +37,0 mV) (tableau 16). En revanche, les résultats de transfection permettent de mettre en 

lumière qu’une augmentation de la quantité de réactifs dans le mélange initial se traduit par 

une diminution du taux de transfection et s’accompagne d’un décalage de l’efficacité optimale 

vers des rapports en poids CD/ADN plus élevés (figure 42). En effet, CD53, synthétisé à partir  
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 Tableau 16. Caractéristiques des CDs obtenus dans notre étude de “scale-up”. 

* Mesuré à pH 7,4. 
 
 

d’une concentration quatre fois plus importante en acide citrique et en bPEI600 que CD3, 

nécessite une quantité de matériel quatre fois supérieure pour induire une réponse en 

transfection près de 9 fois plus faible. Les variations observées traduisent probablement des 

différences dans la cinétique de carbonisation en fonction de la quantité de matériel présente 

dans le four. Ainsi, à puissance délivrée équivalente, l’efficacité des CDs en tant que vecteurs 

d’acide nucléique diminue lorsque la concentration en réactifs dans le mélange initial augmente. 

Ceci met en lumière la difficulté que présente le contrôle et l’extrapolation des conditions 

réactionnelles dans un four à micro-onde domestique. Cependant, tous nos efforts pour produire 

des CDs équivalents en utilisant un four à micro-onde spécifique dédié à la synthèse et permettant 

un meilleur contrôle des paramètres expérimentaux (température, pression, puissance fournie) 

se sont soldés par des échecs. En conséquence, nous avons fait le choix pour la suite de multiplier 

les expériences sur de petites quantités de réactifs (cf. CD3) puis de rassembler les différents 

batchs, avant dialyse, pour s’assurer d’une homogénéité du matériel final. 

 
Figure 42. Efficacité de transfection de CDs obtenus en faisant varier la quantité en réactifs de départ. 
Les particules de cette série ont toutes été synthétisées à partir d’un mélange d’acide citrique et de 
bPEI600 (1/4, en poids). A : 0,125/0,5 g ; B : 0,25/1 g ; C : 0,5/2 g. 
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4.3. Caractérisations physico-chimiques des dotoplexes 

 Après avoir sélectionné les particules carbonées avec les meilleures propriétés de 

transfection que nous ayons pu obtenir (CD3), une étude des caractéristiques physico-

chimiques des dotoplexes correspondants a été réalisée.  

 Différents complexes avec l’acide nucléique ont ainsi été fabriqués en faisant 

varier le rapport en poids CD/ADN et une évaluation de la taille, charge et capacité de 

complexation de l’acide nucléique a été menée pour chacun des dotoplexes obtenus. Il 

est à noter ici que la concentration en dotoplexes des solutions utilisées pour les mesures 

de tailles et de charges par DLS est bien inférieure à celle à laquelle les CDs "nus" ont été 

caractérisés (70 µg/mL contre 1 mg/mL, respectivement). Outre le fait que des mesures 

de taille et de charge sur des solutions de dotoplexes à 1 mg/mL engendreraient une 

consommation très importante d’ADN et, par voie de conséquence, des coûts élevés, 

elles ne seraient que peu relevantes. En effet, comme nous l’avons discuté dans le 

paragraphe 3.3., la mesure par DLS de la taille et de la charge d’une nanoparticule 

dépend assez fortement de la concentration à laquelle est réalisée la mesure et ce qui 

nous intéresse ici est bien de caractériser les dotoplexes à la concentration à laquelle ils 

sont utilisés dans les expériences de transfection. Aussi, à des fins de comparaison, avons 

nous déterminé la taille et la charge de CD3 en solution dans l’eau à 70 µg/mL (pH 7,4). 

Dans ces conditions, la taille mesurée est d’environ 100 nm, contre 20,6 nm mesuré en 

solution plus concentrée (1 mg/mL). Par contre, le potentiel zêta varie assez peu puisqu’il 

est de +32,0 mV, contre +33,3 mV à 1 mg/mL. De la même manière, les tailles associées 

à chacun des rapports en poids CD/ADN des dotoplexes se situent toutes autour de 

100 nm, excepté pour ceux dont le potentiel zêta est proche de la neutralité 

(0,4 < CD/ADN < 0,45, vide infra) et qui agrègent fortement. La complexation d’un acide 

nucléique à la surface de CD3 ne semble donc pas modifier de manière significative la 

taille de la particule. La détermination du potentiel zêta des dotoplexes par DLS révèle 

également que, à partir d’un rapport en poids CD3/ADN de 0,5, les nano-objets fabriqués 

deviennent fortement positifs, avec une valeur de z qui plafonne très rapidement vers 

+30 mV, similaire à celle mesurée pour les CDs "nus" (i.e. non complexés à de l’ADN) 

(figure 43).  
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Figure 43. Influence du rapport en poids CD/ADN sur le potentiel zêta des dotoplexes. Toutes les 
mesures ont été réalisées pour des concentrations en dotoplexes de 70 µg/mL. 
 

Une évaluation de la capacité de CD3 à complexer et à condenser l’ADN a été réalisée en 

parallèle par électrophorèse sur gel d’agarose pour des rapports en poids CD/ADN compris entre 

0,25 et 2 (figure 44). Les résultats montrent une condensation totale de l’acide nucléique pour un 

rapport CD3/ADN proche de 0,5 et confirment donc que, au-delà de ce ratio, les dotoplexes sont 

chargés positivement. Le fait que l’efficacité de transfection maximum nécessite un rapport en 

poids CD3/ADN de 2 (donc largement supérieur à 0,5) ne peut donc s’expliquer par la seule 

considération de la charge et de la taille des dotoplexes. L’explication pourrait résider dans le fait 

que, même si tout l’ADN est complexé par les CDs dès le rapport en poids de 0,5, des boucles de 

l’acide nucléique resteraient exposées aux endonucléases et pourraient subir des dégradations 

menant ultérieurement au relargage d’un ADN non fonctionnel dans la cellule. Nous reviendrons 

sur ce point dans le chapitre suivant, lorsque nous détaillerons l’élaboration de plateformes 

théranostiques selon le modèle dit de “protocell” (paragraphe 5.2.1.). 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 44. Électrophorèse sur gel d’agarose réalisée avec les dotoplexes CD3/ADN préparés avec 
différents rapports en poids. Le contrôle (C) correspond à de l’ADN “nu”. 
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5.1. Contexte et objectifs 

Avec le foisonnement des recherches dans le domaine des nanotechnologies, diverses 

avancées ont été faites qui ont ouvert la voie à l’élaboration de systèmes nanoparticulaires 

multifonctionnels, de plus en plus complexes et “intelligents”, capables de combiner à la fois 

des propriétés de thérapie et de diagnostic. À l’heure actuelle, ces agents dits théranostiques 

sont essentiellement élaborés à partir de vecteurs lipidiques ou polymériques, de 

nanoparticules métalliques ou de silice mésoporeuse, et permettent de véhiculer, au sein d’un 

site d’intérêt spécifique, un (ou plusieurs) actif(s) thérapeutique(s) ainsi qu’un agent de 

contraste permettant la mise en œuvre d’une modalité d’imagerie. Dans le cas des 

traitements anti-tumoraux, par exemple, cette association permet d’augmenter l’efficacité 

thérapeutique de l’agent anticancéreux (accumulation au niveau de la tumeur, réduction des 

effets secondaires indésirables liés à sa toxicité), de détecter et d’imager la tumeur, et de 

suivre son évolution avec précision. 

Dans ce contexte, les carbon dots suscitent un intérêt croissant et leurs propriétés 

physico-chimiques intrinsèques (photoluminescence, stabilité chimique, biocompatibilité…) 

les rendent particulièrement bien adaptés à des applications dans le domaine. Dans le 

paragraphe 2.5.4.2., nous avions fait un état de la littérature concernant les différentes 

approches qui ont été utilisées jusqu’à présent pour la vectorisation, par des CDs, de 

molécules anticancéreuses, d’une part, et d’acides nucléiques thérapeutiques, d’autre part. 

Nous avions également mis en avant le fait que l’élaboration d’une plateforme synthétique 

qui serait capable de combiner la chimiothérapie et la thérapie génique permettrait d’induire 

une synergie dans l’efficacité du traitement. Cependant, à notre connaissance, Wang et al. 

sont les seuls à avoir conçus, à ce jour, un système à base de CDs amphiphiles qui permet la 

vectorisation simultanée d’ADN ou de siARN et d’une drogue anti-tumorale, en l’occurrence 

la doxorubicine.173 D’autre part, comme nous l’avons également déjà évoqué, chacune des 

techniques d’imagerie médicale utilisées actuellement présente des avantages mais 

également des inconvénients. En effet, aucune technique ne permet d’associer, à elle seule, 

une grande sensibilité et une haute résolution. Aussi, le développement de nano-objets 

permettant de combiner les avantages de plusieurs modalités d’imagerie représente un 

immense intérêt pour un diagnostic plus précis et, par voie de conséquence, une thérapie plus 

efficace. 
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Dans le chapitre précédent, nous avons montré que des CDs générés à partir d’un 

mélange acide citrique/bPEI600 (1/4) sont capables de vectoriser du matériel génétique in 

vitro avec une efficacité supérieure à celle d’un agent de transfection de référence, le bPEI25k. 

En nous basant sur ces résultats, nous avons pris comme objectif de concevoir des systèmes 

capables de permettre la co-délivrance d’un acide nucléique (ADN, siARN) et d’un actif 

thérapeutique hydrophobe (paclitaxel, PTX), tout en offrant les possibilités d’une imagerie 

bimodale in vivo, par fluorescence et par résonance magnétique (IRM). L’association des 

propriétés intrinsèques de photoluminescence des carbon dots à un potentiel en imagerie par 

résonance magnétique permet de concevoir une plateforme qui offre à la fois une grande 

sensibilité, une très bonne résolution spatiale et une pénétration tissulaire importante en 

termes d’imagerie. 

5.2. Élaboration de systèmes à base de CDs pour des applications en 

thérapie combinée 

Dans le but de concevoir des vecteurs fondés sur les carbon dots et capables de 

vectoriser simultanément une drogue anti-tumorale hydrophobe et un acide nucléique 

thérapeutique, deux stratégies ont été envisagées (figure 45). L’une fait référence à un modèle 

dit de “protocell” dans lequel la nanoparticule carbonée, complexée à un ADN (ou à un siARN) 

est recouverte a posteriori par une bicouche lipidique fonctionnalisée, de façon à conférer à 

l’ensemble une certaine furtivité et offrir une possibilité d’incorporation d’un actif 

hydrophobe (i.e. paclitaxel) (voie A). L’autre stratégie implique l’établissement d’une couche 

bifonctionnelle (conférant les propriétés de furtivité) autour de la particule, par le biais de 

l’établissement de liaisons covalentes entre un motif PEGylé et la particule (voie B). 

L’incorporation d’un intron hydrophobe dans cette seconde construction, entre le motif PEG 

et la particule, doit permettre de ménager l’accueil d’un actif hydrophobe pour les combo-

thérapies et d’envisager sa co-délivrance avec un acide nucléique complexé par le cœur 

cationique de la particule. 
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Figure 45. Stratégies mises en jeu dans la synthèse de nanoparticules à base de CDs pour des 
utilisations en thérapies combinées. Voie A : NPs développées à partir d’interactions faibles. Voie B : 
NPs développées à partir de liaisons covalentes. 

5.2.1. Développement de plateformes synthétiques à base de CDs selon le 

modèle “protocell” 

 Cette approche est inspirée de la préparation de “protocells” à base de particules de 

silice mésoporeuse.193 Les carbon dots cationiques, tels que développés et optimisés dans le 

chapitre précédent, ont été utilisés pour complexer le gène d’intérêt. Les dotoplexes sont 

préparés avec un excès d’acide nucléique de façon à présenter une charge nette négative. Ils 

sont ensuite recouverts par une bicouche lipidique selon un protocole classique d’hydratation 

de film lipidique mince (figure 46). Typiquement, un lipide cationique (pur ou en mélange, vide 

infra) en solution dans un solvant organique est placé dans un tube eppendorf et un film est 

formé sur les parois par évaporation lente du solvant. Ce film lipidique est ensuite repris par 

une solution aqueuse contenant les dotoplexes anioniques. Les phospholipides s’auto-

assemblent alors spontanément de manière à exposer leur tête polaire vers le milieu aqueux 

et/ou la surface chargée négativement du complexe CD/ADN. Le mélange lipidique utilisé est 

composé d’un phospholipide fusogène, la DOPE, constituant majeur des membranes et 

facilitant l’internalisation cellulaire, et d’un lipide cationique récemment synthétisé au 

laboratoire (PP981) et dont l’efficacité de transfection a été démontrée.194 Ces deux lipides 

ont en outre été choisis pour leur température de transition de phase principale (TM)  

négative, liée à la présence de chaînes grasses insaturées (C18:1). Ils ont ainsi la capacité de 

former des membranes fluides autour de la particule, ce qui permet l’insertion, le cas 

échéant, d’un actif hydrophobe.  
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Figure 46. Représentation schématique de la stratégie “protocell”. La surface des dotoplexes préparés 
avec un excès d’acide nucléique est recouverte par une bicouche lipidique qui permet le dopage d’une 
drogue anti-tumorale, via une insertion hydrophobe. 
 

Des essais préliminaires de transfection avec ces constructions ont été réalisés. Nous 

avons ainsi comparé l’efficacité des dotoplexes formés à partir de CD3 et de plasmide d’ADN 

(avec différents rapports en poids), avec celle des “protocells” correspondantes pour lesquels 

on a fait varier la composition du film lipidique afin de moduler la charge cationique des 

complexes résultants. Par convention, cette charge est décrite par un rapport N/P, où N 

représente la quantité molaire de lipide cationique et P, la quantité molaire de phosphates 

dans l’acide nucléique. Le film lipidique utilisé contient de la DOPE et le lipide cationique 

PP981, dans un rapport 2/1 en poids. Les résultats obtenus nous indiquent que le film lipidique 

améliore significativement l’efficacité de transfection des particules pour des rapports en poids 

CD/ADN inférieurs ou égaux à 1, mais la réduit pour les rapports supérieurs (figure 47). Pour 

rappel, les mesures de potentiels zêta réalisées sur les dotoplexes ont révélé que ces derniers 

deviennent fortement chargés positivement à partir d’un rapport CD/ADN de 0,5 (cf. 

paragraphe 4.3.). Logiquement, on devrait s’attendre à ce que les lipides cationiques 

n’interagissent pas avec les dotoplexes présentant un rapport CD/ADN supérieur à cette valeur 

ce qui, à l’évidence, n’est pas le cas. Ceci pourrait trouver une explication en considérant que 

la représentation d’une “protocell”, telle qu’elle est proposée à la figure 46, est trop simpliste.  
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Figure 47. Comparaison de l’efficacité de transfection entre le dotoplexe (en vert) et la “protocell” (en 
bleu) pour différents rapports N/P. Le film lipidique enrobant la particule est composé d’un mélange 2/1 
en poids de DOPE et de PP981. Le bPEI25k (en violet) est un contrôle positif (bPEI25k/ADN, 2/1 en poids). 
 

Il serait en effet plus raisonnable d’imaginer les dotoplexes comme des agrégats de carbon 

dots positifs dans lesquels sont piégés les acides nucléiques (figure 48). On peut alors 

comprendre que, même pour des dotoplexes globalement chargés positivement, des 

molécules d’acides nucléiques soient partiellement accessibles en surface, selon leur position 

au sein de la structure et du rapport en poids CD/ADN.  Pour des rapports en poids CD/ADN

 
 
Figure 48. Représentation schématique d’une structure de dotoplexes formés à partir d’agrégats de 
CDs positifs entre lesquels s’insèrent des acides nucléiques négatifs. A : Agrégats de nanoparticules 
formés à partir de rapports en poids CD/ADN faibles (< 1) autorisant une interaction avec un film 
lipidique cationique ; B : Agrégats de nanoparticules formés à partir de rapports en poids CD/ADN 
élevés (> 2) pour lesquels la répulsion électrostatique empêche l’interaction avec le film lipidique 
cationique. 
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faibles (inférieurs ou égaux à 1), il est donc probable que des molécules d’acides nucléiques 

soient exposées ou partiellement exposées en surface et soient donc capables d’interagir 

avec le film lipidique cationique (figure 48A), aboutissant à la formation d’un film autour de la 

particule. Celui-ci confère à cette dernière une protection vis-à-vis des enzymes de 

dégradation (nucléases) qui sont susceptibles de dégrader l’ADN et, par voie de conséquence, 

permet une augmentation du niveau de transfection puisque l’ADN est mieux préservé. À 

l’opposé, pour des rapports en poids CD/ADN élevés (supérieurs ou égaux à 2), la probabilité 

de voir des portions d’acide nucléique exposées en surface est plus faible. Les particules ainsi 

produites ne sont donc pas capables d’interagir efficacement avec le film lipidique cationique, 

une répulsion électrostatique s’établissant entre les lipides et les CDs (figure 48B). Dans ce cas, 

les lipides s’organisent en solution aqueuse pour former des liposomes, comme ils le feraient 

en l’absence des particules. Ces derniers pourraient éventuellement perturber l’activité 

d’endocytose de la cellule et être à l’origine de la perte d’efficacité de transfection observée. 

Par ailleurs, nous pouvons également constater que, pour un rapport en poids CD/ADN donné, 

au-delà d’une certaine quantité de lipide ajouté, on observe une diminution de l’efficacité de 

transfection du complexe. Une explication pourrait être qu’une fois que toutes les boucles 

d’ADN exposées sont masquées par le lipide, celui-ci en excès tend alors à former des 

liposomes qui vont interférer avec les mécanismes d’endocytose (vide supra). Compte tenu 

de ces résultats, il aurait peut-être été judicieux d’optimiser davantage la proportion en lipides 

dans les constructions et d’étudier des rapports N/P plus faibles pour des constructions de 

dotoplexes CD/ADN de rapport en poids 1/1, par exemple. Autre remarque importante, le film 

lipidique présent autour de la particule n’améliore pas, contrairement à nos attentes, la 

viabilité cellulaire de la “protocell”. L’incorporation de lipides PEGylés au sein de la bicouche 

permettrait certainement de diminuer la toxicité de l’ensemble.  

Les particules produites démontrent ainsi la validité de notre modèle in vitro et nos 

résultats ouvrent d’intéressantes perspectives d’optimisation en termes d’efficacité de 

transfection et de maintien de la viabilité cellulaire. Pour une utilisation in vivo, il conviendra 

néanmoins d’incorporer un lipide PEGylé dans les constructions afin de leur conférer la 

furtivité nécessaire. Ceci pourra être facilement réalisé en incorporant celui-ci dans le film 

lipidique utilisé pour l’enrobage des dotoplexes. 
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5.2.2. Développement de plateformes synthétiques à base de CDs selon le 

modèle covalent 

La seconde stratégie que nous avons examinée implique une modification chimique 

des CDs (figure 49). Les amines présentes à la surface des nanoparticules ont ainsi été 

partiellement acylées par un acide gras fonctionnalisé en position terminale par un motif 

mPEG2000. La présence d’un segment dodécyl (C12:0) au sein de cette construction, entre la 

surface cationique du carbon dot et la “couronne” de polymère hydrophile, doit permettre 

l’insertion d’une drogue hydrophobe pour des applications en thérapie combinée. La 

préparation de ces constructions basées sur la fonctionnalisation a posteriori de la surface des 

CDs passe par la fabrication de greffons à partir de poly(éthylène glycol) monométhyléther 

2000 et acylation des nanoparticules (figure 50). À des fins de comparaison et pour étudier la 

capacité des constructions à accueillir un actif hydrophobe, des constructions plus simples, 

n’incluant pas d’intron hydrophobe, ont également été préparées. Différentes particules ont 

ainsi été obtenues (CD54, CD55, CD56 et CD57) en faisant varier la proportion du réactif 

d’acylation 4 ou 5 (25 et 10 % en poids) par rapport à CD3. Les taux effectifs de greffage, 

mesurés par RMN, ainsi que les caractéristiques physico-chimiques des particules sont 

résumés dans le tableau 17. On peut constater que l’efficacité de la réaction de post-

fonctionnalisation est fortement dépendante de la nature du réactif PEGylé. En effet, pour les 

particules acylées par l’acide 4 (CD56 et CD57), les taux de greffage apparaissent 2 à 3 fois 

plus importants que lorsque l’acide 5 est utilisé (CD54 et CD55). Une hypothèse pourrait être  

 

Figure 49. Représentation schématique de la deuxième stratégie développée dans le cadre de 
l’élaboration de CDs pour des applications en thérapie combinée. La surface cationique des carbon 
dots est modifiée chimiquement, par un motif alkyl-PEG pour permettre le “chargement” de l’actif 
anti-tumoral. 
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Figure 50. Voies de synthèse des greffons utilisés pour la fonctionnalisation des carbon dots. 
 

que, lorsque le composé 4 réagit avec une nanoparticule, le caractère hydrophobe du motif 

dodécyl génère un environnement favorable à la concentration locale des réactifs d’acylation 

et, de ce fait, augmente la probabilité de réaction avec les amines à la surface de la particule. 

Par ailleurs, toutes les particules produites possèdent des potentiels zêta très positifs et 

relativement équivalents (de +25,6 à +32,8 mV), permettant a priori la complexation de l’acide 

nucléique et sa possible vectorisation à l’intérieur des cellules. Toutefois, il est maintenant 

bien établi que la PEGylation des nanoparticules peut limiter leur internalisation dans les cellules  

Tableau 17. Influence des différents greffons introduits à la surface du CD sur les propriétés physico-
chimiques des particules.  

 * Mesuré à pH 7,4. ‡ CDs synthétisés par pyrolyse au four à micro-onde domestique, à partir d’un 
mélange d’acide citrique et de bPEI600 (1/4, en poids). 
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CD3 - - 20,6 ± 3,6 +33,3 ± 1,8 

Post-fonctionnalisation mPEG2000-COOH‡ 

CD54 25 9,6 21,4 ± 1,3 +25,6 ± 2,5 

CD55 10 6,4 12,2 ± 0,4 +32,8 ± 1,7 

Post-fonctionnalisation mPEG2000-alkyl-COOH‡ 

CD56 25 31 11,8 ± 0,8 +30,4 ± 2,0 

CD57 10 11 17,7 ± 3,2 +26,6 ± 2,1 
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Figure 51. Comparaison de l’efficacité de transfection de CD3 et de ses versions PEGylées. Sur ce 
graphe, sont représentés l’expression de luciférase (en bleu foncé et violet pour les CDs acylés avec les 
composés 5 et 4, respectivement) et la viabilité cellulaire (en marron et jaune pour les CDs acylés avec 
les composés 5 et 4, respectivement). 
  

et leur sortie de l’endosome.195 Dans notre cas, les résultats obtenus démontrent 

effectivement une diminution de l’efficacité de transfection d’un facteur trois à quatre pour 

les CDs que nous avons PEGylés (figure 51). En outre, comparé à CD3, le précurseur non 

PEGylé, une quantité deux fois plus importante de CDs PEGylés est nécessaire pour éliciter la 

réponse maximale. Les données collectées indiquent également que, quel que soit le réactif 

de PEGylation (avec ou sans intron hydrophobe) et quel que soit le taux de greffage des 

particules (de 6,4 à 31 %, en poids), les efficacités de transfection sont quasiment équivalentes 

et très comparables à celle du bPEI25k, ce qui démontre le fort potentiel de ces constructions 

PEGylées dans la délivrance de gènes. Une autre caractéristique de ces dernières réside dans 

leur faible toxicité associée. Celle-ci est, en effet, significativement réduite par rapport à CD3, 

puisque la viabilité passe de 45 % à 78-83 %, pour un rapport en poids CD/ADN de 4. 

Pour comparaison, deux autres particules ont été générées en mettant en œuvre une 

voie de synthèse déjà rencontrée à plusieurs reprises tout au long de ce manuscrit, la voie “de 

novo”. Pour ce faire, différentes quantités de poly(éthylène glycol) monométhyléther 2000 

(n »  45) ont été ajoutée au mélange acide citrique/bPEI600 (1/4) avant irradiation micro-onde 

dans les conditions préalablement mises au point dans le chapitre précédent (temps 

d’irradiation : 170 s ; puissance du four à micro-onde : 620 W ; solvant : HCl 0,1 N, 5 mL). Les 
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résultats obtenus indiquent que, dans les conditions testées, les particules produites (CD58 et 

CD59) présentent un taux d’incorporation de PEG plus faible (3,9 et 8,0 %, en poids) par 

rapport à celles issues d’une post-fonctionnalisation (tableau 18). À pH physiologique, CD58 

et CD59 présentent un potentiel zêta fortement positif (+29,4 et +29,6 mV, respectivement), 

ce qui devrait leur permettre de complexer et vectoriser de l’ADN. C’est effectivement ce qui 

est observé puisque l’efficacité de transfection des particules produites est comparable ou 

supérieure à celle du bPEI25k (figure 52). Contrairement à ce que nous avions observé avec 

les CDs PEGylés par post-fonctionnalisation, ces expériences révèlent des différences 

significatives en termes d’efficacité optimale et de toxicité des CDs selon la quantité de PEG 

incorporé dans les nanoparticules. En effet, CD58 qui présente un taux d’incorporation de PEG de  

Tableau 18. Influence de l’ajout de différentes quantités de mPEG2000 dans un mélange acide 
citrique/bPEI600 (1/4, en poids) sur les propriétés physico-chimiques des CDs obtenus. 

* Mesuré à pH 7,4. 
 
 
 

 
Figure 52. Efficacité de transfection et toxicité des CDs PEGylés préparés par la voie “de novo”, et 
comparaison avec le bPEI25k et les CDs non PEGylés CD3.  
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3,9 % élicite une transfection maximale pour un rapport CD/ADN de 4, alors qu’il faut monter 

jusqu’à un rapport de 16 (soit quatre fois plus) avec CD59 pour lequel un taux d’incorporation 

de PEG de 8,0 % a été mesuré. Par ailleurs, aucune toxicité significative n’est observée avec 

les dotoplexes CD59/ADN pour des rapports en poids inférieurs à 16, tandis que la viabilité 

cellulaire n’est déjà plus que de 46 % en présence des dotoplexes CD58/ADN pour un rapport 

en poids de 8/1. 

Ainsi, de ces études sur les CDs présentant des motifs PEG, il ressort que, produits par 

post-fonctionnalisation ou “de novo”, ils offrent des performances en termes de transfection 

qui sont assez similaires et comparables à celles du bPEI25k. De façon un peu surprenante 

cependant, le taux élevé de PEGylation mesuré pour CD56 (31 %) ne semble pas altérer ses 

propriétés de transfection comme on aurait pu le craindre au vu de certains résultats 

rapportés dans la littérature. Ceci pourrait éventuellement être l’indication d’une certaine 

biodégradabilité des nanoparticules, les motifs PEG ornant celles-ci étant éliminés plus ou 

moins rapidement dans le milieu biologique. En termes de toxicité, on observe que la 

PEGylation induit également une meilleure tolérance de la part des cellules. 

5.2.3. Encapsulation de PTX dans les constructions 

Les études menées jusqu’à présent ont permis de faire valoir le fort potentiel des 

nanoparticules produites en termes de vectorisation d’un acide nucléique. Cependant, 

comme nous l’avons évoqué plus haut, notre but est l’élaboration de vecteurs permettant la 

délivrance simultanée d’un gène et d’une drogue anti-tumorale hydrophobe pour des 

applications en thérapie combinée. Dans le cadre de cette étude et pour tenter d’apporter 

une preuve de concept, nous avons choisi le PTX comme agent anti-tumoral. Cette molécule, 

extraite de l’écorce d’if, est en effet très utilisée dans le traitement de nombreux cancers 

(cancer du sein, de l’ovaire, du poumon...). Son mécanisme d’action est bien connu et consiste 

à bloquer la division cellulaire en inhibant la dépolymérisation des microtubules, conduisant 

ainsi à la mort cellulaire par apoptose. Dans les constructions CD56 et CD57, la présence de 

chaînes aliphatiques (C12) intercalées entre la surface des particules et les motifs PEG est 

supposée conduire à l’établissement d’une “couronne” hydrophobe autour du cœur 

cationique (cf. figure 49), favorable à l’accueil de composés hydrophobes comme le PTX. Afin 
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de tester cette hypothèse, nous avons donc cherché dans un premier temps à évaluer la 

cytotoxicité des nanoparticules dopées au PTX, en l’absence d’acide nucléique, la perte de 

viabilité cellulaire pouvant être directement corrélée à l’incorporation de PTX dans les cellules 

(figure 53). Dans ces expériences, des solutions éthanoliques (EtOH/H2O 75/25, v/v) de CD56 

et de PTX ont été mélangées volume à volume, incubées pendant 30 min à température 

ambiante, puis évaporées. Les résidus ont été resuspendus dans l’eau pure et incubés pendant 

24 h avec des cellules A549 en culture, en plaques 96-puits. Les quantités de CDs déposées 

sur les cellules correspondent à celles utilisées dans les expériences de transfection (0,2 à 12,8 

µg de CDs par puits). Les résultats obtenus montrent, conformément à nos attentes, une 

diminution significative de la viabilité cellulaire à mesure que la concentration en PTX dans les 

constructions augmente. De fortes différences sont observées en particulier pour des 

quantités de CDs inférieures à 3,2 µg/puits. Par exemple, pour 0,8 µg de CD56, aucune baisse 

significative de viabilité cellulaire n’est constatée en l’absence de PTX, alors qu’elle est réduite 

à 63 % quand les NPs sont dopées avec 0,2 % de PTX, et à 34 % lorsqu’ils sont dopés à 1 %. 

 

 
Figure 53. Test au MTT réalisé sur un CD (CD56), fonctionnalisé par un motif alkyl-PEG, pour lequel 
différentes proportions en paclitaxel (PTX) ont été incorporées (0,2 et 1 %). 
 

Des études complémentaires devront être réalisées en faisant notamment varier plus 

finement la quantité de PTX dans les constructions et en évaluant la toxicité induite par ces 

nanoparticules sur d’autres lignées cellulaires. Dans le chapitre 3, nous avions effectivement 

constaté une sensibilité plus élevée de la lignée THP-1 aux CDs. 
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D’autre part, des expériences visant à déterminer la charge effective en PTX dans les 

constructions ont été menées. À l’heure actuelle, très peu d’études dans la littérature font état 

de CDs dopés au paclitaxel.196,197 En effet, les études sur la délivrance d’actifs thérapeutiques 

hydrophobes par ces particules carbonées de taille nanométrique impliquent essentiellement 

la doxorubicine.198,199 Ce composé anti-tumoral présente une bande d’absorption 

caractéristique à 485 nm permettant aisément d’évaluer son taux de chargement dans la 

nanostructure par simple dosage UV-visible. La bande d’absorption du PTX se situant dans l’UV 

proche (lmax = 230 nm), elle rend très délicat ce genre d’expériences, en raison du fait que les 

CDs présentent généralement une forte absorption dans cette région spectrale (cf. chapitre 2). 

Aussi, une première approche a été de déterminer la teneur en PTX dans nos constructions en 

faisant des tentatives d’extraction au chloroforme. Les CDs n’étant pas solubles dans ce solvant, 

il nous semblait possible d’extraire le PTX en phase organique et d’effectuer ensuite un dosage 

UV classique. Nous avons donc suspendu les CDs dans un mélange PBS/MeOH (70/30) et ajouté 

la quantité adéquate de PTX (0,2 et 1 % en poids), puis incubé le tout pendant une demi-heure 

à température ambiante avant d’évaporer le solvant. Les résidus ont ensuite été repris en milieu 

aqueux et extraits plusieurs fois au chloroforme. À chaque extraction, la phase organique a été 

séparée et analysée par spectrométrie UV-visible. Bien que cette stratégie semblait simple et 

rapide à mettre en œuvre,196,200 les résultats obtenus n’ont pas été concluants. En effet, la 

somme des absorbances mesurées à 230 nm sur l’ensemble des différentes fractions récoltées 

est apparue bien supérieure à la quantité de PTX initialement introduite dans les échantillons. 

Cela pourrait s’expliquer par les petites quantités de PTX mises en jeu (de l’ordre de 10-30 µg) 

et par la présence d’impuretés dans les solvants utilisés (chloroforme et méthanol pourtant de 

qualité “spectrophotométrique”) ou de contaminations introduites pendant la phase 

d’extraction, qui absorbent significativement à des longueurs d’ondes inférieures à 250 nm. Une 

autre approche que nous avons essayé de mettre au point est basée sur une centrifugation sur 

membrane. Pour cela, nous avons utilisé des dispositifs Centricon™ qui permettent de séparer 

deux constituants d’un mélange, en l’occurrence les CDs et le PTX, en fonction de leur taille 

grâce à une membrane perméable présentant une limite d’exclusion de taille de 2000 Da. Au 

cours de la centrifugation, le PTX non-incorporé dans les particules est supposé diffuser à travers 

la membrane et un dosage UV-visible dans le filtrat devrait permettre d’en déterminer la 

concentration. Cette technique permet de réduire les manipulations et de limiter les risques 

d’introduction d’impuretés dans l’échantillon pouvant nuire à la qualité des résultats. Les 
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particules ont donc été dissoutes dans un mélange PBS/MeOH (70/30) et mises en présence de 

différentes quantités de PTX (de 0 à 100 % en poids par rapport aux CDs). Les différentes 

solutions ont alors été centrifugées à froid (4 °C) sur Centricon™. Les filtrats ainsi générés ont 

été récoltés et leur absorbance a été mesurée. Comme précédemment, les résultats obtenus 

n’ont pas été concluants et les problèmes rencontrés pourraient être dus à un problème 

d’agrégation de la drogue dans les conditions de l’expérience, limitant ainsi sa diffusion à travers 

la membrane, ou à un colmatage de la membrane par les CDs pendant la centrifugation. 

Les différentes approches testées et mises en œuvre jusqu’à présent ne nous ont pas 

permis d’évaluer la teneur en PTX dans nos nanoparticules. Les faibles concentrations en PTX 

utilisées dans ces expériences (< 20 µg/mL), la présence d’impuretés dans les solvants et 

d’éventuelles contaminations introduites dans les échantillons au cours des processus de 

séparation engendrent effectivement des marges d’erreurs très importantes qui empêchent 

toute interprétation des résultats. D’autres méthodes devront donc être envisagées en se 

basant notamment sur des résultats acquis avec d’autres nanoparticules (nanoparticules 

polymériques, liposomes, micelles…) qui intègrent cette drogue anti-tumorale et dont la 

capacité de chargement est déterminée par dosage UV-HPLC.201,202 Une autre approche, bien 

évidemment, consisterait à faire notre preuve de concept en remplaçant le PTX par la 

doxorubicine. Faute de temps, cette partie du travail n’a pu être menée à terme. Dans tous les 

cas, des études complémentaires seront ensuite nécessaires afin de comparer l’influence du 

taux de greffage du fragment PEGylé à la surface de la particule (comparaison avec CD57 par 

exemple) ou l’importance de l’intron hydrophobe dans la capacité d’encapsulation de la drogue 

(comparaison avec les particules fonctionnalisées en l’absence de la chaîne alkyle CD54 et 

CD55). Pour des applications en thérapie combinée, la vectorisation simultanée d’un gène 

codant une protéine pro-apoptotique et d’un anti-tumoral hydrophobe par ces constructions 

permettra d’évaluer le potentiel synergique de cette combinaison et de déterminer l’efficacité 

que pourraient avoir ces particules dans des approches thérapeutiques. 

5.3. Élaboration de plateformes théranostiques à base de carbon dots 

Les différentes plateformes synthétiques présentées ci-dessus ont été conçues de 

manière à permettre la co-délivrance intracellulaire d’un acide nucléique thérapeutique et 

d’une drogue anti-tumorale hydrophobe. Toutefois, les travaux réalisés actuellement dans le 
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domaine de la nanomédecine tendent vers le développement de nanoparticules 

théranostiques. Comme nous l’avons déjà évoqué à plusieurs reprises tout au long de ce 

manuscrit, ces nanoparticules présentent à la fois une activité thérapeutique (à travers la 

vectorisation d’un principe actif) et un potentiel en imagerie (par incorporation d’agents de 

contraste capables d’imager des structures anatomiques et/ou pathologiques). L’élaboration 

et la conception de tels systèmes nanoparticulaires multifonctionnels devraient, à terme, 

aboutir à des traitements plus efficaces et à une médecine plus personnalisée. Dans le cadre 

de cette thèse, une partie de nos efforts ont donc été orientés dans ce sens et nous nous 

sommes attachés à étudier la possibilité de conférer à nos nanoparticules des propriétés 

permettant la mise en place d’une imagerie bimodale in vivo, par fluorescence et résonance 

magnétique (IRM). 

5.3.1. Optimisation des CDs pour l’imagerie par fluorescence in vivo 

Comme nous l’avons évoqué dans le chapitre 2, les propriétés intrinsèques de 

photoluminescence des CDs permettent l’utilisation de ces derniers en bio-imagerie. 

Cependant, la très grande majorité de ces nano-objets décrits à l’heure actuelle présentent 

des longueurs d’ondes d’absorption et d’émission dans la région de l’UV ou du visible, ce qui 

est difficilement compatible avec les contraintes de l’imagerie par fluorescence in vivo. En 

effet, à de telles longueurs d’ondes, l’absorption et la diffusion de la lumière par les tissus est 

importante, tout comme l’auto-fluorescence. Il est donc nécessaire de décaler ces longueurs 

d’ondes vers le proche infra-rouge (650-900 nm) dans le but de permettre une meilleure 

pénétration tissulaire de la lumière et une amélioration du contraste. Par ailleurs, à de telles 

longueurs d’ondes, l’intensité des radiations lumineuses est plus faible et donc la photo-

toxicité générée pour les cellules et tissus en est d’autant plus réduite. 

 Comme on l’a vu précédemment (cf. paragraphe 2.5.4.1.), de nombreux efforts ont été 

développés pour produire des carbon dots avec des longueurs d’ondes d’absorption et 

d’émission décalées vers le proche infra-rouge. Pour notre part, nous sommes partis de CD3, 

pour lequel une optimisation des conditions réactionnelles, basée strictement sur les 

performances en transfection, avait été réalisée (cf. chapitre 4). Les propriétés de 

photoluminescence de CD3 étant peu compatibles avec de l’imagerie in vivo par fluorescence 

(lexc. = 428 nm et lém. = 466 nm), nous avons introduits divers additifs organiques dans nos 
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protocoles de synthèse et modifié ceux-ci de différentes façons afin de tester l’influence que 

cela pouvait avoir sur les propriétés photo-physiques des nanoparticules résultantes. Le 

tableau 19 résume, de manière succincte, les différentes approches que nous avons 

développées et les résultats obtenus en termes de propriétés photo-physiques des CDs et de 

capacité de ces derniers à délivrer du matériel génétique dans les cellules. En nous basant sur 

les données de la littérature, nous avons réalisé de multiples essais en faisant varier la nature 

et la concentration de l’additif dans le mélange réactionnel, le solvant ou le mode d’activation. 

L’ajout d’acide phosphorique dans le mélange réactionnel de base (acide citrique/bPEI600) a, 

par exemple, été utilisé dans la synthèse de CD60 en raison de son caractère d’acide faible, 

dans le but de modifier les réactions de déshydrogénation qui ont lieu pendant la 

carbonisation des réactifs. La structure électronique de la particule et, par voie de 

conséquence, ses propriétés optiques devraient ainsi être altérées, comme cela a été montré 

avec d’autres systèmes (éthylène glycol-PEI).159 Cependant, les résultats obtenus n’ont pas 

permis d’observer un quelconque déplacement des longueurs d’ondes d’excitation et 

d’émission par rapport à celles de CD3. Un autre essai a été réalisé en incorporant du chlorure 

d’or (III) trihydraté (HAuCl4,3H2O) dans la nano-structure carbonée (CD61). Les propriétés 

optiques des nanoparticules d’or étant fortement dépendantes de leurs tailles, divers 

protocoles de synthèse ont été testés en faisant varier la proportion des réactifs, la durée 

d’irradiation du mélange ou la température, afin de modifier les propriétés physico-chimiques 

des nanoparticules obtenues. Cependant, les données recueillies n’ont montré aucune 

corrélation directe entre ces différents paramètres de synthèse et les propriétés photo-

physiques des CDs, le déplacement des longueurs d’ondes ne dépassant pas 10-20 nm. Une 

autre approche s’est inspirée des travaux réalisés par Liu et al. qui ont décrit la synthèse de 

CDs à partir de triéthylènetétramine (TETA) et de benzoquinone à température ambiante dans 

l’eau.126 Ils ont ainsi mis en évidence un « red-shift » des propriétés de photoluminescence 

(diminution du gap HOMO-LUMO) de leurs particules avec l’augmentation du degré 

d’oxydation à la surface de ces dernières. Les résultats obtenus selon cette approche ont 

permis, pour la première fois, d’atteindre des longueurs d’ondes d’émission supérieures à 500 

nm (CD62). Par contre, le remplacement de la TETA par du bPEI600 a conduit à des 

nanoparticules qui ne sont que très faiblement fluorescentes, sans décalage notable des 

propriétés de PL vers le rouge. La suite de nos investigations nous a amenés à développer des 

CDs incorporant de petites molécules organiques azotées telles que l’urée ou le formamide 
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(CD63 et CD64, respectivement). En effet, des études récentes ont démontré l’importance de 

ces motifs moléculaires dans les mécanismes de nucléation des particules et leur rôle dans la 

formation d’espèces azotées variées (graphitique, pyrrolique...) dans la structure interne, 

pouvant moduler les propriétés photo-physiques et déplacer les longueurs d’ondes 

d’excitation et d’émission vers le rouge.160,203 En utilisant l’acide citrique en tant que source 

de carbone, nous avons effectivement pu obtenir un "red-shift" des propriétés de PL, avec des 

longueurs d’onde d’excitation et d’émission de 523 et 569 nm, respectivement. Enfin, une 

dernière approche a été étudiée passant par l’introduction de quantités variables d’un dérivé 

du pérylène (dianhydride de l’acide 1,7-dibromo-3,4,9,10-pérylène-tétra-carboxylique, PBDA) 

dans le mélange acide citrique/bPEI600. Dans des études antérieures, l’utilisation de ce 

précurseur dans la synthèse de particules carbonées a notamment permis de leur conférer 

des propriétés d’absorbance et d’émission sur toute la gamme du visible, en fonction de la 

quantité de réactifs mise en œuvre.204 Les particules obtenues (CD65 et CD66) ont montré un 

important décalage des longueurs d’ondes d’excitation et d’émission (lex = 585 nm ; 

lem = 592 nm). Cependant, ce "red-shift" des propriétés de fluorescence des CDs s’est, à chaque 

fois, accompagné d’une diminution considérable de l’efficacité de transfection.  

 Tableau 19. Influence de différents additifs organiques sur les longueurs d’ondes d’absorption et 
d’émission des CDs ainsi que sur leur efficacité de transfection. 

 

(1) Pyrolyse au four à micro-onde domestique (620 W, 170 s) ; (2) Réactions solvothermales, 180 °C, 1 h ; 
(3) Réaction à température ambiante, 24 h. * Mesuré à pH 7,4. 

N° Conditions réactionnelles lexc. 
(nm) 

lém. 
(nm) 

Intensité de 
fluorescence (u.a.) 

Taille* 
(nm) 

Potentiel zêta* 
(mV) 

Efficacité de transfection 
(vs. cellules non traitées) 

CD3 AC/bPEI600 (1) 428 466 0,51 20,6 ± 3,6 +33,3 ± 1,8 7662 

CD60 AC/bPEI600/H3PO4 (2) 430 465 1,03 14,8 ± 2,9 +22,6 ± 1,0 419 

CD61 AC/bPEI600/ 
HAuCl4.3H2O (1) 452 475 0,3 - - 165 

CD62 TETA/benzoquinone (3) 453 518 0,19 27,1 ± 0,4 +31,4 ± 1,8 1 

CD63 AC/urée (1) 505 539 0,79 Ag -12,6 ± 0,4 - 

CD64 AC/bPEI600  
(dans le formamide) (1) 523 569 0,05 - - - 

CD65 AC/bPEI600/PBDA 
(20 %) (1) 586 592 0,41 56,0 ± 1,6 +29,3 ± 1,9 5 

CD66 AC/bPEI600/PBDA  
(1 %) (1) 585 592 0,15 - - 423 
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L’incorporation d’additifs organiques semble donc significativement modifier les mécanismes 

de nucléation et de croissance des particules, ayant un effet sur leur structure interne et 

changeant profondément la disposition des atomes au sein de celle-ci. Néanmoins, une 

optimisation fine a permis, dans certains cas, de préserver partiellement l’activité des CDs 

parents (cf. CD66 vs. CD65). Les résultats obtenus n’étant toutefois pas entièrement 

satisfaisants, une autre stratégie a été envisagée qui implique la fonctionnalisation a posteriori 

de CDs par différents fluorophores adaptés à l’imagerie de fluorescence in vivo (Cy5 et ICG) et 

qui devrait préserver les propriétés de transfection de la nanoparticule initiale. Faute de 

temps, ces travaux n’ont pas pu être menés à terme. 

5.3.2. Développement de CDs pour de l’IRM 

L’imagerie par résonance magnétique (IRM) est basée sur le phénomène de résonance 

magnétique nucléaire des protons présents dans les molécules d’eau (figure 54). En l’absence 

de champ magnétique externe, les moments magnétiques sont orientés de manière aléatoire 

dans l’échantillon et il en résulte une aimantation magnétique nulle à l’échelle 

macroscopique. L’application d’un champ magnétique crée une orientation dans l’espace 

pour tout atome baignant dans ce champ. Il apparaît donc deux groupes de noyaux qui, selon 

l’orientation de leur moment magnétique (parallèle ou antiparallèle au champ), présentent 

des états énergétiques correspondants à l’état fondamental (E1) et excité (E2), distants de DE. 

La répartition des moments magnétiques sur les deux niveaux d’énergie n’étant pas 

symétrique, il en résulte une aimantation totale (M) non nulle (M aligné sur l’axe Oz). 

L’application d’une onde électromagnétique dans le domaine des radiofréquences et 

d’énergie DE, dont la direction de propagation est perpendiculaire au champ extérieur, 

permet de modifier les états énergétiques : des noyaux présents dans l’état E1 passent dans 

l’état E2. Une déviation de l’aimantation M d’un angle q par rapport à l’axe Oz est alors 

constatée. Cette dernière, écartée de sa position d’équilibre, entre alors dans un mouvement 

de précession autour de l’axe Oz. Lors de la coupure de l’onde de radiofréquence, les spins 

nucléaires retournent progressivement à l’état d’équilibre (état fondamental) en restituant 

de l’énergie sous la forme d’un signal, dit de résonance magnétique nucléaire, et qui dépend 

de la concentration locale en protons et des relaxations longitudinale (T1) et transverse (T2). 

C’est ce signal qui est utilisé pour créer l’image IRM. Cependant, au cours d’un examen IRM, 
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certaines régions sont difficiles à visualiser. Pour pallier ce problème, on utilise des agents de 

contraste dont le rôle va être de réduire les relaxivités 1/T1 et 1/T2 en accélérant les temps 

de relaxation des molécules d’eau environnantes, et ainsi améliorer le contraste. Cette 

technique d’imagerie permet ainsi de fournir des images codées en niveaux de gris en fonction 

du temps de relaxation des protons de l’eau (figure 54). Un codage en T1 implique que plus le 

temps de relaxation est court, plus l’image est claire. On parle alors d’agents de contraste 

positifs (complexes du gadolinium, du manganèse…). Un codage en T2 implique que plus le 

temps de relaxation est court, plus l’image est sombre. On parle alors d’agents de contraste 

négatifs (nanoparticules d’oxyde de fer). 

 

 
 
Figure 54. (A) Déviation de l’aimantation M après application d’une onde électromagnétique du 
domaine des radiofréquences. (B) Relaxation de l’aimantation selon l’axe Oz (relaxation longitudinale) 
et dans le plan xy (relaxation transversale). (C) Image pondérée en T1 du cerveau avant (en haut) et 
après (en bas) administration d’un agent de contraste.205 

 

Dans ce contexte, notre objectif a donc été de conférer à nos CDs des propriétés 

d’agent de contraste pour des applications en imagerie par résonance magnétique. Pour cela, 

nous avons envisagé de doper les nanoparticules avec des ions gadolinium. En effet, l’ion Gd3+ 

est très utilisé dans ce genre d’applications pour ses propriétés paramagnétiques (spin 7/2). Ce 

dopage peut être réalisé en utilisant les deux approches introduites dans le chapitre 3, la voie 

“de novo” ou de post-fonctionnalisation. La première permet l’introduction de l’ion métallique 

dans le cœur de la structure par pyrolyse de ce dernier en présence de la source de carbone 

et de l’agent de passivation (formation en une seule étape). La seconde, en revanche, 

privilégie la complexation a posteriori de l’ion métallique à la surface de la nanoparticule qui 

a été fonctionnalisée par des motifs chélatants (réaction en deux étapes). Cette dernière 
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approche rend en effet l’ion Gd3+ plus facilement accessible aux molécules d’eau 

environnantes et devrait ainsi permettre de réduire davantage les temps de relaxation des 

particules correspondantes. À l’inverse, elle rend plus facile le relargage du gadolinium dans 

la cellule et présente, a priori, une toxicité potentiellement plus importante. Sachant cela, 

notre choix s’est donc porté sur la voie “de novo” et les particules obtenues (CD67, CD68, 

CD69 et CD70) ont toutes fait l’objet d’une purification par dialyse (24 h contre de l’eau), ce 

qui laisse supposer que tous les ions Gd3+ faiblement liés sont éliminés et que le gadolinium 

restant ne devrait pas être relargué une fois les particules en contact avec les cellules. Ces 

particules gadoliniées ont fait l’objet de diverses caractérisations (taille, charge, lex, lem, 

teneur en Gd3+, relaxivités r1 et r2) dont les résultats sont présentés dans le tableau 20. Les 

CDs produits possèdent tous une taille comprise entre 6,0 et 11,7 nm, un potentiel zêta 

fortement positif (de +22,2 à +42,0 mV) et une fluorescence intrinsèque. La teneur en ions 

Gd3+ dans les particules a été déterminée par spectroscopie d’émission atomique avec plasma 

couplé par induction (ICP-AES, inductively-coupled plasma atomic emission spectroscopy). 

Elle est apparue fortement variable en fonction des conditions de production des 

nanoparticules et va de 0,03 % en poids (CD70) à 1,39 % (CD69). Les propriétés de relaxivité 

qui en découlent ont été déterminées sur la plateforme ICube et nous avons eu la satisfaction 

de constater qu’elles sont tout-à-fait intéressantes, avec des valeurs de r1 jusqu’à 4 fois 

supérieures à celles des agents de contraste commerciaux tels que le Dotarem®, le Gadovist® 

ou le Magnevist® (r1 » 4 s-1.mM-1). CD67 et CD69, qui présentent les valeurs de r1 les plus 

élevées, montrent ainsi une très bonne efficacité comme agent de contraste T1. Quant à 

CD70, il présente un profil intéressant à la fois en contraste T2 et T1. En ce qui concerne l’activité  

Tableau 20. Propriétés physico-chimiques des CDs gadoliniés.  

(1) Pyrolyse au four à micro-onde domestique (620 W, 270 s). (2) Pyrolyse au four à micro-onde 
domestique (620 W, 170 s). (3) Chauffage à 140 °C. (4) Réaction à température ambiante (20 h), puis à 
100 °C (6 h). * Mesuré à pH 7,4. DTPA : acide diéthylènetriamine pentaacétique. NQ : naphtoquinone. 

N° Composition Taille* 
(nm) 

Potentiel zêta* 
(mV) 

lex 
(nm) 

lem 
(nm) 

Teneur en Gd3+ 
(% en poids) 

Relaxivité (s-1.mM-1) 
r1 r2 

CD67 AC/bPEI600/DTPA/GdCl3(1) 11,7 ± 0,2 +42,0 ± 1,0 453 471 0,43 16,8 24,6 

CD68 AC/bPEI600/GdCl3(2) 7,5 ± 0,6 +27,5 ± 1,0 424 467 1,07 10,6 35,1 

CD69 AC/bPEI600/GdCl3(3) 7,2 ± 0,8 +22,2 ± 0,6 421 468 1,39 13,6 32,8 

CD70 NQ/bPEI600/GdCl3(4) 6,0 ± 0,4 +28,1 ± 0,8 523 535 0,03 6,1 64,8 
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Figure 55. Efficacité de transfection et toxicité des CDs gadoliniés.  
 

de ces NPs gadoliniées en transfection, on peut relever que ce ne sont pas les particules 

présentant les charges positives les plus élevées qui sont les plus efficaces (figure 55). En effet, 

la meilleure efficacité de transfection est obtenue avec CD68 qui rivalise avec (et surpasse 

même) le bPEI25k. Vient ensuite CD69. Les dotoplexes préparés avec CD67 et CD70 ne 

donnent lieu, quant à eux, à aucune transfection. Par ailleurs, on peut noter que la présence 

de gadolinium dans les différentes particules ne semble pas modifier le profil de toxicité 

habituellement observé pour les CDs, ce qui nous conforte dans notre choix d’une stratégie 

“de novo” pour leur préparation. 

En conclusion, nos résultats suggèrent clairement un fort potentiel de ces 

nanoparticules gadoliniées pour des applications théranostiques en transfert de gènes avec 

détection bimodale, en fluorescence et IRM.  
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Au cours de la première partie de ce travail, une large collection de carbon dots 

présentant des caractéristiques de taille, charge et état de surface variées a été constituée 

pour mener des études toxicologiques modèles et identifier les déterminants majeurs de la 

toxicité des nanoparticules. Ceci a permis de faire émerger et d’identifier certaines relations 

de structure/activité/toxicité. Les données collectées ont permis, en particulier, de montrer 

un rôle de la charge, de la chimie de surface et des propriétés d’agrégation des nanoparticules 

sur leur toxicité. En revanche, contrairement à ce qu’on pouvait imaginer, la taille intrinsèque 

des nanoparticules produites n’est pas apparue comme un facteur déterminant dans leur 

toxicité.  

 

Dans un second temps, nos efforts se sont concentrés sur l’optimisation de la synthèse 

de carbon dots pour des applications en transfert de gènes. Nous avons notamment pu mettre 

en évidence le rôle crucial du mode d’activation, de l’agent de passivation ainsi que du rapport 

stœchiométrique entre la source de carbone, en l’occurrence l’acide citrique, et l’agent de 

passivation, sur la capacité des CDs à délivrer efficacement du matériel génétique dans les 

cellules. Des particules produites à partir d’un mélange d’acide citrique et de bPEI600 (1/4), 

ont ainsi permis d’éliciter une réponse en transfection trois fois supérieure à celle du bPEI25k, 

un agent de référence pour la transfection in vitro. Ces CDs ont été d’une importance capitale 

pour la suite de notre travail puisqu’ils ont servi de base à l’élaboration de nanostructures plus 

complexes, développées en vue d’applications en thérapies combinées. Pour cela, deux 

stratégies ont été envisagées. L’une impliquant des interactions faibles entre des dotoplexes 

anioniques et une bicouche lipidique cationique (modèle “protocell”), et l’autre basée sur 

l’établissement d’une couche bifonctionnelle autour de la particule cationique par le biais de 

liaisons covalentes. L’existence d’espaces hydrophobes au sein de ces deux constructions 

devrait permettre l’accueil de molécules hydrophobes, et des essais préliminaires ont été 

réalisés avec une drogue anti-tumorale, le paclitaxel. Un dosage de la quantité de principe 

actif effectivement chargé dans les nanostructures devra cependant encore être mis au point. 

Une évaluation in vitro des propriétés thérapeutiques des constructions pourra ensuite être 

réalisée en utilisant conjointement un gène pro-apoptotique (hTRAIL), ce qui permettra, par 

la même occasion, d’évaluer le potentiel synergique de l’association hTRAIL/PTX. 
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D’autre part, les études que nous avons développées pour élaborer des plateformes 

théranostiques à base de carbon dots ont donné des résultats très intéressants. 

Premièrement, l’ajout de différents additifs organiques au mélange acide citrique-bPEI600 

lors de la synthèse des nanoparticules carbonées a permis un important décalage des 

longueurs d’ondes d’excitation et d’émission jusqu’à 590 nm, laissant entrevoir de possibles 

applications en imagerie par fluorescence in vivo. Cependant, ce « red-shift » des longueurs 

d’ondes s’accompagne d’une diminution considérable des propriétés de transfection de la 

particule. La post-fonctionnalisation des CDs par des motifs Cy5 et ICG est actuellement en 

cours de réalisation et devrait permettre de proposer des vecteurs avec des longueurs d’ondes 

d’absorption et d’émission davantage déplacées vers le rouge, tout en préservant l’efficacité 

de transfection. Deuxièmement, l’incorporation de gadolinium (Gd3+) dans le cœur des CDs a 

permis de conférer aux particules des propriétés d’agent de contraste pour l’imagerie par 

résonance magnétique (IRM). Les CDs obtenus présentent en effet des relaxivités 1,5 à 4 fois 

supérieures à celles des agents de contraste commerciaux. Une optimisation de la charge en 

Gd3+ dans les constructions pourrait permettre d’améliorer encore la relaxivité de ces CDs. Par 

ailleurs, l’un des vecteurs gadoliniés préparés offre d’ores et déjà une efficacité de 

transfection deux fois supérieure à celle du bPEI25k. La validation finale de CDs en tant 

qu’agents théranostiques nécessitera de développer ces travaux préliminaires et d’évaluer le 

potentiel des nanoparticules en imagerie bimodale in vivo. 
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Solvants et réactifs 

 Sauf indication contraire, tous les solvants et réactifs utilisés dans ce travail ont été 

obtenus chez Sigma-Aldrich, Merck ou Fisher, et ont été utilisés sans purification supplémentaire.  

Les expériences nécessitant des conditions réactionnelles anhydres ont été réalisées sous 

atmosphère contrôlée d’argon. 

 
Matériel et méthodes 

1. Synthèse des CDs 

Réactions solvothermales. La source de carbone et l’agent de passivation sont dissous 

dans de l’eau et mélangés jusqu’à l’obtention d’une solution homogène. La solution est 

ensuite placée dans un ballon muni d’un réfrigérant et chauffée à ébullition (protocole A). 

Pour atteindre des températures plus élevées, le mélange réactionnel est transféré dans un 

tube scellé de 10 mL, lui-même placé dans un réacteur de synthèse Anton Paar Monowave 

50, permettant un chauffage conventionnel sous pression (protocole B). Une fois la solution 

refroidie à température ambiante, elle est placée dans un sac de dialyse (Spectra/Por 3) avec 

un “cut-off” de 100-500, 1000 ou 3500 Da selon le cas, et dialysée pendant 12 h contre 1 L 

d’une solution d’acide chlorhydrique à 0,1 N (le milieu de dialyse est changé au bout de 1, 3 

et 7 h), et ensuite contre de l’eau ultrapure pendant 12 h. Enfin, le contenu du sac de dialyse 

est filtré sur une membrane de 0,22 µm (Millex) et lyophilisé à -50 °C pendant 24 à 36 h. 

Pyrolyse à haute température sous pression atmosphérique (protocole C). La source de 

carbone et l’agent de passivation sont introduits dans un bicol de 100 mL, sans solvant. Le 

mélange est chauffé à 180 °C pendant 30 min sous pression atmosphérique. Pendant cette 

première étape de chauffage, les espèces volatiles sont intégralement éliminées du milieu 

réactionnel. La température est ensuite portée à 230 °C pendant 30 min supplémentaires. 

Après refroidissement du résidu à température ambiante, ce dernier est repris par une 

solution d’acide chlorhydrique 0,1 N et est traité de la même manière que précédemment. 

Pyrolyse sous irradiations micro-onde (protocole D). La source de carbone et l’agent de 

passivation sont dissous dans 10 mL d’eau et mélangés jusqu’à l’obtention d’une solution 

homogène. Cette solution est ensuite transférée dans un tube scellé de 10 mL, lui-même placé 
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dans un réacteur à micro-onde de synthèse Anton Paar Monowave 500. Une fois refroidi à 

température ambiante, le résidu brut est purifié par dialyse, filtré à travers une membrane de 

0,22 µm et lyophilisé comme décrit plus haut. 

Pyrolyse sous irradiations micro-onde dans un four domestique (protocole E). La source 

de carbone, l’agent de passivation et l’additif (le cas échéant) sont mélangés dans une solution 

de HCl à 0,1 N (5 mL), elle-même placée dans un erlenmeyer jusqu’à l’obtention d’une solution 

homogène. Le mélange est placé dans un four à micro-onde domestique et chauffé à la 

puissance nominale du four de 620 W. Une fois le résidu refroidi à température ambiante, il 

est repris dans HCl 1 N et agité pendant toute la nuit, de manière à dissoudre le maximum de 

matériel. La solution obtenue est ensuite filtrée sur coton et centrifugée (10000 rpm, 5 min). 

Le surnageant est dialysé comme décrit précédemment. Le dialysat est filtré sur une 

membrane de 0,22 µm et lyophilisé. 

Pyrolyse à pression normale et sous chauffage conventionnel (protocole F). L’acide 

citrique, le bPEI600 et le GdCl3.6H2O sont mélangés dans 50 mL d’eau ultrapure et la solution 

est chauffée sur plaque chauffante (± 140 °C) dans un bécher jusqu’à évaporation du solvant 

et formation d’un gel. Le résidu est ensuite redissous dans de l’eau et une nouvelle fois chauffé 

jusqu’à évaporation du solvant. Quatre cycles de dissolution-évaporation sont ainsi réalisés. 

Une fois refroidi à température ambiante, le résidu brut est repris dans HCl 1 N et purifié par 

dialyse, filtré sur une membrane de 0,22 µm et lyophilisé comme décrit plus haut. 

Synthèse de CDs à partir de quinones (protocole G). De la triéthylènetétramine (TETA, 

1 g, 6,8 mmol) et de la benzoquinone (150 mg, 1,5 mmol) sont dissous dans 25 mL d’eau 

ultrapure. La solution est ensuite agitée à température ambiante pendant 24 h puis traitée de 

la même manière que précédemment. Alternativement (protocole H), du bPEI600 (1 g, 23,2 

mmol) ainsi que du GdCl3.6H2O (80 mg, 0,3 mmol) sont dissous dans 10 mL d’eau ultrapure, 

puis une solution de naphtoquinone (237 mg, 1,5 mmol) dans 10 mL d’éther est ajoutée. Le 

milieu réactionnel est agité pendant 20 h à température ambiante puis 6 h à 100 °C. Une fois 

refroidi à température ambiante, le résidu brut est purifié par dialyse, filtré à travers une 

membrane de 0,22 µm et lyophilisé comme décrit plus haut  

Post-fonctionnalisation. La chimie de surface de la particule (CD20) est modifiée par 

activation des acides carboxyliques présents à leur surface sous forme de chlorures d’acides 

(protocole PF1). Une suspension de CDs dans le chlorure de thionyle est chauffée à ébullition 

(3 h à 4 jours), puis SOCl2 est évaporé. Les CDs activés sont ensuite suspendus dans le toluène, 
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un large excès d’agent de fonctionnalisation (1 à 10 équivalents en poids) est ajouté et le 

milieu réactionnel est à nouveau porté à ébullition pendant 24 h. Lorsque la fonctionnalisation 

nécessite une température de mise en œuvre supérieure à la température d’ébullition du 

solvant, le mélange est chauffé dans un tube scellé pendant 48 à 72 h (protocole PF2). Une 

fois refroidi à température ambiante, le résidu obtenu est purifié par dialyse, filtré à travers 

une membrane de 0,22 µm et lyophilisé. 

D’une autre manière, la surface de la particule (CD20) est modifiée par estérification 

des acides carboxyliques présents en surface au reflux du méthanol et en présence d’une 

quantité catalytique de chlorure de thionyle, pendant 7 jours, puis le solvant est évaporé 

(protocole PF3). Aucune étape de purification supplémentaire n’a été nécessaire dans ce cas. 

 Alternativement (protocole PF4), l’amidation des acides carboxyliques est réalisée par 

traitement dans l’éthanol avec 2 équivalents en poids de chlorure de thionyle pendant 30 min 

à température ambiante, puis addition d’un large excès d’agent de fonctionnalisation (amine, 

4 équivalents en poids). Le milieu réactionnel est ensuite porté à ébullition pendant 48 h. Une 

fois refroidi à température ambiante, le résidu obtenu est purifié par dialyse, filtré à travers 

une membrane de 0,22 µm et lyophilisé. 

Alternativement, la chimie de surface de la particule (CD20) est modifiée via une 

transformation préalable des acides carboxyliques en esters activés (protocole PF5). Une solution 

aqueuse de CDs à pH neutre est agitée avec de l’EDC (1 équivalent en poids), en présence d’un 

excès d’agent de fonctionnalisation (1 équivalent en poids) et agitée pendant 4 jours à 

température ambiante. Le mélange réactionnel est ensuite traité comme précédemment. 

La phosphorylation des groupements hydroxyles présents à la surface de CD21 a été 

réalisée en agitant les particules en suspension dans l’oxychlorure de phosphore, pendant 

48 h, à température ambiante. L’hydrolyse des groupements chlorophosphates résiduels a 

ensuite été réalisée par addition lente d’une solution saturée de NaHCO3, jusqu’à 

neutralisation du pH du milieu. Au bout de 24 h de réaction, le mélange obtenu est purifié par 

dialyse, filtré à travers une membrane de 0,22 µm et lyophilisé (protocole PF6). 

La protonation des groupements carboxylates de CD20 est réalisée en ajoutant 

quelques gouttes d’une solution d’acide chlorhydrique concentrée à une suspension de 

particules préalablement dissoute dans l’eau. La fonctionnalisation des acides carboxyliques 

est effectuée par réaction dans l’éthanolamine chauffée à 130 °C pendant 4 jours (protocole 

PF7). Les CDs hydroxylés ainsi produits sont phosphorylés selon le protocole PF6.  
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Le composé 4 (ou 5) est activé pendant 24 h à température ambiante par réaction avec 

de l’EDC (5 éq.) en présence de sulfo-N-hydroxysuccinimide (sulfo-NHS) (6 éq.) dans un 

mélange H2O/MeOH (7/4, v/v). Les CDs (CD3) sont ensuite ajoutés au milieu réactionnel, le 

pH du milieu est ajusté à 7 et le mélange est agité à température ambiante pendant 24 h. Les 

solvants sont ensuite éliminés à l’évaporateur rotatif et le résidu est repris dans HCl 0,1 N et 

extrait trois fois avec deux volumes de CHCl3. La phase aqueuse est ensuite traitée comme 

précédemment (protocole PF8). 

2. Chromatographie 

L’avancement des réactions mises en œuvre lors de la synthèse des greffons a été suivi 

par chromatographie sur couche mince de silice (CCM, Merck 0,25 mm, Kieselgel 60 F254, 

40-60 µm, 230-400 mesh ASTM). La révélation des plaques de CCM a été effectuée par 

illumination ultraviolette à 254 ou 365 nm, puis par pulvérisation d’un révélateur (acide 

phosphomolybdique, vanilline, ninhydrine, dichlorophénolindophénol-DCIP), suivi ou non 

d’un chauffage à 200 °C, ou par exposition à des vapeurs d’iode.  

Les chromatographies ont été réalisées sur colonne de silice (Merck, Kieselgel 60, 

40-60 µm, 230-400 mesh ASTM). Le système d’élution est précisé pour chaque purification. 

3. Spectroscopie infrarouge 

Les spectres d’absorption infrarouge (IR) ont été enregistrés à l’aide d’un spectromètre 

FT-IR Nicolet 380 en mode ATR (attenuated total reflectance) et les nombres d’ondes (υ) sont 

exprimés en cm-1. 

4. Résonance magnétique nucléaire 

Les spectres de RMN 1H et 13C ont été enregistrés sur des spectromètres Brucker 300 

MHz Avance DPX et 400 MHz Avance III. Les échantillons ont été préparés dans le chloroforme 

deutéré (CDCl3) ou l’eau deutérée (D2O). Les déplacements chimiques sont donnés en partie par 

million (ppm). Les constantes de couplages (J) sont exprimées en Hertz (Hz). La multiplicité des 

signaux est présentée de la façon suivante : s : singulet ; t : triplet ; q : quadruplet ; m : multiplet. 



Partie expérimentale 

 – 145 – 

5. Caractérisations photo-physiques 

Spectroscopie UV-visible et de fluorescence. Les échantillons ont été préparés dans 

l’eau ultrapure à une concentration de 0,1 mg/mL. Les spectres d’absorption ont été 

enregistrés sur un spectromètre Uvikon XL (Bio-Tek Instruments) en utilisant une cuve en 

quartz de 1 mL. Les spectres de fluorescence ont été enregistrés sur un spectrophotomètre 

Fluoromax-4 (Horiba Scientific). 

Détermination des rendements quantiques. Les rendements quantiques de 

fluorescence ont été déterminés en utilisant la coumarine 343 (Fs = 0,63) comme référence. 

Les rendements quantiques de fluorescence des CDs ont été calculés selon la formule : 

FCD = Fs . (FCD/Fs) . (As/ACD) 

où FCD et Fs correspondent aux rendements quantiques des CDs et de la référence 

respectivement, FCD et Fs correspondent aux intégrales des intensités d’émission, et ACD et As 

sont les absorbances. Afin de minimiser le phénomène de quenching de fluorescence, 

l’absorbance dans la cuve d’analyse a été maintenue en-dessous de 0,15 (à la longueur d’onde 

d’excitation). 

6. Diffusion dynamique de la lumière 

La taille des particules et leur potentiel zêta (z) ont été mesurés par DLS en utilisant un 

Zetasizer NanoZS (Malvern Instruments, Paris, France). Toutes les mesures ont été réalisées 

avec des échantillons à une concentration de 1,0 mg/mL dans 1,5 mM NaCl, à 25 °C et en 

triplicat. Les résultats ont été analysés en utilisant un logiciel de distribution multimodale en 

nombre fourni avec l’appareil. 

7. Microscopie électronique à transmission 

Les images de microscopie électronique ont été obtenues à l’aide d’un microscope 

TEM (LVEM5, Cordouan Technologie, Pessac, France) fonctionnant à basse tension (5 kV). Les 

grilles recouvertes d’un film de carbone ultra-fin (Cu-300HD, Pacific Grid Tech, San Francisco, 

États-Unis) ont été traitées à 90 V et 2 mA dans un éfluveur pendant 15 s avant dépôt de 

l’échantillon de carbon dots (5 µL à 1,0 mg/mL, pH 7,0). Les grilles ont ensuite été séchées à 
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l’air, à température ambiante, pendant au minimum 2 h avant observation. La taille moyenne 

des particules a été déterminée grâce à une analyse d’image en utilisant le logiciel ImageJ 

(v 1.50i, NIH, USA), pour un ensemble de 300 à 1000 particules. 

8. Analyses élémentaires 

La composition élémentaire des CDs a été déterminée sur plateforme d’analyse de 

l’IPHC/ECPM avec un appareil Elementar Vario EL III (C, H, N) et par ICP-AES sur un 

spectrophotomètre Varian 720-ES, après minéralisation (Gd).  

9. Préparation des complexes CD/ADN 

Les complexes CD/ADN produits avec différents rapports en poids ont été préparés en 

mélangeant volume à volume des solutions de CDs et de pADN (préparées aux concentrations 

adéquates dans l’eau ultrapure). Les complexes ont ensuite été incubés pendant 30 min à 

température ambiante, sans traitement supplémentaire. Enfin, le mélange a été homogénéisé 

en pipetant la solution de bas en haut. Cette dernière est ensuite utilisée pour les expériences 

de transfection in vitro. Les complexes PEI/pADN ont été préparés de la même manière, à 

partir de solutions de bPEI25k ou de bPEI600 aux concentrations adéquates. 

10.  Cultures cellulaires 

Les différentes évaluations biologiques ont été réalisées sur trois modèles de cellules 

humaines : les cellules épithéliales alvéolaires de la lignées A549, les cellules épithéliales 

bronchiques de la lignée Calu-3, et les monocytes de la lignée THP-1, activés en macrophages 

par le phorbol-12-myristate-13-acétate (PMA). Ces lignées cellulaires ont été cultivées dans 

des flacons de culture (Falcon®) maintenus à 37 °C et dans une atmosphère contenant 5 % de 

CO2, dans un milieu de culture adapté. Pour les cellules A549 et Calu-3, ce milieu de culture 

était du DMEM-F12 contenant 10 % de sérum de veau fœtal et 5 mM d’acide 4-(2-

hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane sulfonique (HEPES). Pour les cellules THP-1, ce milieu était 

du RPMI-1640 contenant 10 % de sérum de veau fœtal décomplémenté (56 °C, 30 min) et 0,05 

mM de 2-mercaptoéthanol. Les deux milieux contenaient également 2 mM de L-glutamine, 
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100 u/mL de péniciline et 100 µg/mL de streptomycine. Tous les produits proviennent de chez 

GIBCO®. La mise en culture des cellules dans des dispositifs adaptés aux expériences (plaques 

24 ou 96 puits) a été réalisée 24 (A549, THP-1) ou 48 (Calu-3) heures avant le début des 

expériences, selon les conditions détaillées ci-dessous pour chaque test. Les cellules 

adhérentes (A549 et Calu-3) ont été décollées des flacons de culture et individualisées par un 

traitement à la trypsine, centrifugées (4 °C, 5 min, 120 g), resuspendues dans le milieu de 

culture, et comptées avant d’être déposées dans des plaques 96-puits (expériences de 

transfection) ou remises en culture. Lors de leur transfert, les cellules THP-1 ont été activées 

par ajout de 10 ng/mL de PMA au milieu de culture pendant une nuit. Avant chaque 

expérience, les cellules ont été lavées une fois avec du PBS. 

11.  Expériences de transfection in vitro 

Les cellules A549 ont été déposées dans des plaques de culture 96-puits à une densité 

de 6 000 cellules/puits dans 100 µL de milieu de culture complet. Après 24 h, des complexes 

CD/pCMV-GLuc fraichement préparés (10 µL contenant 0,4 µg de pADN) sont ajoutés dans 

chaque puits. Au bout de 24 h d’incubation sous atmosphère contrôlée, la luciférase de 

Gaussia est quantifiée par mesure de la bioluminescence produite par un aliquot du 

surnageant de culture (20 µL du surnageant dilué au 1/100ème et préparé dans le milieu de 

culture décomplémenté) pendant 1 seconde après addition du substrat de l’enzyme (50 µL de 

coelentérazine 1,5 µM), en utilisant un luminomètre (Berthold Centro LB960 XS, Thoiry, 

France). La valeur obtenue pour chaque échantillon représente la moyenne d’un triplicat de 

mesures. 

12.  Évaluation de la cytotoxicité des CDs 

Pour les tests de cytotoxicité, les cellules ont été mises en culture dans des plaques 

96-puits à raison de 30 000 (A549) ou 100 000 (THP-1 et Calu-3) cellules par puits. Un (A549 

et THP-1) ou deux (Calu-3) jours plus tard, elles ont été exposées pendant 24 h à du milieu 

de culture contenant 10 % de sérum (contrôle) ou à des solutions de CDs à une concentration 

allant de 0 à 200 µg/mL (préparées extemporanément dans du milieu de culture contenant 

10 % de sérum). La viabilité cellulaire a été évaluée à l’aide du test colorimétrique au MTT 
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(bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényl tétrazolium), permettant la mesure 

de l’activité mitochondriale. Pour cela, les cellules ont été lavées une fois avec du PBS (100 

µL). Le MTT (100 µL d’une solution à 1 mg/mL préparée dans du milieu de culture) a ensuite 

été déposé sur les cellules qui sont incubées pendant 30 min à 37 °C. Après retrait du 

surnageant, les cellules ont été lysées par ajout de DMSO (100 µL). L’absorbance des lysats 

a été mesurée à 570 nm à l’aide d’un spectrophotomètre (Multiskan FC, Thermo Scientific). 

La viabilité des cellules traitées a été exprimée en pourcentage d’absorbance par rapport 

aux cellules non-traitées. La valeur de chaque échantillon représente la moyenne d’un 

triplicat de mesures. 

13.  Gels d’électrophorèse 

Des complexes CD/ADN sont préparés en mélangeant 0,7 µg d’ADN avec des 

quantités croissantes de CDs dans de l’eau ultrapure. Les solutions sont incubées pendant 

30 min à température ambiante puis les dotoplexes (40 µL) sont déposés sur un gel 

d’agarose 1 % dans un tampon de Tris-acetate-EDTA, pH 8 (TAE). Après électrophorèse (80 

V, 1 h), ces derniers sont colorés par une solution de bromure d’éthidium à 0,5 µg/mL et 

révélés sous lumière UV. 

14.  Préparation des “protocells” 

Les “protocells” ont été préparées en préparant des complexes CD/ADN comme décrit 

précédemment. Parallèlement, un mélange lipidique de DOPE et de PP981 (2/1, en poids) en 

solution dans l’éthanol est préparé en faisant varier le rapport N/P (N représentant la quantité 

molaire de lipide cationique et P, la quantité molaire de phosphates dans l’acide nucléique) 

dans chacun des tubes eppendorfs. Un film lipidique est ensuite formé par évaporation lente 

du solvant, puis ce dernier est repris par une solution aqueuse contenant les dotoplexes. Les 

différentes solutions sont vigoureusement agitées pendant une vingtaine de secondes, puis 

incubées pendant 30 min à température ambiante. Les “protocells” ainsi fraichement 

préparées sont alors directement utilisées pour des expériences de transfection ou de 

cytotoxicité. 
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15.  Incorporation de paclitaxel dans les constructions 

Évaluation de la cytotoxicité des constructions dopées au PTX. Les CDs dopés au 

paclitaxel (PTX) sont préparés en mélangeant volume à volume des solutions éthanoliques 

(EtOH/H2O 75/25, v/v) de CDs et de PTX préparées aux concentrations adéquates. Les mélanges 

sont vigoureusement agités pendant une vingtaine de secondes, puis incubés pendant 30 min à 

température ambiante, sans traitement supplémentaire. Les solvants sont ensuite évaporés 

pendant 1 h sous pression réduite, et les particules ainsi produites sont utilisées pour des 

expériences de cytotoxicité après redissolution dans l’eau pure. 

Dosage du PTX dans les constructions. Le dopage du PTX dans les constructions est 

réalisé en mélangeant des suspensions de CDs et de PTX (0,2 et 1 % en poids) dans une solution 

PBS/MeOH (70/30). Les mélanges obtenus sont vigoureusement agités pendant une vingtaine 

de secondes, puis incubés pendant 30 min à température ambiante. Les solvants sont évaporés 

pendant 1 h sous pression réduite, et les particules produites sont reprises dans de l’eau et 

extraites au chloroforme (3 x 10 mL). Les différentes fractions organiques sont alors récoltées 

et concentrées à l’évaporateur rotatif. Les résidus obtenus sont dissous dans 1,5 mL de 

méthanol ou de chloroforme en vue d’une analyse par spectrométrie UV-visible.  

Alternativement, les particules dopées au PTX ont été préparées dans 1,5 mL d’une 

solution de PBS/MeOH (70/30) en mélangeant des suspensions de CDs avec une quantité variable 

de PTX (de 0 à 100 % en poids). Les différentes solutions ont alors été centrifugées à froid (4 °C, 3 h) 

sur Centricon™ (2000 Da). Le filtrat (500 µL) est ensuite prélevé dans chacun des tubes et ajustés 

à 1,5 mL par une solution de PBS/MeOH (70/30) en vue d’une analyse par spectrométrie UV-visible. 

16.  Relaxométrie 

Les mesures relaxométriques (1/T1) sur les différents CDs ont été réalisées sur des 

suspensions de particules dissoutes dans l’eau à différentes concentrations (de 0 à 100 µM [Gd3+]) 

sur un Stelar SMARTracer Fast Field Cycling Relaxometer (0,01-10 MHz) et sur un électroaimant 

Bruker WP80 NMR adapté aux mesures de champs variables (20-80 MHz) et contrôlé par une 

console SMARTracer PC-NMR. Les fortes relaxivités ont été mesurées sur un spectromètre Bruker 

AVANCE NMR à 300, 400 et 600 MHz. La température a été calibrée avec une résistance de platine 

et maintenue à 19 °C.  



Partie expérimentale 

 – 150 – 

17.  Tableau récapitulatif des CDs et de leurs propriétés physico-chimiques 
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 (n
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)  

TE
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N
 (%

) 

C 
(%

)  

H
 (%

)  

CD1 D 
(0,5 h) 

Ac. citr. 
(1 g) 

bPEI600 
(4 g) 4 29,4 ± 3,3 16,5 +26,7 ± 1,0 - - - - 0 0 13,8 26,6 7,4 

CD2 C Ac. citr. 
 (1,3 g) 

bPEI600 
(4,98 g) 

13 15,3 ± 1,0 14,3 +26,8 ± 2,6 0,5 349 452 483 0,39 12,1 14,1 29,4 7,3 

CD3 E Ac. citr. 
 (125 mg) 

bPEI600 
(500 mg) 31 20,6 ± 3,6 9,3 +33,3 ± 1,8 0,22 356 428 466 0,51 53,1 14,8 29,9 7,2 

CD4 B 
Ac. citr. 

 (125 mg) 
bPEI600 
(500 mg) 3 20,7 ± 2,2 15,6 +32,0 ± 3,7 0,23 357 421 452 1,26 - - - - 

CD5 C Ac. citr. 
 (10,7 g) 

EA 
(10 mL) 

14 Ag. 16,0 +11,4 ± 0,4   475 500 0,42 - 11,1 43,4 5,7 

CD6 C Ét. citr. 
(6,8 mL) 

EA 
(5 mL) 36 Ag.  +14,0 ± 0,5          

CD7 C 
Ac. citr. 
 (1,3 g) 

PEHA 
(5 mL) 20 36,4 ± 12,0 17,9 +18,6± 0,9 0,25 354 425 460 0,85  12,3 26,7 7,3 

CD8 C Glucose 
(1,3 g) 

PEHA 
(5 mL)  

12 13,3 ± 1,9 15,0 +18,4 ± 1,2 0,33 353 345 472 0,25  14,0 31,4 7,5 

CD9 E Ac. tartr. 
(125 mg) 

bPEI600 
(500 mg) 26 9,2 ± 1,2  +31,3 ± 2,5          

CD10 C 
Ac. citr. 
 (1,3 g) 

bPEI2k 
(4,97 g) 7 15,4 ± 1,1  +31,4 ± 3,0   452 481 0,3     

CD11 C bPEI2k 
(5 g) 

8 10,5 ± 2,8  +29,7 ± 2,8          

CD12 C Ac. citr. 
 (1,3 g) 

bPEI25k 
(4,98 g) 10 13,0 ± 0,7  +37,1 ± 3,4   453 473 0,24     

CD13 C 
Ac. citr. 
 (1,3 g) 

DETA 
(5,2 mL) 10 68,0 ± 1,2  +31,6 ± 1,1   454 473 0,71     

CD14 C Ac. citr. 
 (1 g) 

DMEA 
(1,56 mL) 

4 Ag.  +2,9 ± 0,1          

CD15 C Ac. citr. 
 (1 g) 

Choline chl. 
(2,18 g) 6 Ag.  +8,9 ± 0,1          

CD16 C Ac. citr. 
 (2,94 g) 

DMEDA 
(5 mL) 

11 43,9 ± 2,4 12,6 +21,3 ± 1,9 0,88 350 522 522 0,67  12,5 34,8 6,9 
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CD17 C 
Ac. citr. 

 (500 mg) 
DMEDA (850 µL) 
mPEG550 (4,29 g) 10 17,7 ± 0,9 16,3 +26,9 ± 1,6 0,19 350 421 501 0,14  2,4 49,0 8,5 

CD18 C Ac. citr. 
 (500 mg) 

PEHA (1,91 mL) 
mPEG550 (4,29 g) 4 29,1 ± 1,1 17,4 +27,2 ± 1,3 0,3 353 379 468 0,08  6,9 43,2 8,0 

CD19 C Ac. citr. 
 (500 mg) 

PEHA (1,91 mL) 
mPEG550 (4,29 g) 8 21,1 ± 2,7 13,4 +21,1 ± 0,4 0,04 339 452 464 0,03  0,7 49,0 8,7 

CD20 E 
 Ac. citr. (5 g) 
KH2PO4 (1 g) 

puis NaOH 
- 11 63,2 ± 4,9 14,1 -19,4 ± 1,8 0,12 337 418 435 0,55  4,3 23,9 3,8 

CD21 C Ac. citr. 
 (6 g) 

Mannitol 
(17 g) 11 45,2 ± 3,5 28,9 -16,8 ± 0,6 0 - - - 0  0 45,7 6,3 

CD22 C 
Ac. citr. 

 (500 mg) 
mPEG550 
(4,29 g) 11 80,6 ± 1,9 15,9 -17,6 ± 2,2 0 - - - 0  0 48,6 8,6 

CD23 
A 

(65 h) 
Ac. citr. 

 (2 g) 
Hexylamine 

(1 g) 15 Ag.  -11,9 ± 2,1          

CD24 PF3 CD20  
(500 mg) 

Méthanol - 39,1 ± 8,5 36,1 -16,3 ± 2,2 0,06 341 415 446 0,4  2,7 20,0 3,0 

CD25 PF2 
(48 h) 

CD20 
(1 g) 

EA 
(5 mL) 

- Ag. 18,6 -10,9 ± 0,8   453 481 0,35  10,4 31,7 6,7 

CD26 PF5 CD20  
(300 mg) 

PEA 
(300 mg) - 36,5 ± 3,1 15,9 -23,9 ± 1,6 0,01 340 410 438 0,03  4,1 9,5 3,9 

CD27 PF7 CD20 
EA puis 
POCl3/ 

NaHCO3 
- 30,8 ± 3,2  -25,0 ± 1,7   453 461 0,25     

CD28 PF6 
CD21 

(500 mg) 
POCl3/ 

NaHCO3 - 21,7 ± 0,9 14,1 -34,0 ± 3,9   - - 0  0 7,1 2,2 

CD29 PF1 
CD20  

(300 mg) 
n-BuNH2 
(249 mg) -             

CD30 PF1 CD20  
(300 mg) 

DMEDA 
(1,5 g) 

- 79,2 ± 7,4 23,9 +13,7 ± 0,9 0,15 350 395 453 0,08  12,0 25,6 7,4 

CD31 PF2 
(48 h) 

CD20  
(300 mg) 

PEHA 
(1,5 g) 

- 20,8 ± 2,1 12,4 +23,9 ± 2,0   453 462 0,18  13,2 25,7 6,9 

CD32 PF4 CD20  
(100 mg) 

bPEI600 
(400 mg) - 18,6 ± 4,7  +26,4 ± 1,3   428 461 0,31     

CD33 PF4 CD20  
(100 mg) 

bPEI2k 
(400 mg) - 25,4 ± 0,6  +33,5 ± 1,6   428 464 0,45     

CD34 
PF2 

(72 h) 
CD20  

(300 mg) 
mPEG550 

(3 g) - 67,2 ± 2,6 16,1 -20,2 ± 0,1 0,14 350 431 466 0,08  1,1 47,6 7,8 

CD35 
B 

(2 h) 
Ac. citr. 

 (2 g) 
bPEI25k 

(1 g) 10 Ag.  -4,6 ± 0,2 0,87 354 397 456 0,31     
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CD36 A 
(24 h) 

Ac. citr. 
 (5 g) 

bPEI25k 
(2,5 g) 

35 Ag.  -2,3 ± 0,2 0,05 358 363 444 0,64     

CD37 D 
(2 h) 

Ac. citr. 
 (1 g) 

bPEI25k 
(500 mg) 

13 10,7 ± 0,2  +27,2 ± 3,9 0,01 359 359 446 0,04     

CD38 E Ac. citr. 
 (500 mg) 

bPEI25k 
(250 mg) 10 100,1 ± 1,0  +23,6 ± 0,9 0,09 357 413 446 0,08     

CD39 E 
Ac. citr. 

 (500 mg) 
bPEI25k 
(125 mg) 15 86,2 ± 1,0  -25,4 ± 0,9          

CD40 E 
Ac. citr. 

 (250 mg) 
bPEI25k 
(500 mg) 8 10,3 ± 0,8 13,9 +33,1 ± 3,2       15,4 28,2 7,4 

CD41 E Ac. citr. 
 (125 mg) 

bPEI25k 
(500 mg) 7 12,9 ± 0,7  +35,9 ± 1,6 0,08 355 421 479 0,12     

CD42 E Ac. citr. 
 (125 mg) 

bPEI25k 
(1 g) 9 6,9 ± 0,7  +32,0 ± 0,4          

CD43 E Ac. citr. 
 (500 mg) 

bPEI600 
(250 mg) 12 20,0 ± 0,3  +18,4 ± 0,6          

CD44 E Ac. citr. 
 (500 mg) 

PEHA 
(250 mg) 

14 Ag.  -13,3 ± 0,8          

CD45 E Ac. citr. 
 (500 mg) 

DMEDA 
(250 mg) 

16 Ag.  -11,0 ± 0,6 0,39 328 379 442 0,39     

CD46 E Ac. citr. 
 (125 mg) 

PEHA 
(500 mg) 

8 4,1 ± 0,5  +15,0 ± 2,3          

CD47 E 
Ac. citr. 

 (500 mg) 
bPEI600 
(500 mg) 3 6,6 ± 1,6  +26,4 ± 1,3          

CD48 E 
Ac. citr. 

 (250 mg) 
bPEI600 
(500 mg) 15 10,2 ± 1,1  +36,1 ± 2,1       14,8 32,2 6,9 

CD49 E 
(90s) 

Ac. citr. 
 (125 mg) 

bPEI600 
(500 mg) 28 7,5 ± 1,0  +42,8 ± 1,7          

CD50 E 
(105s) 

Ac. citr. 
 (125 mg) 

bPEI600 
(500 mg) 19 8,9 ± 1,3  +19,5 ± 0,5          

CD51 E 
(120s) 

Ac. citr. 
 (125 mg) 

bPEI600 
(500 mg) 22 11,7 ± 0,9  +37,6 ± 3,2          

CD52 E Ac. citr. 
 (250 mg) 

bPEI600 
(1 g) 

 19,9 ± 0,8  +22,9 ± 1,4          

CD53 E Ac. citr. 
 (500 mg) 

bPEI600 
(2 g) 

 24,2 ± 1,7  +37,0 ± 2,1          

CD54 PF8 CD3 
(100 mg) 

mPEGCOOH 
(25 mg) 

- 21,4 ± 1,3  +25,6 ± 2,5          

CD55 PF8 
CD3 

(100 mg) 
mPEGCOOH 

(10 mg) - 12,2 ± 0,4  +32,8 ± 1,7          
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CD56 PF8 
CD3 

(100 mg) 
Alkyl-PEG 
(25 mg) - 11,8 ± 0,8  +30,4 ± 2,0          

CD57 PF8 CD3 
(100 mg) 

Alkyl-PEG 
(10 mg) - 17,7 ± 3,2  +26,6 ± 2,1          

CD58 E Ac. citr. 
 (125 mg) 

bPEI600 (500 mg) 
mPEG-OH (125 mg) 24 13,1 ± 0,5  +29,4 ± 0,4          

CD59 E Ac. citr. 
 (125 mg) 

bPEI600 (500 mg) 
mPEG-OH (125 mg) 12 30,3 ± 2,2  +29,6 ± 0,8 0,13 357 424 461 0,42     

CD60 B Ac. citr. 
 (125 mg) 

bPEI600 (500 mg)) 
H3PO4  (500 mg) 8 14,8 ± 2,9  +22,6 ± 1,0 0,56 356 430 465 1,03     

CD61 E Ac. citr. 
 (125 mg) 

bPEI600 (500 mg) 
HAuCl4.3H2O (30 mg) 10      452 475 0,3     

CD62 G TETA 
(1 g) 

BQ 
(150 mg) 

23 27,1 ± 0,4  +31,4 ± 1,8 0,33 389 453 518 0,19     

CD63 E Ac. citr. 
 (200 mg) 

Urée 
(200 mg) 24 Ag.  -12,6 ± 0,4 1,06 338 505 539 0,79     

CD64 E 
(FA) 

Ac. citr. 
 (125 mg) 

bPEI600 
(500 mg) 34      523 569 0,05     

CD65 E 
Ac. citr. 

 (125 mg) 
bPEI600 (500 mg) 
Pérylène (125 mg) 11 56,0 ± 1,6  +29,3 ± 1,9 0,13 499 586 592 0,41     

CD66 E Ac. citr. 
 (125 mg) 

bPEI600 (500 mg) 
Pérylène (5 mg) 

19    0,1 357 585 592 0,15     

CD67 E 
(270 s) 

Ac. citr. 
 (125 mg) 

bPEI600 (500 mg) 
GdCl3.6H2O (30 mg)/ 

DTPA (45 mg) 
11 11,7 ± 0,2  +42,0 ± 1,0          

CD68 E 
Ac. citr. 

 (125 mg) 
bPEI600 (500 mg) 

GdCl3.6H2O (30 mg) 26 7,5 ± 0,6  +27,5 ± 1,0 0,26 354 424 467 0,59     

CD69 F 
Ac. citr. 

 (1 g) 
bPEI600 (4 g) 

GdCl3.6H2O (0,24 g) 25 7,2 ± 0,8  +22,2 ± 0,6 0,2 360 421 468 0,35     

CD70 H NQ 
(237 mg) 

bPEI600 (1 g) 
GdCl3.6H2O (80 mg) 14 6,0 ± 0,4  +28,1 ± 0,8   523 535 0,04     
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18.  Synthèse des greffons 

 
Mésylate de poly(éthylène glycol) 2000 monométhyl éther (1) 

 
 
 

De la triéthylamine (2,03 mL ; 15 mmol) et du chlorure de mésyle (1,16 mL ; 15 mmol) 

sont ajoutés successivement à une solution de polyéthylèneglycol monométhyl éther 2000 

(10 g ; 5 mmol) dans le dichlorométhane sec (25 mL) à 0 °C. Le mélange est ensuite agité à 

température ambiante pendant 2 h, puis le milieu réactionnel est successivement lavé à l’eau 

(50 mL), à HCl à 10 % (50 mL), avec une solution saturée de NaHCO3 (50 mL), à nouveau à l’eau 

(50 mL) et enfin à la saumure. Il est ensuite séché sur MgSO4, filtré et concentré à 

l’évaporateur rotatif pour fournir le composé 1 (8,92 g ; 86 %) est obtenu sous forme d’une 

graisse blanche.  

 

RMN 1H (400 MHz, CDCl3) d 4,33 (t, 2H, Hf, 3Jf-e = 4,5) ; 3,76 (t, 2H, He, 3Jf-e = 4,5) ; 3,71 (t, 2H, 

Hb, 3Jb-c = 4,5) ; 3,64-3,40 (m, 180H, Hc,d) ; 3,32 (s, 3H, Ha) ; 3,03 (s, 3H, Hg). 

RMN 13C (100 MHz, CDCl3) d 71,8 ; 70,5 ; 69,2 ; 68,9 ; 58,9 ; 37,6.  

IR u 2885 ; 1467 ; 1359 ; 1341 ; 1279 ; 1241 ; 1148 ; 1101 ; 1060 ; 956 ; 841 ; 528. 

 

 
Azoture de poly(éthylène glycol) 2000 monométhyl éther (2) 

 

 
 

De l’azoture de sodium (1,1 g ; 16,9 mmol) est ajouté à une solution du composé 2 

(8,86 g ; 4,26 mmol) dans l’eau (20 mL). Le mélange réactionnel est chauffé à reflux pendant 

48 h puis refroidi. Il est ensuite extrait au dichlorométhane (3 x 50 mL) et les phases 

organiques sont rassemblées, séchées sur MgSO4, filtrées sur coton et concentrées à 

l’évaporateur rotatif pour livrer le composé 2 (7,69 g ; 89 %) est obtenu sous forme d’un solide 

blanc.  

O O O O
±43

a
b

c

de
S
O

O

f
g C92H190O48S

Masse moléculaire: 2078 g.mol-1

N3
O O O

±43
a

b

c

de

f
C91H183O45N3

Masse moléculaire: 2025 g.mol-1
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RMN 1H (500 MHz, CDCl3) d 3,74-3,44 (m, 180H, Hb,c,d,e) ; 3,34 (m, 5H, Ha,f). 

RMN 13C (100 MHz, CDCl3) d 71,8 ; 70,6 ; 70,5 ; 70,5 ; 69,9 ; 58,9 ; 50,6.  

IR u 2885 ; 2103 ; 1467 ; 1453 ; 1359 ; 1341 ; 1279 ; 1240 ; 1148 ; 1103 ; 1060 ; 946 ; 841 ; 

529 ; 509. 

 
 

Chlorhydrate d’amino poly(éthylène glycol) 2000 monométhyl éther (3) 

 

 

De la triphénylphosphine (1,16 g ; 4,41 mmol) ainsi qu’une solution concentrée d’acide 

chlorhydrique (368 µL ; 4,41 mmol) sont ajoutés successivement à une solution du composé 

3 (3 g ; 1,48 mmol) dans 10 mL d’un mélange THF/H2O (1:1). Le mélange réactionnel est 

chauffé à reflux pendant 24 h. Le milieu est ensuite extrait dans un premier temps à l’acétate 

d’éthyle (3 x 30 mL) puis à l’éther diéthylique (30 mL). La phase aqueuse est ensuite lyophilisée 

pour conduire au composé 3 (2,16 g ; 72 %) est obtenu sous forme d’un solide blanc.  

 

RMN 1H (400 MHz, D2O) d 3,88 (t, 2H, He, 3Je-f = 4,5) ; 3,83-3,63 (m, 180H, Hb,c,d) ; 3,52 (t, 2H, 

Hf, 3Je-f = 4,5) ; 3,38 (s, 3H, Ha).  

RMN 13C (100 MHz, D2O) d 72,1 ; 71,4 ; 69,9 ; 69,8 ; 60,7 ; 58,5.  

IR u 2884 ; 1467 ; 1453 ; 1359 ; 1342 ; 1279 ; 1241 ; 1148 ; 1106 ; 1061 ; 962 ; 842. 

 
 

Monoamide de l’acide tétradécanedioïque avec l’amino-poly(éthylène glycol) 2000 

monométhyl éther (4) 

 
 

À une solution du composé 3 (400 mg ; 0,2 mmol) dans le THF anhydre (10 mL) sont 

ajoutés successivement de l’acide tétradécanedioïque (254 mg ; 0,98 mmol), du N,N’-

dicyclohexylcarboxydiimide (162 mg ; 0,79 mmol), de la 4-(diméthylamino)pyridine (12 mg ; 

H3N O O O
±43

a
b

c

de

fCl C91H186O45NCl
Masse moléculaire: 2035,5 g.mol-1

H
N

O O
±44

a
bO

O

HO
c

d

α

β
γ

α’

β’
C105H211O48N

Masse moléculaire: 2215 g.mol-1
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0,01 mmol) et de la N,N-diisopropyléthylamine (5 gouttes). Le mélange réactionnel est agité 

à température ambiante pendant 1 h, puis une dizaine de gouttes d’une solution d’acide 

chlorhydrique à 10 % sont ajoutées à la solution afin de décomposer l’acide activé résiduel. Le 

mélange est ensuite séché sur MgSO4, filtré puis réduit sous vide. Le résidu obtenu est purifié 

par chromatographie sur silice (AcOEt/MeOH 100:0 à 90:10, puis CHCl3/MeOH 80:20). Le 

composé 4 (207 mg ; 47 %) est obtenu sous forme d’une huile jaune. 

 

Rf = 0,4 (CHCl3/MeOH/H2O 10:3:0,3). 

RMN 1H (400 MHz, CDCl3) d 4,21 (s, 1H, -NH) ; 3,81-3,56 (m, 180H, Hb) ; 3,53 (t, 2H, Hc, 3Jc-d = 

4,3) ; 3,44 (t, 2H, Hd, 3Jc-d = 4,3) ; 3,36 (s, 3H, Ha) ; 2,30 (m, 4H, Ha,a’) ; 1,28 (m, 20H, Hg,b,b’). 

RMN 13C (100 MHz, CDCl3) d 174,0 ; 72,1 ; 70,8 ; 70,4 ; 69,4 ; 63,5 ; 59,2 ; 42,9 ; 34,4 ; 34,1 ; 

33,9 ; 29,6 ; 29,5 ; 29,4 ; 29,2 ; 25,1 ; 25,0. 

IR u 2885 ; 1466 ; 1455 ; 1359 ; 1340 ; 1279 ; 1240 ; 1147 ; 1100 ; 1060 ; 957 ; 841 ; 529. 

 
 

Acide 2-[poly(éthylène glycol) monométhyl éther 2000] acétique (5) 

 
 

Du réactif de Jones (CrO3/H2SO4) est ajouté lentement à température ambiante à une 

solution de poly(éthylène glycol) monométhyl éther 2000 (8,5 g ; 4,25 mmol) dans l’acétone 

jusqu’à obtenir une coloration jaune persistante. Le chrome (VI) en excès est réduit par ajout 

de quelques gouttes d’isopropanol, puis l’acétone est évaporée sous vide. Le résidu est repris 

dans le chloroforme et lavé par une solution saturée de NaCl. La phase organique est ensuite 

séchée sur MgSO4, filtrée et concentrée sous pression réduite pour conduire au composé 5 

(5,96 g ; 70 %) qui est obtenu sous la forme d’un solide blanc.   

 

RMN 1H (400 MHz, CDCl3) d 4,12 (s, 2H, He) ; 3,79 (t, 2H, Hb, 3Jb-c = 4,5) ; 3,72-3,42 (m, 180H, 

Hc,d) ; 3,35 (s, 3H, Ha).  

RMN 13C (100 MHz, CDCl3) d 171,7 ; 72,0 ; 71,2 ; 70,7 ; 69,0 ; 59,1. 

IR u 2884 ; 1466 ; 1455 ; 1359 ; 1340 ; 1279 ; 1147 ; 1103 ; 1060 ; 947 ; 841 ; 529 

HO O O O
O

±44
a

b

c

de

C93H186O48
Masse moléculaire: 2000 g.mol-1
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Mickaël CLAUDEL 

Carbon dots : synthèse pour des études toxicologiques et 
développement d’outils théranostiques 

 

Résumé 
La récente découverte des carbon dots (CDs) et de leurs propriétés physico-chimiques 
exceptionnelles (stabilité chimique, solubilité en milieu aqueux, faible toxicité, biocompatibilité, 
photoluminescescence et résistance au photoblanchiment) permet d’envisager l’utilisation de ces 
matériaux carbonés de taille nanométrique dans de nouvelles approches en imagerie biomédicale 
(fluorescence, IRM...), pour la vectorisation d’acides nucléiques (ADN, siARN) et la délivrance d’actifs 
thérapeutiques. Dans ce contexte, les objectifs de ce travail de thèse s’articulent autour de deux 
thématiques bien précises : échantillonnage de nanoparticules carbonées et développement de 
plateformes théranostiques. Une première partie a ainsi été consacrée à la préparation de carbon dots 
diversement fonctionnalisés de façon à pouvoir explorer l’espace structural et mener des études de 
relation structure-toxicité sur différentes lignées de cellules en culture. La seconde partie a été centrée 
sur l’élaboration d’une plateforme théranostique à base de carbon dots visant, d’une part, à délivrer 
un acide nucléique de façon intracellulaire et, d’autre part, à permettre un suivi des particules par 
différentes techniques d’imagerie. 

 

Mots clés : carbon dots, toxicologie, délivrance de gènes, thérapie combinée, photoluminescence, 
plateforme théranostique, imagerie bimodale. 

 

Abstract 
The recent discovery of carbon dots (CDs) and their very interesting phsico-chemical properties 
(chemical stability, water solubility, low toxicity, biocompatibility, photoluminescence and resistance to 
photobleaching) make these carbon nanoparticles a powerfull platform for biomedical imaging 
(fluorescence, MRI...), nucleic acids vectorization (DNA, siRNA) and drug delivery. In this context, the 
objectives of the thesis work are divided into two different thematics: carbon nanoparticles sampling 
and development of theranostic platforms. The first part is devoted to the preparation of various 
functionalized carbon dots to explore the structural space and to manage structure-toxicity relationship 
studies on different cell lines. The second part is focused on the development of a theranostic platform 
based on carbon dots in order to promote simultaneously nucleic acids delivery into cells and to 
monitor them by different imaging techniques. 

 

 

Key words: carbon dots, toxicology, gene delivery, combined therapy, photoluminescence, theranostic 
platform, bimodal imaging. 

 


