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Le concept de nanotechnologie a été évoqué pour la première fois par Richard Feynman, dans son 

discours visionnaire du 29 décembre 1959, intitulé There's Plenty of Room at the Bottom, dans lequel 

il anticipe et encourage le développement de processus qui permettront de manipuler la matière à 

l’échelle nanométrique.1 Ce n’est cependant qu’en 1974 que le terme ‘nanotechnologie’ est utilisé 

pour la première fois par Norio Taniguchi.2 Les nanotechnologies se développent ensuite rapidement, 

notamment avec l’invention de deux instruments permettant d’observer la matière à l’échelle 

atomique ou subatomique : le microscope à effet tunnel en 1981, et le microscope à force atomique 

en 1985.3 

Aujourd’hui, d’après les définitions de l’Organisation Internationale de Normalisation (ISO), un nano-

objet est défini comme « une portion discrète de matériau dont une, deux ou les trois dimensions sont 

à l’échelle nanométrique ».4 Les nouvelles propriétés physiques, chimiques et biologiques des 

nanomatériaux, qui résultent de leur taille nanométrique, sont exploitées dans de nombreux domaines 

comme l’électronique, l’énergie, le bâtiment ou la santé. 

L’utilisation de nanoparticules pour le traitement du cancer semble notamment très prometteuse. En 

particulier, l’effet radiosensibilisant des nanoparticules métalliques a été beaucoup étudié en 

radiothérapie, dans une perspective de réduction des effets secondaires générés par l’irradiation des 

tissus sains autour de la tumeur. C’est dans ce cadre que se situe ce projet de thèse, qui porte sur 

l’étude de nanoparticules d’or greffées d’une couronne polymère pour la radiosensibilisation. 

Ce premier chapitre a pour objectif de présenter le contexte de l’étude, et ainsi d’exposer les 

différentes problématiques qui y sont liées. L’utilisation des nanoparticules (NPs) pour le traitement 

du cancer sera tout d’abord abordée d’un point de vue général. Nous évoquerons ensuite le cas 

particulier de la radiosensibilisation, avant de nous focaliser sur les nanoparticules d’or greffées de 

polymères. Les objectifs de la thèse seront détaillés en fin de chapitre. 

I. NANOPARTICULES POUR LE CANCER 

Le principe de la nanomédecine consiste à utiliser les nanotechnologies dans le domaine de la santé, à 

la fois pour la prévention, le diagnostic, et le traitement des maladies. Cette discipline a commencé à 

se développer dès les années 1990, mais le terme n’est apparu qu’en 2000 dans la littérature 

scientifique.5 Elle constitue depuis un pan important de la recherche en nanotechnologies. 

Parmi les maladies ciblées par les recherches en nanomédecine, le cancer reste majoritaire. Il reste en 

effet l’une des principales causes de décès dans le monde, étant responsable d’une mort sur six d’après 

les chiffres publiés par l’Organisation Mondiale de la Santé.6 Dans ce contexte, la nanomédecine 
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semble très prometteuse puisqu’elle ouvre de nombreuses possibilités : délivrance d’agents 

anticancéreux, développement de nouveaux agents thérapeutiques, développement de systèmes de 

diagnostic in vitro et in vivo pour identifier et classer les cellules cancéreuses.7 En particulier, une 

grande variété de NPs a été mise au point pour une utilisation en tant que vecteurs, agents de 

contraste, ou agents thérapeutiques, en exploitant différentes propriétés des NPs.  

A. UNE GRANDE DIVERSITÉ DANS LA NATURE ET LA FONCTION 

Initialement, les NPs ont été développées en tant que vecteurs, dans le but d’améliorer la 

pharmacocinétique et la biodistribution d’agents anticancéreux déjà existants. Le Doxil™ a ainsi été le 

premier nanomédicament approuvé par la Food and Drug Administration aux Etats-Unis, il correspond 

à des molécules de doxorubicine (agent chimiothérapeutique) encapsulées dans des liposomes.8 En 

effet, un des problèmes majeurs de la chimiothérapie réside dans sa non-spécificité : les molécules 

cytotoxiques affectent la tumeur, mais aussi les tissus sains, ce qui génère d’importants effets 

secondaires.9 La possibilité d’assurer un relargage au niveau de la cible grâce à des nanovecteurs a 

donc été beaucoup étudiée. 

Les NPs développées pour la délivrance de médicaments sont de nature très variée : liposomes, 

polymères, hydrogels, micelles, silice mésoporeuse, nanotubes de carbone, NPs métalliques, NPs 

d’oxydes métalliques, etc.10 On peut noter qu’au-delà de la chimiothérapie, les NPs sont également 

utilisées comme vecteurs pour d’autres types de thérapie du cancer, comme la thérapie génique ou 

l’immunothérapie.11,12 Parmi les nombreuses NPs étudiées, beaucoup ont été conçues dans l’optique 

d’effectuer un relargage contrôlé du médicament qu’elles transportent. Deux stratégies sont 

possibles : effectuer une libération progressive de la molécule, par diffusion à travers une matrice 

polymère par exemple, ou bien déclencher son relargage sous stimuli, qu’il soit interne (pH, enzymes) 

ou externe (température, lumière, ultrasons, champ magnétique, etc.).10  

Outre leur fonction de vecteur, certaines NPs sont également utilisées pour leurs propriétés 

thérapeutiques intrinsèques, contribuant ainsi au développement de nouvelles méthodes de 

traitement du cancer : 

- Hyperthermie magnétique : l’objectif de l’hyperthermie est d’induire une augmentation locale 

de la température au niveau des tissus cancéreux pour les détruire. Ce phénomène peut être 

obtenu en utilisant des NPs magnétiques exposées à un champ magnétique. Les 

nanoparticules d’oxydes de fer sont les plus répandues.13 

- Photothérapies : on distingue la thérapie photothermale, qui utilise des agents capables 

d’absorber l’énergie de photons incidents et de la dissiper localement sous forme de chaleur, 
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de la thérapie photodynamique, pour laquelle les agents génèrent des espèces réactives de 

l’oxygène.14 La lumière envoyée est généralement dans la gamme du proche infrarouge (700-

1100 nm), très peu adsorbée par les tissus, ce qui permet une bonne pénétration de la lumière. 

Les NPs métalliques présentant des propriétés de plasmon de surface (or en particulier) sont 

particulièrement exploitées en thérapie photothermale, à condition que leur bande plasmon 

se trouve dans cette région du proche infrarouge. En thérapie photodynamique, les quantum 

dots et les NPs à conversion ascendante (upconversion) sont parmi les objets les plus utilisés.14 

- Radiosensibilisation : certaines NPs sont utilisées pour augmenter les effets des rayonnements 

en radiothérapie. Ce type de traitement sera exposé en détails dans une partie dédiée de ce 

chapitre. 

Parallèlement aux NPs à visée thérapeutique, certaines sont utilisées en tant qu’agents de contraste 

pour différentes techniques d’imagerie. Les nanoparticules d’or (AuNPs) sont par exemple étudiées en 

radiographie ou en tomodensitométrie aux rayons X (couramment appelée scanner dans le contexte 

médical).15 En IRM (Imagerie par Résonance Magnétique), les NPs d’oxyde de fer peuvent être utilisées 

grâce à leurs propriétés ferromagnétiques ou superparamagnétiques.16 Différents types de NPs ont 

également été développés en médecine nucléaire, pour vectoriser certains radioisotopes.17 

Enfin, certains systèmes cherchent à combiner propriétés thérapeutiques et diagnostiques des NPs, 

on les qualifie alors de théranostiques.18 L’utilisation de NPs dans le cadre du traitement du cancer 

offre donc de multiples possibilités. 

B. LA POSSIBILITÉ D’ASSURER UN CIBLAGE 

Si les NPs ont été tant étudiées, c’est aussi parce qu’elles permettent a priori un ciblage des tumeurs. 

Deux stratégies peuvent être utilisées : le ciblage passif, qui exploite les défauts structurels 

intrinsèques des tumeurs, et le ciblage actif, qui met en jeu des mécanismes de reconnaissance 

moléculaire entre cellules et nanovecteurs. 

Le ciblage passif repose sur une perméabilité et une rétention accrue des NPs dans les tumeurs, ce 

qu’on appelle effet EPR (Enhanced Permeation and Retention). Les parois des vaisseaux sanguins 

tumoraux sont en effet caractérisées par une structure moins jointive, avec des espaces entre les 

cellules endothéliales qui permettent aux NPs de passer pour atteindre la tumeur. La taille des NPs est 

ici un critère important puisqu’il a été montré que ce phénomène de transport à travers les parois des 

vaisseaux sanguins, appelé extravasation, était favorisé pour les petites NPs.19 En outre, les tumeurs 

possèdent un système lymphatique défaillant, ce qui limite l’évacuation des NPs. La combinaison des 
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deux effets entraîne ainsi l’accumulation des NPs dans les tumeurs.20 Une schématisation de 

l’ensemble de l’effet EPR est présentée sur la Figure I.1. 

 

Figure I.1 - Schématisation de l'effet EPR 21 

Depuis sa mise en évidence, l’effet EPR a constitué l’un des principaux arguments pour le 

développement de NPs dans le cadre du cancer. S’il a été démontré à de nombreuses reprises chez le 

petit animal, son application à l’homme est cependant remise en question depuis quelques années.20,21 

La raison principalement invoquée est le caractère faiblement représentatif du modèle de tumeur 

murine par rapport à la tumeur humaine, en particulier en termes de vitesse de développement, ratio 

massique tumeur/corps, taux métaboliques et durée de vie de l’hôte. Des différences ont également 

été observées au niveau du microenvironnement tumoral, avec notamment l’identification dans la 

tumeur humaine de régions hypoxiques et d’une pression de fluide interstitiel plus élevée.21 

L’extension de l’effet EPR à l’homme est donc à considérer avec précaution. 

Plutôt que de se reposer sur l’effet EPR, certaines études ont choisi un ciblage actif de leurs NPs, en 

ajoutant sur leur surface des ligands spécifiques de récepteurs situés sur les cellules visées.10 Les 

ligands utilisés sont de nature variée : petites molécules, peptides, anticorps, acides nucléiques.9 

Cependant, certaines études ont montré que la présence de ces ligands améliorait l’internalisation 

cellulaire des NPs mais n’affectait pas leur localisation dans la tumeur.22 Salvati et al. ont également 

mis en évidence la perte des propriétés de ciblage de leurs NPs fonctionnalisées après exposition à des 
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protéines, à cause de l’adsorption de celles-ci sur la surface des NPs.23 De manière générale, cette 

approche reste en outre limitée par l’hétérogénéité des tumeurs, puisque la majorité des systèmes 

développés ne cible qu’un récepteur. 

L’efficacité des NPs pour assurer le ciblage des tumeurs, bien que prometteuse, est ainsi sujette à 

débats. Le faible nombre de nanomédicaments mis sur le marché témoigne des difficultés rencontrées 

dans le transfert vers la clinique24 et souligne l’importance de développer des modèles in vitro et in 

vivo pertinents pour anticiper les comportements des NPs. L’utilisation de NPs dont la biodistribution 

pourrait être suivie in vivo serait également un avantage pour s’assurer de leur ciblage.25 

C. PROPRIÉTÉS RECHERCHÉES 

L’écart observé entre le potentiel des NPs en oncologie et leur faible utilisation en clinique s’explique 

en grande partie par la multitude de barrières biologiques auxquelles elles doivent faire face, une fois 

administrées au patient, et qui ont pour conséquence de limiter leur efficacité. L’anticipation du 

comportement des NPs in vivo est donc complexe. Nous allons tenter de dresser ici une liste non 

exhaustive des différentes propriétés recherchées pour les NPs, en lien avec les obstacles rencontrés. 

Les paragraphes sont organisés de manière séquentielle, pour suivre les NPs depuis leur administration 

jusqu’à leur arrivée au site d’intérêt. On se place ici dans le cadre d’une injection intraveineuse, qui est 

la méthode d’administration la plus courante. 

1. Stabilité en milieu biologique 

La première propriété que les NPs à visée médicale doivent posséder est une bonne stabilité en milieu 

biologique. Des phénomènes d’agrégation, voire de précipitation, sont en effet souvent observés au 

contact d’environnements contenant de fortes concentrations en sels et/ou biomolécules.26 Les 

propriétés physico-chimiques déterminées auparavant se trouvent alors modifiées. Cette agrégation 

peut se produire avant même l’administration, lors de la préparation de la solution par exemple. Elle 

peut alors nuire lors de l’injection, en plus d’induire une instabilité de la solution dans le temps. In vivo, 

l’agrégation va avoir un fort impact sur la biodistribution des NPs, et peut aller jusqu’à générer une 

toxicité importante, via un blocage des capillaires pulmonaires par exemple.27 Ces aspects de stabilité 

en milieu biologique seront abordés de manière détaillée dans le chapitre 3 (§ I). 

2. Hémocompatibilité 

Lors d’une administration intraveineuse, les NPs vont également interagir avec les différents 

constituants du sang. Certaines études ont ainsi montré des effets dangereux pour certaines NPs : 

agrégation des plaquettes et induction de thromboses,28 effet pro- ou anti-coagulation,29 induction de 
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l’hémolyse (destruction des globules rouges) et d’inflammations,30 etc. L’hémocompatibilité des NPs 

est donc un critère primordial dans une perspective d’injection intraveineuse. 

3. Circulation prolongée 

Pour augmenter la proportion de NPs susceptibles d’atteindre la tumeur, le temps de circulation des 

NPs doit être suffisamment long pour qu’une grande partie des NPs ait l’occasion de passer dans les 

vaisseaux sanguins de la tumeur, et ainsi profiter de l’effet EPR supposé pour pénétrer celle-ci. 

Plusieurs processus biologiques s’opposent cependant à cette circulation prolongée. 

Tout d’abord, une filtration rapide des petites NPs (diamètre hydrodynamique < 5-6 nm) est assurée 

par les reins.31 Le système réticulo-endothélial, qui se compose de cellules phagocytaires situées 

principalement dans le foie, la rate et les ganglions lymphatiques, peut également éliminer les NPs de 

la circulation sanguine. Le processus commence par l’opsonisation des NPs, qui correspond à la 

reconnaissance d’un élément étranger par l’organisme, et qui s’effectue via l’adsorption de protéines 

à la surface des NPs. Celles-ci vont ensuite se lier à des récepteurs spécifiques des phagocytes, qui vont 

procéder à leur élimination.32 Ce processus est extrêmement efficace pour les particules de diamètre 

supérieur à 200 nm. Pour des tailles inférieures, il a été montré que, pour des propriétés de surface 

identiques, le temps de circulation diminue quand la taille des NPs augmente.33 Les propriétés 

électrostatiques vont également impacter le temps de circulation selon la tendance suivante : 

neutre/zwitterionique > anionique > cationique.32,34 

Parmi les stratégies les plus répandues, l’ajout de polyéthylène glycol (PEG) en surface des NPs permet 

de réduire efficacement le processus d’opsonisation, et donc l’élimination par le système réticulo-

endothélial.35 Le temps de circulation des NPs peut ainsi passer de quelques minutes à plusieurs 

heures.36 D’autres approches pour rendre les NPs furtives visent à les recouvrir de peptides reconnus 

comme « soi » par les macrophages, ou bien de membranes cellulaires extraites de leucocytes ou de 

globules rouges.32 

4. Extravasation vers la tumeur 

Comme dit précédemment, l’extravasation correspond au passage des NPs à travers les parois des 

vaisseaux sanguins pour pénétrer dans les tissus. Elle est censée être favorisée au niveau de la tumeur, 

grâce à l’effet EPR. Les petites NPs vont bénéficier plus facilement de cet effet, en particulier pour les 

tumeurs peu perméables, qui présentent des espaces plus réduits entre les cellules endothéliales.37 

Les phénomènes d’adhésion des NPs sur les parois des vaisseaux sanguins impactent fortement la 

propension des NPs à l’extravasation. Des considérations de dynamique des fluides doivent tout 

d’abord être prises en compte. Il a en effet été montré que les petites NPs sphériques situées dans le 
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flux sanguin étaient moins susceptibles de dériver vers les parois des vaisseaux et d’établir un contact 

avec celles-ci, par rapport aux NPs non sphériques et de taille plus importante (Figure I.2).38,39 Cette 

caractéristique va donc défavoriser leur extravasation vers la tumeur. Les vaisseaux sanguins étant 

chargés négativement, la charge de surface joue également un rôle : les interactions avec les NPs 

cationiques sont favorisées, ce qui leur confère une bonne capacité à traverser les parois.33 

 

Figure I.2 - Schématisation des flux de NPs dans le sang et de leur adhésion sur les parois des vaisseaux : impact de leur taille 
et leur géométrie 32 

Un frein majeur à la pénétration des NPs dans la tumeur provient de la forte pression du fluide 

interstitiel dans les tumeurs,40 mentionnée précédemment. Celle-ci s’explique en partie par le mauvais 

drainage lymphatique qui caractérise les tumeurs et qui les empêche d’éliminer les excès de fluide. 

Cette forte pression peut augmenter jusqu’à s’approcher de la pression microvasculaire, stoppant ainsi 

tout flux des vaisseaux vers la tumeur.41 L’extravasation des NPs repose alors sur le seul mécanisme de 

diffusion, pour lequel les petites tailles sont favorisées.42 

5. Diffusion à l’intérieur de la tumeur 

De la même manière, le déplacement des NPs dans la tumeur repose principalement sur la diffusion, 

puisque la pression du fluide interstitiel est à peu près uniforme sur l’ensemble de la tumeur. La seule 

exception est la périphérie de la tumeur, où la pression chute rapidement, ce qui crée un fort gradient 

et a tendance à évacuer les NPs par convection, depuis ces zones périphériques vers les tissus 

environnants.41 
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Les tumeurs étant souvent caractérisées par une distribution inégale des vaisseaux sanguins,43 

certaines régions se trouvent accessibles uniquement aux NPs ayant une bonne capacité de diffusion 

dans la matrice extracellulaire (MEC) tumorale, plus dense que celle des tissus sains.44 La densité 

cellulaire dans les tumeurs est en outre très élevée, ce qui limite encore la diffusion des NPs.45 La taille 

et les propriétés électrostatiques des NPs vont à nouveau être déterminantes.33 Cet aspect sera abordé 

plus en détails dans le chapitre 3 (§ II). 

Ainsi, le transport intratumoral est considéré comme un frein majeur à l’application des NPs, 

puisqu’une grande partie reste bloquée près des vaisseaux sanguins dont elles se sont extraites.46 On 

peut noter que ces limitations sont également à prendre en compte dans le cas d’injections 

intratumorales, contrairement à la plupart des points évoqués jusqu’à présent. 

6. Internalisation cellulaire 

La plupart des NPs doivent pénétrer jusque dans la cellule pour assurer leur fonction thérapeutique. 

Pour celles qui ont réussi à pénétrer dans la tumeur et atteindre une cellule, la prochaine étape est 

donc l’internalisation. Deux principaux mécanismes ont été rapportés : la diffusion passive à travers la 

membrane cellulaire47 et l’endocytose, démontrée dans la plupart des études de captation de NPs.48 

L’endocytose est un processus d’internalisation au cours duquel la membrane plasmique enveloppe 

de la matière extérieure pour former une vésicule, appelée endosome, qui est invaginée par la cellule 

(Figure I.3).49 Il existe différents types d’endocytose, dont certains reposent sur des interactions 

spécifiques avec des récepteurs membranaires. 

En termes de propriétés favorisant l’internalisation, il a été montré que les NPs cationiques pénétraient 

très bien dans les cellules.50 Certains auteurs ont également déterminé, à la fois expérimentalement 

et à partir de modélisations, une taille optimale d’environ 50 nm pour le processus d’endocytose.51,52 

Dans ce contexte, l’impact des différentes propriétés des NPs sur leur captation sera discuté de 

manière plus approfondie dans le chapitre 3 (§ III.B). Le greffage de protéines capables d’être 

reconnues par les récepteurs de certaines cellules sera également étudié. 
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Figure I.3 - Schématisation du mécanisme d'endocytose 53 

Le mécanisme d’endocytose implique cependant que les NPs internalisées vont être soit directement 

évacuées de la cellule par exocytose, soit dirigées vers les lysosomes, qui sont les compartiments 

cellulaires assurant la digestion des corps étrangers.49 Les lysosomes sont caractérisés par une forte 

acidité et par la présence de nombreuses protéases, ce qui leur permet de dégrader certaines NPs ou 

parties de NPs.54,55 Pour échapper à cette possible élimination ou dégradation, une stratégie 

récurrente consiste à développer des NPs capables de s’échapper des endosomes après 

internalisation, c’est ce qu’on appelle la fuite endosomale.56 Ce phénomène n’est toutefois pas 

toujours nécessaire, puisqu’il a été montré que les NPs localisées dans les lysosomes pouvaient 

générer de la toxicité, y compris en radiosensibilisation.57,58 

 

Les différents obstacles listés ici montrent les difficultés à développer des NPs dont une grande 

proportion serait capable d’atteindre leur cible tumorale. Les propriétés nécessaires au passage des 

différentes étapes sont parfois peu compatibles entre elles, ce qui complique davantage le design 

d’une NP optimale. Si nous avons traité ici un cas général, on peut ajouter que certaines tumeurs sont 

encore plus difficiles d’accès, comme celles se situant dans le cerveau, qui sont protégées par la 

barrière hémato-encéphalique.59 L’évaluation des propriétés des NPs et de leur capacité à passer 

chacune des barrières biologiques mentionnées est donc primordiale au cours de leur développement, 

et ce quelles que soient leur nature et leur fonctionnalité. 

Cytoplasme Endosome 

Membrane 
plasmique 
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II. RADIOSENSIBILISATION 

Les NPs qu’on se propose d’étudier dans ce projet sont développées dans la perspective d’être utilisées 

pour leurs propriétés radiosensibilisantes, dans le cadre du traitement du cancer. Cette partie a donc 

pour objectif d’établir un état de l’art de la radiosensibilisation. Nous allons tout d’abord rappeler le 

fonctionnement des traitements par radiothérapie, à la fois au niveau physique et biologique. Le 

principe de la radiosensibilisation sera ensuite détaillé, avant d’évoquer les différents mécanismes 

sous-jacents. 

A. TRAITEMENT DU CANCER PAR RADIOTHÉRAPIE 

La découverte des rayons X par Wilhelm Röntgen en 1895, puis la découverte du radium par Marie 

Curie peu de temps après, ont permis d’établir les premiers jalons de l’utilisation de rayonnements 

pour traiter le cancer. La radiothérapie est aujourd’hui une des méthodes les plus utilisées en 

oncologie, puisque 50% des patients en reçoivent au cours de leur traitement.60 Elle est généralement 

employée à des fins curatives, seule ou en combinaison avec d’autres types de traitement, mais 

également à des fins palliatives, afin de soulager les patients de certains symptômes causés par la 

maladie. 

1. Principe et modalités 

Le principe de la radiothérapie est d’utiliser des rayonnements ionisants pour détruire les cellules 

cancéreuses. Ces derniers peuvent provenir d’une source externe ou interne. Le deuxième cas repose 

sur l’injection de sources radioactives dans le corps du patient. Soit la source est scellée et implantée 

près de la tumeur de manière temporaire (curiethérapie, ou brachythérapie), soit elle est non scellée 

et administrée de manière systémique, par injection ou ingestion, et va se fixer sur les cellules cibles 

(radiothérapie interne vectorisée).61 Le traitement du cancer de la thyroïde par utilisation d’iode 

radioactif est un exemple d’application de la radiothérapie interne vectorisée, aussi appelée 

radiothérapie métabolique dans ce cas précis.62 

La radiothérapie externe est la modalité la plus répandue. Elle consiste à irradier la tumeur avec des 

rayons de haute énergie, depuis une source située à l’extérieur du patient. Le dépôt d’énergie produit 

localement est quantifié par la dose reçue, qui correspond à la quantité d’énergie absorbée par unité 

de masse, mesurée en gray (1 Gy = 1 J/kg). Plusieurs natures de rayonnements peuvent être 

exploitées : photons (rayons X et gamma) ou particules (protons, électrons, ions carbone ou autres). 

Le premier cas constitue la radiothérapie à proprement parler, tandis que le second est appelé 

hadronthérapie. Par abus de langage, on parle cependant de radiothérapie pour désigner l’ensemble 
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des techniques utilisant des rayonnements ionisants. Dans la suite de ce paragraphe, nous allons nous 

concentrer sur le cas de la protonthérapie, qui est la plus utilisée des hadronthérapies. 

La protonthérapie a été développée à partir des années 1950. Son principe a tout d’abord été proposé 

par Robert Wilson en 1946, qui avait anticipé les avantages de l’utilisation de protons dans une visée 

thérapeutique.63 La technique a été appliquée sur des patients pour la première fois en 1954, aux Etats-

Unis.64 L’utilisation de protons se justifie principalement par une meilleure distribution spatiale de la 

dose par rapport aux photons. Comme illustré sur la Figure I.4, les rayons X (courbe verte) déposent 

une dose maximale en entrée, qui diminue ensuite progressivement à mesure qu’ils pénètrent plus 

profondément dans le corps, entraînant une irradiation des tissus sains en amont et en aval de la 

tumeur. Par comparaison, la dose déposée dans le corps par les protons (courbes rouges) est 

caractérisée par une valeur faible et constante en entrée, puis par une augmentation forte au niveau 

de la tumeur (pic de Bragg), et enfin par une chute brutale, jusqu’à une valeur nulle.65 Les courbes 

rouges correspondent cependant à des faisceaux monoénergétiques, tandis que ce sont des faisceaux 

modulés qui sont utilisés en thérapie (courbe orange sur la Figure I.4). Ceux-ci permettent d’augmenter 

la taille de la zone du pic de Bragg (Spread-Out Bragg Curve) afin de recouvrir la totalité de la tumeur. 

Cela implique toutefois une augmentation de la dose en entrée. Outre la meilleure distribution en 

profondeur, les protons ont également l’avantage de moins se disperser latéralement par rapport aux 

photons.65 

 

Figure I.4 - Distributions de dose en fonction de la profondeur : comparaison des rayons X et des protons 66 

En augmentant le différentiel de dose déposée entre la tumeur et les tissus sains, l’utilisation des 

protons permet donc de réduire la dose totale nécessaire pour traiter les patients. Sachant que 

l’irradiation peut générer l’apparition de cancers radio-induits tardifs, la protonthérapie est indiquée 

dans le cas des cancers pédiatriques, afin de limiter ces risques sur le long terme. Les tumeurs localisées 

au niveau de l’œil, de la base du crâne ou de la colonne vertébrale constituent la deuxième indication 
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majeure, afin d’épargner les tissus/organes sensibles situés en aval.67 La principale limite à la diffusion 

de la protonthérapie provient cependant de son coût important, dû en particulier à l’infrastructure 

complexe nécessaire pour la production du faisceau (cyclotron).67,68 En France, il existe trois centres 

de protonthérapie, dont celui situé à Nice, sur lequel nous avons pu réaliser des expériences (chapitre 

4 § II.B). 

2. Effets radiobiologiques : mécanismes et implications 

L’irradiation d’un système biologique génère une succession de processus dont les échelles de temps 

varient énormément, comme illustré sur la Figure I.5. 

 

Figure I.5 - Echelle de temps des différents effets de l’irradiation sur des systèmes biologiques 69 

Les processus mis en jeu peuvent être divisés en trois phases : 69,70 

- La phase physique, où les rayonnements interagissent avec les atomes constitutifs du milieu, 

entraînant des phénomènes d’excitation et d’ionisation via l’éjection d’électrons. Ces 

électrons secondaires peuvent à leur tour exciter et ioniser d’autres atomes, ce qui peut 

générer des cascades d’événements. Au cours de cette phase, les électrons secondaires 

produits peuvent se solvater, et des radicaux libres sont créés (HO• et H• par exemple).  

- La phase chimique, durant laquelle les espèces formées pendant la phase physique (électrons 

solvatés et radicaux libres) réagissent avec les composants cellulaires. On assiste également à 

une homogénéisation de la distribution des radicaux libres, auparavant regroupés le long de 

du parcours du rayonnement. Les réactions mises en jeu sont à la fois des recombinaisons et 

des réactions dites de fixation, qui mènent à des modifications chimiques stables de molécules 

biologiques, comme l’ADN par exemple. 

- La phase biologique, qui regroupe tous les processus ultérieurs. Des réactions enzymatiques 

se produisent dans un premier temps, afin d’agir sur les lésions formées. La plupart de ces 

lésions vont pouvoir être réparées, et ce sont les quelques-unes dont la réparation a échoué 

qui vont mener à la mort cellulaire. Les cassures double-brin sur l’ADN sont par exemple plus 
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difficiles à réparer que les simple-brin, et vont donc générer plus de toxicité. La mort des 

cellules impactées peut s’effectuer lentement, celles-ci pouvant encore subir plusieurs 

divisions mitotiques avant de mourir. D’autre part, il a été montré que des cellules non 

irradiées pouvaient aussi être affectées, à cause de signaux de stress envoyés par les cellules 

voisines.71 Les premiers effets sur les tissus apparaissent au bout de quelques jours, mais des 

effets se manifestent également à plus long terme, quelques mois ou années après 

l’irradiation. 

Les processus décrits ici sont communs aux tissus sains et cancéreux. Comme cela a déjà été évoqué, 

durant un traitement par radiothérapie, l’irradiation cible la tumeur mais ne peut épargner 

complètement les tissus sains environnants. C’est cette exposition des tissus sains qui va générer des 

effets secondaires indésirables chez les patients. Les effets suivants sont parmi les plus fréquemment 

observés : fatigue, perte de cheveux, réactions de la peau, nausées, problèmes de fertilité, etc.72 

Outre les effets secondaires, un problème majeur lié à l’utilisation de la radiothérapie est le 

développement de radiorésistance chez certaines tumeurs. Ce phénomène peut provoquer un échec 

du traitement, et entraîner par la suite une résurgence de la tumeur ou l’apparition de métastases.73 

B. LA RADIOSENSIBILISATION COMME SOLUTION POUR AMÉLIORER LES TRAITEMENTS 

Afin de pallier les inconvénients de la radiothérapie, la communauté scientifique s’est penchée sur 

l’utilisation de composés, appelés radiosensibilisants, qui vont permettre d’améliorer l’efficacité du 

traitement. L’objectif est de réduire la dose nécessaire pour traiter la tumeur, afin de minimiser les 

effets secondaires et pouvoir surmonter une éventuelle radiorésistance. Dans la littérature, le terme 

radiosensibilisant regroupe des effets assez divers, qu’on pourrait en réalité diviser en deux 

catégories : les effets de radiosensibilisation, et les effets de radioamplification. 

La radiosensibilisation consiste à agir sur différents aspects de la tumeur pour qu’elle soit plus 

impactée par l’irradiation. Cela peut passer par l’apport d’oxygène pour contrer les phénomènes de 

radiorésistance des zones hypoxiques,74 par des modifications du métabolisme du glucose, également 

source de radiorésistance,73 ou encore par l’utilisation de leurres moléculaires qui imitent les cassures 

double-brin de l’ADN, piégeant ainsi les protéines chargées de la réparation de l’ADN et limitant leur 

action sur les dommages réels induits par l’irradiation.75 Les agents de chimiothérapie peuvent 

également être considérés comme des radiosensibilisants, lorsqu’ils sont utilisés en combinaison avec 

la radiothérapie.76 L’ensemble de ces composés augmente donc l’efficacité du traitement par 

radiothérapie, mais sans interagir directement avec les rayonnements. 
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Au contraire, certains composés sont utilisés pour amplifier les effets des rayonnements, notamment 

la production d’électrons secondaires, ce qui augmente la dose déposée localement. Les éléments 

lourds étant connus pour posséder ce type de propriété,77 les NPs composées de matériaux à numéro 

atomique élevé sont particulièrement étudiées dans ce contexte.78 On peut désigner ce type d’effets 

comme de la radioamplification. Pour la suite, on peut noter que la distinction sémantique 

radiosensibilisation/radioamplification ne sera cependant plus faite, et que le terme de 

radiosensibilisant sera également utilisé pour caractériser les NPs de numéro atomique élevé. 

Hainfeld et al. sont les premiers à avoir mis en évidence la capacité de tels objets à améliorer les effets 

d’une irradiation sous rayons X. Leur étude, publiée en 2004, montre une augmentation significative 

de la survie à un an de souris atteintes de carcinomes, traitées avec des AuNPs (Z = 79) de 1,9 nm de 

diamètre avant d’être irradiées par des rayons X : le taux de survie passe de 20% pour le traitement 

aux rayons X seuls à 86% lorsqu’il est précédé de l’injection de AuNPs (Figure I.6).79 

  

Figure I.6 - Première étude in vivo mettant en évidence l’effet radiosensibilisant de AuNPs : courbes de survie de souris 
atteintes de carcinomes et ayant reçu différents traitements 79 (IV = intraveineuse) 

Cette étude a ouvert la voie à de nombreuses autres utilisant des AuNPs, à la fois in vitro et in vivo, qui 

ont fait l’objet de plusieurs revues ces dernières années.80–83 Leur travail de synthèse des différentes 

données publiées souligne la grande variété d’objets testés, à la fois en termes de taille (1,9 à 74 nm), 

de forme (nanosphères, nanobâtonnets, nanotriangles, « nanopointes »), ou encore de ligands utilisés 

(petites molécules comme des citrates ou des thiols, polymères, dont PEG, ou biomolécules). Les 

conditions expérimentales sont elles aussi très diverses, notamment la nature et l’énergie du 

rayonnement utilisé (rayons X, rayons γ, protons, électrons ou ions carbone, avec des énergies allant 

de 100 keV à 12 MeV environ), le type de tumeur, la concentration des AuNPs, le temps d’exposition 

avant irradiation, la dose d’irradiation, etc. 

Outre l’or, d’autres éléments ont également été utilisés pour former des NPs radiosensibilisantes. Le 

gadolinium, en particulier, est exploité car il présente un numéro atomique élevé (Z = 64) et est déjà 

Sans traitement 

Irradiation 

Injection IV de AuNPs (1,35 g Au/kg) 
+ Irradiation 

Injection IV de AuNPs (2,7 g Au/kg) 
+ Irradiation 
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utilisé en tant qu’agent de contraste en IRM. Il n’est pas utilisé sous forme de cœur métallique comme 

les AuNPs, mais plutôt de chélates. Ainsi, les NPs nommées AGuIX® (Figure I.7), produites par la société 

NH TherAguix, sont constituées d’un cœur de polysiloxane sur lequel sont greffées des dérivés des 

chélates DOTA(Gd) (DOTA = 1,4,7,10-tétraazacyclododécane-1,4,7,10-tétraacide acétique).84 Plusieurs 

études in vitro et in vivo ont démontré leur pouvoir radiosensibilisant, et ce sur différents types de 

cancers.85 La possibilité de suivre la biodistribution des AGuIX® par IRM est un avantage notable. Cela 

a notamment permis de mettre en évidence une accumulation des NPs dans les tumeurs après une 

injection intraveineuse.86 La connaissance de l’évolution dans le temps de leur biodistribution offre 

aussi la possibilité d’ajuster le moment de l’irradiation pour que le différentiel de concentration de NPs 

entre tumeur et tissus sains soit maximal. Le même groupe a aussi développé des NPs combinant or et 

gadolinium.87,88  

 

Figure I.7 - Représentation schématisée des NPs AGuIX® 89 

Des NPs constituées d’oxyde d’hafnium (Z = 72), appelées NBTXR3 et fabriquées par la société 

Nanobiotix, ont également montré de bonnes propriétés radiosensibilisantes in vitro et in vivo.90 Elles 

ont la particularité d’être développées pour des injections intratumorales. Les NPs d’oxyde de fer 

superparamagnétiques et d’argent ont aussi fait l’objet de quelques études de radiosensibilisation. De 

bons résultats ont été démontrés in vivo.91–93 Enfin, une grande variété d’autres matériaux ont été 

testés uniquement in vitro, sur cellules ou à l’échelle moléculaire (impact sur des plasmides 

notamment), parmi lesquels des nanoparticules de platine,94 d’oxyde de cérium,95 de sélénium,96 de 

bismuth,97 ou encore des nanodiamants.98 

 

Malgré le nombre important d’études in vivo et in vitro rapportant des résultats prometteurs dans la 

littérature, la translation du concept de NPs radiosensibilisantes vers la clinique reste très limitée. 

Seules les NPs AGuIX® et NBTXR3 sont en cours d’essais cliniques pour différents types de cancers. Les 

AGuIX® sont notamment en entrée de phase II pour le traitement des métastases cérébrales,99 tandis 

que les NBTXR3 viennent tout juste d’obtenir une autorisation de mise sur le marché européen pour 

le traitement des sarcomes des tissus mous.100 

DOTA(Gd) 

Matrice de 
polysiloxane 
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La difficulté à transférer ce type de technologie vers la clinique s’explique tout d’abord par les mêmes 

problèmes que rencontrent les autres types de nanomédicaments : synthèses difficiles à monter en 

échelle, caractérisations effectuées dans des conditions peu représentatives du vivant, modèles in vitro 

et in vivo peu pertinents, comparaison des résultats limitée à cause d’une grande variabilité dans les 

méthodologies utilisées, manque de données toxicologiques. Mais certains challenges sont également 

spécifiques au domaine de la radiosensibilisation, en particulier la compréhension des mécanismes 

sous-jacents. 

C. MÉCANISMES DE L’EFFET RADIOSENSIBILISANT DES NPS 

Si l’effet radiosensibilisant des NPs à numéro atomique élevé a été démontré depuis maintenant 

quinze ans, les mécanismes impliqués sont encore mal compris et sujets à débat. Initialement, seul 

l’effet physique d’augmentation de la dose était considéré, mais les différents travaux menés ont 

ensuite montré que les NPs agissent au niveau des trois phases (physique, chimique, biologique) 

utilisées pour décrire les processus radiobiologiques. C’est cette distinction que nous avons choisie 

pour structurer notre état de l’art des mécanismes. 

1. Mécanismes physiques 

A l’origine, l’utilisation de NPs composées de matériaux à numéro atomique élevé s’est faite pour 

exploiter leur fort coefficient d’absorption massique en énergie comparé à celui de l’eau ou des tissus 

mous, notamment pour les photons d’énergie 10-200 keV (cas de l’or illustré sur la Figure I.8a). Cette 

caractéristique permet aux NPs d’augmenter considérablement la dose déposée au niveau des tissus 

irradiés.101 Cependant, en radiothérapie clinique, les énergies utilisées sont plutôt de l’ordre du MeV, 

afin de pénétrer plus profondément les tissus (profondeur atteinte inférieure à 5 mm pour des 

énergies de 200 keV102). A ces énergies, le contraste entre les tissus et les NPs est beaucoup plus faible 

(Figure I.8a). Les premières modélisations prévoyaient donc que les NPs ne seraient pas efficaces à ces 

énergies,101 tandis que les études in vitro réalisées ont montré un effet radiosensibilisant.103 McMahon 

et al. ont expliqué cette divergence par le fait que les modélisations initiales du phénomène 

s’intéressaient à la dose moyenne déposée, alors que la radiosensibilisation provient d’une forte 

inhomogénéité de la dose à l’échelle nanométrique.104 Cette inhomogénéité s’explique par les 

processus physiques mis en jeu. 
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Figure I.8 - Principes physiques à l’origine des propriétés radiosensibilisantes des AuNPs  
(a) Comparaison des coefficients d’absorption massique en énergie de l’or et des tissus mous 82 

(b) Schématisation des différents types de rayonnements secondaires produits par une AuNP exposée à des rayonnements 
ionisants  

Lorsqu’une NP interagit avec le rayonnement incident, deux principaux processus peuvent avoir lieu 

au niveau des atomes : l’effet Compton et l’effet photoélectrique, qui correspondent à l’éjection d’un 

électron après l’absorption partielle ou totale de l’énergie d’un photon incident (Figure I.8b). 

L’absorption photoélectrique est dominante pour les photons keV. La dépendance en ~ Z4 de sa section 

efficace explique donc que les matériaux à Z élevé soient performants dans cette gamme d’énergie. 

Pour des énergies supérieures à 500 keV, c’est l’effet Compton qui devient prédominant, avec une 

section efficace proportionnelle à Z.78 C’est pourquoi le contraste avec les tissus devient nettement 

plus faible. Les électrons Compton et photoélectrons sont très énergétiques et ont une grande portée 

(plusieurs micromètres).105 

Après une ionisation des couches internes, l’atome peut se désexciter via l’émission d’un photon 

fluorescent ou d’un électron Auger. Les photons fluorescents sont caractérisés par une grande portée 

et peuvent ainsi délocaliser la perturbation loin de la NP. Les électrons Auger, souvent produits en 

cascade, sont caractérisés par une énergie faible (systématiquement inférieure à 10 keV, et souvent 

inférieure à 1 keV) qu’ils déposent à proximité de la NP (portée maximale de quelques centaines de 

nanomètres) de manière très dense.105 Autour de la NP, l’énergie déposée semble donc principalement 

provenir des électrons Auger. Dans le cas des NPs présentant des plasmons de surface, comme les 

AuNPs, Verkhovtsev et al. proposent en outre un mécanisme de désexcitation lié à ces plasmons, qui 

produirait une quantité importante d’électrons de basse énergie .106,107  

C’est cette production importante d’électrons de basse énergie (Auger ou issus des plasmons de 

surface) qui expliquerait la forte inhomogénéité de dose à l’origine de l’effet radiosensibilisant des 

NPs.105 Les électrons de basse énergie semblent donc jouer un rôle prépondérant, que ce soit pour des 
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irradiations autour du MeV ou du keV.104 Si les deux gammes d’énergie génèrent un effet 

radiosensibilisant, celui-ci semble toutefois plus important pour les photons keV, dans des conditions 

expérimentales similaires.90,103,108,109 Pour les irradiations en protons, les simulations réalisées 

semblent montrer que l’augmentation de la dose est indépendante de l’énergie incidente.110 

2. Mécanismes chimiques 

Au-delà des processus purement physiques, un impact des NPs a également été identifié au niveau de 

la phase de production des radicaux libres (dite phase physico-chimique). L’équipe de Guo a été la 

première à développer le concept de Chemical Enhancement des NPs sous irradiation et à mettre en 

valeur le rôle prépondérant de la surface des NPs.111 D’autres études ont depuis été publiées, mais le 

sujet reste assez peu traité. Sicard-Roselli et al. ont ainsi mesuré une production massive de radicaux 

hydroxyles HO• en présence de NPs, qu’ils expliquent par un mécanisme de catalyse à l’interface 

eau/NP.112 Une étude plus récente de la même équipe a mis en évidence une production d’électrons 

solvatés en quantité similaire (Figure I.9).113 Les auteurs soulignent que cette observation est en 

contradiction avec les augmentations de doses prévues par les mécanismes physiques, remettant en 

cause les approches décrites dans la partie précédente. D’autres travaux récents, menés par deux 

équipes distinctes, mettent eux aussi en avant les mécanismes chimiques pour expliquer l’effet 

radiosensibilisant.114,115 Toutes ces équipes formulent cependant des hypothèses différentes quant aux 

réactions radicalaires sous-jacentes à ces mécanismes chimiques. Les ions superoxyde (O2•-) sont 

notamment évoqués, de même que le peroxyde d’hydrogène, dont la décomposition en radicaux 

hydroxyles HO• peut être catalysée par des surfaces métalliques.116 

Puisque la surface semble jouer un rôle prépondérant dans ces divers mécanismes, ceux-ci vont être 

sensibles à l’environnement chimique en surface des NPs. Ainsi, plusieurs études (expérimentales et 

simulations) ont montré une production de radicaux libres réduite en présence de ligands.117,118 Cet 

aspect sera abordé plus en détails dans le chapitre 4 (§ II). 

 

Figure I.9 - Rendements apparents de formation de radicaux libres sous irradiation en présence de AuNPs 113 
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Les NPs peuvent également impacter la phase chimique des processus radiobiologiques à travers une 

sensibilisation de l’ADN. L’équipe de Sanche a ainsi montré que la formation de complexes ADN/AuNPs 

augmente la proportion de dommages générés par l’irradiation au niveau de l’ADN.119,120 Seules les 

NPs capables de pénétrer dans le noyau sont toutefois concernées par ce mécanisme. 

3. Mécanismes biologiques 

L’hypothèse d’un effet biologique des NPs a initialement été avancée pour tenter d’expliquer des 

disparités de radiosensibilisation qui ne peuvent provenir des mécanismes physiques et chimiques 

évoqués précédemment, comme la différence d’efficacité observée pour deux lignées cellulaires 

proches.121 L’impact des NPs sur le cycle cellulaire a souvent été proposé comme un des possibles 

processus biologiques de radiosensibilisation. Certaines NPs semblent en effet induire un arrêt du cycle 

dans les phases les plus sensibles aux rayonnements, mais les résultats contradictoires obtenus par 

l’ensemble des études à ce sujet imposent de considérer cette hypothèse avec précaution. L’altération 

des fonctions de réparation de l’ADN par les NPs est un autre mécanisme souvent proposé dans la 

littérature. Là encore, les résultats sont très disparates, et cet effet pourrait dépendre de la nature des 

NPs.83,122 

Outre l’ADN, d’autres composants cellulaires pourraient être affectés par la présence des NPs. Taggart 

et al. suggèrent ainsi que les mitochondries jouent un rôle dans la radiosensibilisation.123 La membrane 

cellulaire et le réticulum endoplasmique pourraient eux aussi être des cibles des NPs 

radiosensibilisantes.122,124 L’ensemble de ces mécanismes biologiques devra donc être étudié plus en 

détails dans les années à venir. 

 

Figure I.10 - Schématisation des mécanismes de radiosensibilisation par les NPs divisés selon les 3 phases utilisées en 
radiobiologie 83 
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L’état de l’art présenté ici souligne la complexité des mécanismes de radiosensibilisation, qui reposent 

sur des processus multiples de nature physique, chimique et biologique (résumés et schématisés sur 

la Figure I.10). Malgré un grand nombre d’études in silico, in vitro et in vivo publiées, des incohérences 

et contradictions persistent dans la littérature, ce qui nuit actuellement au développement clinique de 

NPs radiosensibilisantes. A terme, seule une meilleure compréhension des mécanismes permettra 

d’identifier les paramètres clés pour optimiser la radiosensibilisation des NPs, et ainsi développer des 

NPs transférables vers la clinique. La méthode de screening in silico récemment proposée par Retif et 

al. va tout à fait dans ce sens,125 et souligne l’intérêt d’avoir accès à des objets bien définis et stables. 

III. NANOPARTICULES D’OR GREFFÉES POLYMÈRES 

Les nanoparticules d’or sont parmi les plus étudiées pour les applications médicales, en particulier en 

radiosensibilisation, comme cela vient d’être évoqué. Ce projet portant sur l’utilisation de AuNPs, nous 

allons ici détailler l’ensemble de leurs caractéristiques qui expliquent cet intérêt particulier, avant 

d’aborder le cas précis des AuNPs greffées polymères, à la fois en termes de propriétés recherchées et 

de méthodes de synthèse. 

A. PROPRIÉTÉS INTÉRESSANTES DES NANOPARTICULES D’OR 

L’or se distingue tout d’abord par sa grande inertie chimique, ce qui permet de limiter sa toxicité. Ainsi, 

les AuNPs sont souvent considérées comme biocompatibles, même si certaines études ont révélé une 

certaine toxicité, en particulier pour les AuNPs non fonctionnalisées en surface.126 

Les différentes méthodes de synthèse des AuNPs permettent de jouer facilement sur leur taille, mais 

aussi d’obtenir des objets de formes très diverses (sphères, bâtonnets, cubes, bipyramides, cages, 

etc.).127 La morphologie des AuNPs peut donc être adaptée selon l’application visée. 

La surface des AuNPs est facilement fonctionnalisable, car elle est capable de lier différents 

groupements tels que les thiols et les amines. Les ligands thiols sont les plus utilisés, afin d’exploiter 

leur meilleure affinité pour l’or.127 Les propriétés de surface des AuNPs sont ainsi parfaitement 

modulables, selon la nature des ligands utilisés.  

Les AuNPs possèdent des propriétés optiques particulières, en particulier la résonance de plasmon de 

surface, qui leur donne cette couleur rouge. C’est cette résonance plasmon qui est exploitée pour la 

thérapie photothermale, comme expliqué dans la première partie de ce chapitre. 

Enfin, comme cela a déjà été mentionné dans ce chapitre, le fort coefficient d’absorption massique 

des rayons X de l’or rend les AuNPs attractives en tant qu’agents de contraste ou radiosensibilisants. 
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L’intérêt pour les AuNPs en médecine s’explique donc par l’ensemble de ces propriétés, qui leur 

confèrent trois avantages : une morphologie et des propriétés physico-chimiques modulables, des 

propriétés thérapeutiques prometteuses, et la possibilité de les détecter in vivo. Le greffage de 

polymères en surface des AuNPs peut en outre apporter des avantages supplémentaires. 

B. POURQUOI ET COMMENT GREFFER DU POLYMÈRE EN SURFACE ? 

1. Les avantages d’une couronne polymère 

Une des principales limites pour l’application des NPs dans le domaine médical est leur faible stabilité 

colloïdale. Elles ont souvent tendance à s’agréger avec le temps, en particulier dans les milieux salins 

et/ou contenant des protéines. L’ajout de polymères en surface constitue donc un moyen efficace pour 

stabiliser les objets.128 Cette stratégie a été largement utilisée dans les études de NPs à visée médicale, 

en particulier pour les AuNPs. On distingue toutefois les polymères simplement adsorbés en surface 

de ceux greffés de manière covalente, par exemple avec des thiols dans le cas des AuNPs. La deuxième 

stratégie assure une meilleure stabilité. 

Selon la nature du polymère choisi, d’autres fonctions peuvent être assurées par les ligands. Comme 

mentionné précédemment, l’utilisation de PEG permet par exemple de réduire l’adsorption des 

protéines en surface des NPs, ce qui limite leur élimination par le système réticulo-endothélial.35 Plus 

généralement, l’ajout de polymères en surface peut permettre d’améliorer la biocompatibilité des 

AuNPs.  

Certains polymères offrent également des groupements fonctionnels qui peuvent permettre le 

greffage de différentes molécules d’intérêt, pour assurer un ciblage ou charger des agents 

thérapeutiques par exemple. Ils servent ainsi de support pour des fonctionnalisations additionnelles. 

La grande variété des polymères permet en fait d’adapter sur mesure les propriétés recherchées pour 

la NP, offrant ainsi une large palette de fonctions biologiques. Le choix du polymère utilisé va donc être 

déterminant.  

2. Les polymères couramment utilisés 

Déjà évoqué à plusieurs reprises, le PEG est le polymère le plus utilisé pour recouvrir les nanoparticules 

de tous types, car il est biocompatible et permet une bonne stabilisation en phase aqueuse, ainsi qu’un 

temps de circulation prolongé dans le sang.129 Dans le cas des AuNPs, il peut être utilisé pour recouvrir 

leur surface par simple adsorption ou bien par greffage covalent via des fonctions thiols.113 

De nombreux autres polymères ont été utilisés comme ligands des AuNPs. Dans leur revue, Muddinetti 

et al. en dressent une liste non exhaustive, qui illustre bien la variété des structures chimiques et des 
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propriétés (Figure I.11). On y trouve notamment de nombreux biopolymères, tels que le chitosan ou 

des dérivés de la cellulose, qui sont souvent utilisés pour leur caractère biocompatible. 

 

Figure I.11 - Polymères utilisés en surface des AuNPs 128 

3. Méthodes de synthèse 

Pour obtenir des AuNPs greffées d’une couronne polymère, trois stratégies de synthèse sont 

possibles : grafting to, grafting from et synthèse directe (Figure I.12).128 

La méthode grafting to consiste à faire réagir des ligands polymères et des AuNPs tous deux 

synthétisés au préalable. Le greffage s’effectue par l’intermédiaire d’un groupement fonctionnel situé 

à l’extrémité des chaînes polymères, généralement un thiol. Il procède par échange de ligands avec 

celui utilisé lors de la synthèse des AuNPs : généralement du citrate, mais également du bromure de 

cétyltriméthylammonium dans le cas des nanobâtonnets.130 La fiabilité de cette méthode d’échange 

de ligands reste sujette à débat, certains auteurs ayant montré qu’une partie importante des citrates 

reste en surface des NPs,131,132 tandis que d’autres ont au contraire prouvé l’absence de citrates après 

cette étape d’échange.133 La chimie de surface n’est donc pas parfaitement contrôlée dans cette 

méthode. De plus, il a été montré que les citrates peuvent induire une toxicité au niveau des 

cellules,134,135 ce qui rend leur présence résiduelle problématique. 

Pour la méthode grafting from, la polymérisation s’effectue directement à partir des AuNPs, 

préalablement fonctionnalisées par un amorceur. Cette stratégie ne nécessite pas d’échange de 
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ligands. La caractérisation de la couronne est cependant plus complexe, et des méthodes de dégreffage 

sont souvent utilisées pour déterminer les caractéristiques des ligands formés en surface. 

 

Figure I.12 - Stratégies de synthèse de AuNPs greffées polymère 

La troisième méthode consiste à synthétiser les AuNPs par réduction de sels d’or, directement en 

présence de ligands polymères fonctionnalisés qui jouent le rôle de stabilisants. Les AuNPs greffées 

polymères sont ainsi obtenues en une seule étape. Là encore, les fonctions contenant du soufre sont 

les plus utilisées pour fonctionnaliser l’extrémité des chaînes et permettre la formation de la liaison 

Au-S. Cette méthode assure une bonne maîtrise de la chimie de surface, tout en permettant une 

caractérisation approfondie des ligands polymères en amont de la synthèse des AuNPs. C’est cette 

méthode que nous avons choisie pour la préparation de nos objets, nous y reviendrons plus en détails 

dans le chapitre 2. 

IV. OBJECTIFS DE LA THÈSE 

Le contexte présenté ici a permis de mettre en évidence la difficulté de prédiction des comportements 

des NPs à visée médicale, aussi bien du point de vue général de leurs interactions avec le vivant que 

de celui, plus spécifique, de leurs propriétés de radiosensibilisation. Cette difficulté provient d’un 

manque de compréhension des mécanismes sous-jacents qui s’explique tant par la complexité des 

phénomènes que par une absence de cohérence entre les multiples études menées. 
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Ayant identifié ce manque dans la littérature, l’objectif principal de cette thèse était de mettre au point 

une stratégie pour déterminer, de manière fiable, l’impact des propriétés physico-chimiques des NPs 

sur leur comportement en milieu biologique, en particulier dans le cadre de la radiosensibilisation. 

Nous avons ainsi cherché à développer et étudier des nanoparticules modèles via une approche 

intégrée et rationalisée. Les nanoparticules d’or greffées d’une couronne polymère ont été choisies 

comme objets de référence pour leur grande stabilité et leur caractère modulable. 

Nous avons tout d’abord constitué une librairie de nano-objets modèles présentant une diversité de 

propriétés physico-chimiques (charge, balance hydrophile/hydrophobe), grâce à l’utilisation d’une 

gamme de ligands polymères dont nous avons fait varier la masse molaire et la nature chimique. Afin 

d’exclure autant que possible les effets de taille et de forme, nous avons cherché dans le même temps 

à maintenir une unité de structure pour l’ensemble des NPs. La possibilité d’effectuer des greffages 

sur la couronne a également été explorée. Tous les objets ont été caractérisés de manière la plus 

exhaustive possible, notamment grâce à l’utilisation de techniques de diffusion des rayonnements. 

Nous avons ensuite mis en place des protocoles permettant de caractériser le comportement de nos 

objets vis-à-vis de plusieurs modèles in vitro (cellulaires ou non). En exploitant les informations issues 

de la première partie de l’étude, nous avons pu étudier de manière systématique l’impact des 

propriétés physico-chimiques sur les interactions des NPs avec divers systèmes biologiques. L’effet des 

greffages effectués sur la couronne polymère a également été évalué. 

Nous avons enfin exploré la possibilité d’utiliser ces objets modèles en radiosensibilisation. Une 

caractérisation approfondie du comportement des objets sous irradiation a, là encore, été menée. 

Certaines NPs ont été couplées à deux modalités d’irradiation pour tester leurs propriétés de 

radiosensibilisation. 

 

Le manuscrit s’articule en trois chapitres qui correspondent au développement des trois axes 

présentés.  
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Le but de ce chapitre est de décrire les procédés de synthèse des nano-objets utilisés dans le projet, 

ainsi que les techniques employées pour les caractériser de la manière la plus complète possible. Une 

première partie introductive exposera la stratégie de synthèse. Les deux principales étapes de 

synthèse et les caractérisations qui les accompagnent seront ensuite abordées successivement : la 

synthèse des ligands polymères, suivie de la synthèse des nanoparticules d’or. Une dernière partie 

s’intéressera aux greffages post-synthèse d’un agent de chimiothérapie et de protéines. 

I. STRATÉGIE DE SYNTHÈSE 

Avant d’aborder les aspects expérimentaux de la synthèse des nanoparticules greffées polymères, il 

semble nécessaire d’expliciter la stratégie adoptée, tant pour la synthèse des polymères que pour celle 

des nanoparticules d’or. Cette première partie va donc constituer une introduction au chapitre en 

détaillant et justifiant les choix effectués en termes de méthodologie de synthèse. 

Il convient également de rappeler en préambule de ce chapitre que cette thèse se situe dans la 

continuité des travaux menés par Aurélie Paquirissamy,1 et que cette stratégie de synthèse avait été 

en partie développée au cours de sa thèse. 

A. MÉTHODE DE SYNTHÈSE DES POLYMÈRES 

Dans notre étude, les polymères choisis sont des polyméthacrylates qui sont synthétisés en amont de 

la synthèse des nanoparticules, par polymérisation radicalaire contrôlée par transfert d’atomes (Atom 

Transfer Radical Polymerization en anglais, ou ATRP). Ce choix d’une polymérisation radicalaire 

contrôlée permet d’obtenir des chaînes présentant une faible polymolécularité, un paramètre 

primordial dans l’optique de synthétiser des nano-objets bien définis. Nous allons rappeler le principe 

de la polymérisation contrôlée dans un premier temps, avant de détailler celui de l’ATRP, puis 

d’aborder le cas spécifique des méthacrylates, et enfin d’expliquer le choix des monomères utilisés 

dans ce projet. 

1. Polymérisation radicalaire contrôlée 

La polymérisation radicalaire contrôlée (PRC) est dérivée de la polymérisation radicalaire 

conventionnelle, qui présente l’avantage d’être facilement mise en œuvre, et ce pour une grande 

variété de monomères, mais qui produit des chaînes de polydispersité importante, sans contrôle de 

leur taille ni de leur structure. Cette absence de contrôle s’explique par un trop grand nombre de 

réactions de transferts et de terminaisons irréversibles. Pour améliorer ce point, une version contrôlée 

de cette polymérisation a été développée à partir des années 1993-1994 par différentes équipes.2,3 

Elle repose sur un équilibre dynamique entre une faible concentration d’espèces radicalaires actives 
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et une grande quantité d’espèces dites « dormantes », réactivables. Elle permet de conserver les 

avantages de la polymérisation radicalaire (application à une grande variété de monomères, large 

gamme de température et de solvants utilisables), tout en apportant les avantages d’une 

polymérisation vivante, c’est-à-dire une polymérisation caractérisée par une propagation continue, 

sans réactions de transfert ni de terminaison.4 Dans le cas de la polymérisation radicalaire, on la 

qualifie de « contrôlée » plutôt que de « vivante », car des réactions de terminaison et de transfert 

subsistent, mais en quantité très limitée. 

Ainsi, la PRC permet d’obtenir des chaînes de masse molaire contrôlée, avec un indice de polydispersité 

faible. Trois critères doivent être remplis pour attester du contrôle de la polymérisation : 4 

- L’évolution de ln([M]0/[M]) est linéaire en fonction du temps (où [M] est la concentration en 

monomère au temps t et [M]0 la concentration initiale). 

- La masse molaire du polymère (Mn) évolue linéairement avec la conversion. Sa variation doit 

suivre une courbe théorique définie par l’équation suivante :  

𝑀𝑛 =  𝐷𝑃𝑛 ∗ 𝑀𝑚𝑜𝑛𝑜  =   ([𝑀]0 − [𝑀])    [𝐴]0⁄               (𝐼𝐼. 1) 

avec Mmono la masse molaire du monomère, [A]0 la concentration initiale en amorceur et DPn 

le degré de polymérisation. 

- L’indice de polydispersité Ip (Mw/Mn) décroît quand la conversion augmente. Il doit tendre 

vers une distribution de Poisson (Ip ≈ 1 + 1/DPn). 

Il existe trois techniques principales de PRC : la RAFT (Reversible-Addition-Fragmentation chain 

Transfer), la NMP (Nitroxide Mediated Polymerization) et l’ATRP (Atom Transfer Radical 

Polymerization). Elles se distinguent par leur méthode de désactivation des chaînes dans la réaction 

d’équilibre : dans le cas de la NMP et de l’ATRP, un agent de terminaison (nitroxide pour la première, 

halogène pour la seconde) est utilisé pour former une liaison covalente réversible avec les radicaux 

propagateurs, tandis que la RAFT, elle, est caractérisée par un mécanisme de transfert de chaînes par 

addition-fragmentation grâce à l’utilisation d’un agent de transfert. 

Dans notre étude, c’est la méthode de l’ATRP qui a été utilisée. En effet, des ligands polymères 

polyméthacrylates avaient déjà été synthétisés au laboratoire via cette technique, produisant de bons 

résultats : faibles indices de polydispersité, synthèses reproductibles de AuNPs greffées avec ces 

ligands, faible cytotoxicité des NPs résultantes.1 L’objectif ici était de s’assurer de la reproductibilité de 

cette synthèse pour des conditions identiques, et de la décliner pour plusieurs natures de 

polyméthacrylates. Le mécanisme et la mise en œuvre de cette technique de polymérisation vont donc 

être rappelés dans le paragraphe suivant. 
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2. Polymérisation radicalaire par transfert d’atome (ATRP) 

L’ATRP est la technique la plus utilisée en PRC. Elle a initialement été développée par les équipes de 

Matyjaszewski et de Sawamoto.5,6 Son principe repose sur une succession de réactions réversibles 

d’oxydo-réduction entre une espèce dormante halogénée (Pn-X) et un catalyseur métallique (Mt
n) 

chélaté (Figure II.1). L’espèce active formée durant cette réaction (Pn
•) correspond à une chaîne 

polymère en croissance. Comme l’équilibre de cette réaction est fortement déplacé vers la formation 

de l’espèce dormante (désactivation), la concentration en espèces radicalaires actives reste faible, 

assurant ainsi le contrôle de la polymérisation.7 

 

Pn‐ X   +     Mt
n‐ Y / Ligand                                   Pn

•   +     X‐ Mt
n+1‐ Y / Ligand 

 

 

Figure II.1 - Mécanisme réactionnel de l'ATRP 4 

Les différents paramètres de la réaction se révèlent déterminants pour obtenir un bon contrôle de la 

polymérisation : la nature du métal de transition, du ligand et de l’amorceur, leurs proportions 

respectives vis-à-vis du monomère, ou encore le solvant et la température de réaction. L’impact de ces 

différents facteurs a été décrit par Matyjaszewski et al. en 2001.8 Le catalyseur le plus répandu est le 

cuivre (I), même si d’autres métaux ont également été proposés. Cela s’explique par son faible coût et 

sa compatibilité avec de nombreux solvants et monomères. Une large gamme de ligands peut être 

utilisée pour complexer le cuivre, principalement des composés azotés. On peut citer entre autres la 

bipyridine ou la pentaméthyldiéthylène triamine (PMDETA). 

La technique de l’ATRP est applicable pour une large gamme de monomères, dont les méthacrylates, 

et se distingue par la disponibilité commerciale, à bas coût, de ses réactifs. Cependant, son 

inconvénient majeur réside dans la difficulté à éliminer la totalité du complexe de cuivre. Cet aspect 

est primordial dans une perspective d’applications biologiques car le cuivre peut induire une certaine 

toxicité. Une attention toute particulière sera donc portée à la purification de nos polymères. 

3. Synthèse de polyméthacrylates par ATRP 

La polymérisation des méthacrylates par ATRP est bien connue, elle a déjà été décrite de nombreuses 

fois dans la littérature. Initialement catalysée par des complexes de ruthénium, l’ATRP du méthacrylate 

de méthyle (MMA) a montré de bons résultats de contrôle de la polymérisation, mais avec une 

limitation en termes de masses molaires atteintes et de vitesse de réaction (20-30 heures pour 

atteindre 80% de conversion).6 La méthode a ensuite été améliorée par l’équipe de Matyjaszewski, en 

𝑘𝑎  

𝑘𝑑𝑎  

𝑘𝑡  
𝑘𝑝  

Monomère 
Terminaison 
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remplaçant le ruthénium par du bromure de cuivre complexé par de la bipyridine. 9 La possibilité 

d’utiliser des systèmes catalytiques basés sur les halogénures de cuivre a ensuite été montrée pour 

une large gamme de monomères méthacrylates : méthacrylate de diméthylaminoéthyle (DMAEMA),10 

méthacrylate d’hydroxyéthyle (HEMA),11 méthacrylate de n-butyle (MAnBu),12,13 méthacrylates 

d’oligo(éthylène glycol) (OEGMA) et de poly(éthylène glycol) (PEGMA).14 Une grande variété 

d’halogénures de cuivre, de ligands, d’amorceurs, de solvants et de conditions expérimentales a été 

testée pour effectuer la polymérisation des différents monomères. 

La synthèse directe de l’acide polyméthacrylique (MAA), elle, n’est pas réalisable par ATRP, car les 

acides carboxyliques du monomère peuvent complexer le métal de transition, ce qui diminue sa 

capacité de désactivation des chaînes, l’empêchant alors d’assurer ses fonctions catalytiques. Deux 

stratégies ont été développées pour obtenir du PMAA par ATRP : polymérisation d’un acide 

méthacrylique protégé,15 ou polymérisation du méthacrylate de sodium.16 Cette dernière stratégie 

présente toutefois une conversion lente et se trouve limitée à des petites masses molaires (au-delà 

d’une valeur visée de 10 kg/mol, les indices de polydispersité augmentent fortement). Pour la première 

stratégie, les monomères utilisés sont le méthacrylate de tert-butyle (MAtBu) et le méthacrylate de 

benzyle, tous deux de bons groupes partants pouvant générer le MAA. Le tert-butyle, en particulier, 

est facilement hydrolysable en milieu acide 17,18 ou pyrolysable à température modérée (200°C).19 

4. Choix des monomères 

Concernant le choix des monomères, l’objectif est de constituer une bibliothèque de ligands polymères 

présentant des propriétés physico-chimiques différentes, afin d’étudier par la suite l’influence de 

celles-ci sur les performances des nanoparticules. L’utilisation des méthacrylates est donc tout à fait 

appropriée, car on peut facilement synthétiser des homopolymères et copolymères à partir des 

différents monomères dérivés du MAA, de manière à faire varier les propriétés des ligands. Sachant 

que les objets sont destinés à une application médicale, il est également nécessaire d’utiliser une 

gamme de polymères hydrosolubles et peu toxiques. Ces deux paramètres ont donc fait partie des 

critères pour choisir les proportions des copolymères, car tous les méthacrylates n’ont pas les mêmes 

propriétés en termes de solubilité en milieu aqueux et de biocompatibilité, comme nous le verrons ci-

après. 

Dans le cadre de cette thèse, deux paramètres ont pu être déclinés : la taille des ligands polymères 

(dans le cas du PMAA), ainsi que leur nature, par combinaison des monomères méthacrylates suivants : 

acide méthacrylique (MAA), méthacrylate d’hydroxyéthyle (HEMA), méthacrylate de 

diméthylaminoéthyle (DMAEMA), méthacrylate de n-butyle (MAnBu) et méthacrylate de polyéthylène 

glycol (PEGMA). Leurs structures sont visibles sur la Figure II.2, et leurs propriétés détaillées dans les 
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paragraphes qui suivent. Chacun de ces monomères a été choisi pour les propriétés qu’il pouvait 

apporter à la couronne polymère. 

 

Figure II.2 - Monomères méthacrylates utilisés dans le cadre de ce travail, de gauche à droite : acide méthacrylique (MAA), 
méthacrylate de n-butyle (MAnBu), méthacrylate d’hydroxyéthyle (HEMA), méthacrylate de diméthylaminoéthyle 

(DMAEMA) et méthacrylate de polyéthylène glycol (PEGMA) 

Le PMAA est un polymère biocompatible fréquemment utilisé pour la délivrance de médicaments. Il 

est par exemple déjà commercialisé comme excipient pharmaceutique sous le nom d’Eudragit®. La 

gamme Eudragit® correspond à des copolymères de méthacrylates et/ou acrylates qui sont utilisés 

pour assurer un relargage de médicament ciblé et/ou dont la cinétique est maîtrisée.20,21  Outre le 

PMAA, le PDMAEMA et le PMAnBu font également partie des polymères utilisés dans cette gamme 

d’excipients. Le PMAA a aussi été utilisé comme couronne polymère pour stabiliser et assurer 

l’hydrosolubilité de nanoparticules métalliques ou de quantum dots.22–24 Il a également été exploité 

dans la synthèse d’hydrogels et de nanoparticules, polymères ou hybrides, pour la délivrance d’agents 

thérapeutiques variés, tels que l’insuline, la doxorubicine, ou le cisplatine (les deux derniers étant des 

agents de chimiothérapie).25–32 Sa sensibilité au pH (densité de charge qui augmente quand le pH 

augmente, avec un pKa de 5,533) a notamment été utilisée à plusieurs reprises.30,34 De manière 

générale, il est souvent exploité pour ses fonctions acides carboxyliques, sur lesquelles des greffages 

peuvent être effectués.23,28,31,35 D’autre part, il a été montré que ce polymère favorise l’internalisation 

de nanoparticules dans les cellules.36 Il a donc fait figure de premier choix, et les résultats obtenus au 

laboratoire ont confirmé ce choix. 

Le PHEMA est un polymère considéré comme biocompatible, très peu toxique.37 Il est hydrophile mais 

son hydrosolubilité dépend de sa masse molaire. En effet, seuls les polymères de degré de 

polymérisation inférieur à 20 sont solubles dans l’eau ; au-delà, la solubilité n’est que partielle et un 

gonflement du polymère est observé.38 Dans certaines conditions, il peut également adopter un 
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comportement thermosensible.38 Le PHEMA est déjà utilisé en tant qu’hydrogel pour différentes 

applications médicales, commercialisées ou non, telles que les lentilles de contact,39–41 les résines de 

médecine dentaire,42 la délivrance de médicaments,43,44 les pansements45 ou les implants pour 

l’ingénierie tissulaire.46,47 Il est souvent utilisé dans des copolymères à blocs, pour assurer le bloc 

hydrophile.48,49 Dans le cadre de notre projet, en le copolymérisant avec le PMAA, il peut permettre de 

moduler sa charge négative, tout en conservant les propriétés hydrophiles et biocompatibles de la 

couronne. Sa fonction hydroxyle fournit en outre un point d’accroche sur lequel effectuer un greffage 

ultérieur. 

Le PDMAEMA est fréquemment utilisé pour sa propriété de sensibilité au pH (densité de charge qui 

augmente quand le pH diminue), en particulier pour la délivrance de médicaments, sous la forme 

d’hydrogels, de micelles polymères ou de couronne polymère sur NPs métalliques.50–52 Il possède 

également une très bonne capacité d’internalisation dans les cellules, ce qui explique qu’il soit 

beaucoup étudié dans le cadre de la transfection de gènes.53–56 Son caractère partiellement chargé à 

pH physiologique (pKa autour de 7 - 7,557) lui permet en effet de former des nanocomplexes en 

condensant l’ADN via des interactions électrostatiques, de manière à former des particules de taille 

nanométrique.56 Cette propriété de pénétration des cellules est très intéressante pour notre étude, de 

même que la présence de charges positives, pour comparaison au PMAA chargé négativement. 

Cependant, le PDMAEMA peut également se révéler toxique pour les cellules, et il sera nécessaire de 

trouver un équilibre entre capacité de transfection et toxicité, en jouant sur la masse molaire des 

chaînes ou en le copolymérisant. 

Le PMAnBu a lui aussi été exploité dans le cadre d’applications médicales, pour recouvrir les stents par 

exemple,58,59 en tant que composant de ciments osseux60 et de matériaux pour l’ingénierie tissulaire,61 

ou plus généralement pour constituer la partie hydrophobe de micelles ou hydrogels polymères 

utilisés pour améliorer la délivrance de médicaments hydrophobes.62–66 Il a été choisi dans ce projet 

pour apporter un caractère plus hydrophobe aux polymères synthétisés, dans le but d‘étudier l’impact 

de la balance hydrophobicité/hydrophilicité sur l’efficacité des NPs. L’hydrophobicité pourrait 

permettre d’améliorer les interactions des NPs avec les membranes cellulaires.67 Cependant, dans le 

cas du PMAnBu, il a été montré que ces interactions pouvaient induire une cytotoxicité.68 Là encore, 

un équilibre devra être trouvé pour maintenir une toxicité faible. 

Le PEGMA a lui aussi été exploité dans divers systèmes particulaires, en particulier pour ses propriétés 

thermosensibles.69–71 Surtout, il se rapproche du polymère référence utilisé dans le domaine des 

nanoparticules, le polyéthylène glycol (PEG),72 et permet de comparer une structure de PEG linéaire 

avec une structure à branches. Il a déjà été démontré dans la littérature que le PEGMA est peu toxique 
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et permet, tout comme le PEG, de limiter l’association non spécifique de nanoparticules avec les 

protéines ou certaines cellules, en particulier celles du sang.73–75 Cette propriété est intéressante à 

exploiter pour assurer la stabilité des nanoparticules en milieu biologique, en particulier dans une 

perspective d’injection intraveineuse des nanoparticules. 

Ces cinq monomères ont donc été choisis pour synthétiser les polymères destinés à former la couronne 

greffée sur les NPs. La gamme de ligands polymères obtenue à partir de l’ensemble de ces monomères 

a ensuite été utilisée pour synthétiser les nanoparticules d’or suivant une méthode directe décrite 

dans la partie qui suit. 

B. MÉTHODE DE SYNTHÈSE DES NANOPARTICULES D’OR 

La synthèse de nanoparticules d’or greffées de chaînes polyméthacrylates a déjà été rapportée dans 

la littérature. Les trois méthodes décrites dans le chapitre 1 (§ III.B.3) ont été étudiées : grafting to, 

grafting from, et synthèse directe. Différents méthacrylates ont été utilisés pour former des 

homopolymères ou des copolymères statistiques ou à blocs. On peut citer entre autres le méthacrylate 

de méthyle (MMA), le MAA, le DMAEMA et le HEMA. 

En grafting to, le greffage se fait souvent par l’intermédiaire d’un atome de soufre provenant soit des 

fonctions dithioesthers naturellement présentes à l’extrémité des chaînes polymères synthétisées par 

RAFT, soit des fonctions thiols résultant de la réduction de ces mêmes dithioesthers.23,76 Le greffage 

procède par échange de ligands avec celui utilisé lors de la synthèse des AuNPs. Comme évoqué dans 

le Chapitre 1, la fiabilité de cet échange de ligands est sujette à débat, ce qui peut être problématique 

considérant la toxicité des citrates résiduels. 

En grafting from, aucun échange de ligands n’est effectué, puisque la polymérisation est réalisée 

directement à la surface des NPs. La technique de l’ATRP est souvent privilégiée par rapport aux autres 

méthodes de polymérisation. Une monocouche auto-assemblée (Self-Assembled Monolayer en 

anglais, ou SAM) d’amorceur est créée dans un premier temps à la surface des AuNPs (liaison Au-S à 

nouveau), puis l’ATRP est effectuée à partir de cet amorceur greffé.77,78 Les SAMs étant peu stables en 

solvant organique à température élevée, les conditions de l’ATRP se trouvent cependant limitées. 

Historiquement, le grafting from a été la première méthode testée dans ce projet, en adaptant la 

synthèse de nanoparticules de platine greffées de PMAA développée au sein du laboratoire.79,80 

Cependant, les résultats ont montré que cette méthode n’était pas transposable à l’or, ce qui peut 

s’expliquer par une stabilité moindre de la liaison Au-S par rapport à Pt-S. 

Dans ce projet, nous avons plutôt fait le choix de nous orienter vers une synthèse par méthode directe. 

Ce type de synthèse a d’abord été développée dans le cas des méthacrylates présentant une fonction 
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amine (dont le PDMAEMA), qui ont la capacité de réduire les ions AuCl4-, en plus de jouer le rôle de 

stabilisants.81–85 Les AuNPs greffées sont ainsi obtenues en une seule étape, sans ajout d’agent 

réducteur. Pour les autres polyméthacrylates, la synthèse directe peut s’effectuer avec des ligands 

polymères contenant une fonction thioéther, disulfure ou thiol, comme pour la méthode de grafting 

to.86–90 Le protocole s’inspire de la méthode de Brust-Schiffrin,91 qui consiste à réduire l’acide 

tétrachloraurique en présence de ligands thiols qui jouent le rôle de stabilisants. Les atomes d’or 

agissent comme centres de nucléation, mais la compétition entre la réduction des sels d’or et leur 

stabilisation par les thiols permet de limiter la croissance des nanoparticules d’or. Les nanoparticules 

ainsi obtenues présentent une taille réduite (diamètre inférieur à 10 nm).86,91  

L’équipe de Brust a été la première à appliquer cette méthode avec des ligands polymères, notamment 

avec des PMAA contenant une fonction thioéther en bout de chaîne.86,87 D’autres travaux ont ensuite 

montré la possibilité d’utiliser des polyméthacrylates synthétisés par ATRP et contenant un pont 

disulfure : la scission de ce dernier produit deux ligands fonctionnalisés par des thiols qui peuvent jouer 

le rôle de stabilisants des AuNPs.88–90 En plus de permettre l’obtention de nanoparticules greffées 

polymères en une seule étape, l’utilisation de polymères comme ligands semble également assurer 

une polydispersité des nanoparticules plus étroite, par rapport à d’autres ligands thiols.86 L’hypothèse 

formulée par l’équipe de Brust est la suivante : durant la synthèse, les ligands polymères constituent 

autour des noyaux métalliques en croissance une couche protectrice qui empêche la fusion de deux 

particules tout en restant perméable aux ions tétrachloroaurate. Cet effet protecteur s’expliquerait à 

la fois par l’encombrement stérique des polymères, mais aussi par des répulsions électrostatiques dans 

le cas de polymères pouvant présenter des charges, comme l’acide polyméthacrylique (PMAA) par 

exemple. Il a d’ailleurs été montré par la même équipe que le ligand PMAA était un très bon stabilisant 

comparé à d’autres polymères, car il permet d’obtenir des échantillons plus monodisperses.87 

C’est cette méthode de synthèse directe que nous avons choisie dans le cadre de notre projet. Elle 

permet à la fois d’utiliser des polymères caractérisés en amont de la synthèse des nanoparticules 

(avantage par rapport au grafting from), mais également d’obtenir une chimie de surface mieux 

contrôlée qu’en grafting to en évitant l’étape d’échange de ligands, nécessaire après toute synthèse 

réalisée via une réduction par des citrates. Elle est en outre tout à fait compatible avec la synthèse de 

polyméthacrylates par ATRP, en utilisant un amorceur contenant un pont disulfure, comme l’ont 

montré les équipes de Matsuura88 et Bach.90 Nous avons donc cherché à appliquer cette stratégie de 

l’amorceur disulfure dans le cas de la polymérisation et copolymérisation du méthacrylate de tert-

butyle (MAtBu) pour obtenir des polymères qui, une fois hydrolysés, peuvent être utilisés comme 

ligands pour la synthèse des AuNPs.92 Cette voie de synthèse directe permet ainsi d’obtenir des 

nanoparticules d’or directement greffées de chaînes polymères synthétisées par PRC et caractérisées 
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au préalable. D’autre part, la petite taille des NPs formées devrait permettre de favoriser 

l’internalisation dans le noyau des cellules.93–95 Il a en outre été montré que les surfaces des petites 

NPs (diamètre < 5 nm) étaient plus réactives, et que cela pouvait favoriser certains mécanismes de 

surface en radiosensibilisation.96 

 

Ainsi, la stratégie choisie consiste à synthétiser des nanoparticules d’or par méthode directe en 

utilisant des ligands polyméthacrylates obtenus par ATRP. Les différents choix effectués ont été guidés 

par la volonté d’obtenir des nano-objets bien définis et contrôlés, en un minimum d’étapes, et dont 

les propriétés physico-chimiques peuvent être déclinées, tout en gardant un caractère hydrosoluble 

et biocompatible indispensable pour les applications envisagées. Pour commencer, la synthèse des 

ligands polymères et leur caractérisation via diverses techniques vont être décrites. 

 

II. SYNTHÈSE ET CARACTÉRISATION DES LIGANDS POLYMÈRES 

L’objectif était de synthétiser différents ligands polymères à partir des monomères méthacrylates 

identifiés dans la partie précédente. Afin d’obtenir une gamme de ligands aux propriétés différentes, 

deux paramètres ont été déclinés : la taille du ligand, et sa nature chimique. La synthèse de l’amorceur 

va être décrite dans un premier temps. Puis, le protocole de synthèse des ligands par ATRP ainsi que 

les techniques de caractérisation utilisées seront décrits de manière générale, avant d’exposer 

successivement les résultats obtenus pour les deux objectifs énoncés. L’ensemble des protocoles 

expérimentaux sont détaillés dans la partie expérimentale, située en Annexe A. 

A. SYNTHÈSE DE L’AMORCEUR 

Notre choix s’étant porté sur une synthèse par ATRP de polyméthacrylates, il a été nécessaire de 

synthétiser au préalable un amorceur d’ATRP comportant un pont disulfure qui pourra être réduit lors 

de la synthèse des nanoparticules pour apporter les fonctions thiols.97 Le 2-bromoisobutyrate disulfure 

(DS-Br), utilisé dans les travaux de Matsuura et al.88 et Bach et al.,90 a été choisi pour ce projet. Il est 

obtenu par estérification entre les groupements hydroxyles du 2,2-dithioéthanol et la fonction 

bromure d’acyle du bromure de 2-bromo-isobutyryle (Figure II.3). La réaction est effectuée dans le 

THF, en présence de pyridine, pendant 24 heures. Le produit obtenu est d’abord purifié par filtration 

puis par une succession de lavages et enfin par séparation sur colonne de silice. A partir de cet 

amorceur DS-Br, plusieurs polymères et copolymères ont été synthétisés.  
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Figure II.3 - Synthèse de l'amorceur 2-bromoisobutyrate disulfure (DS-Br) 

B. SYNTHÈSE PAR ATRP DES LIGANDS MÉTHACRYLATES 

1. Protocole général 

La synthèse des ligands polymères par ATRP est effectuée à partir de l’amorceur DS-Br, en présence 

du système catalytique constitué du bromure de cuivre (CuIBr) couplé au ligand 

pentaméthyldiéthylène triamine (PMDETA). La réaction est réalisée à 60°C dans le DMF sous 

atmosphère inerte. Le rapport CuIBr/PMDETA/DS-Br est fixé à 2/2/1 pour l’ensemble des synthèses. 

Un suivi gravimétrique effectué tout au long de la réaction permet de calculer le taux de conversion 

obtenu, sauf dans le cas des ligands constitués de PEGMA, car celui-ci ne peut être évaporé. La 

polymérisation est arrêtée au bout de quelques heures, et le cuivre est éliminé du milieu réactionnel 

par précipitations successives du ligand polymère puis par passage sur colonne d’alumine.  

 

Figure II.4 - Polymérisation du méthacrylate de tert-butyle par ATRP 

Dans le cas du PDMAEMA, la synthèse et la purification sont réalisées différemment, selon le protocole 

de Pantoustier et al.98 qui consiste en une synthèse en bulk à 25°C avec un ratio CuIBr/PMDETA/DS-Br 

fixé à 1/2/1. L’originalité de la méthode réside surtout dans l’étape de purification, qui exploite la 

sensibilité du PDMAEMA au pH. Ainsi, le polymère pris en masse est d’abord dissous dans une solution 

acide (pH 2) avant d’être précipité en augmentant le pH jusqu’à 12 et en chauffant le milieu à 65°C. 

Cette procédure est répétée plusieurs fois jusqu’à élimination complète des résidus de cuivre, qui eux 

restent solubles. Elle permet d’éviter l’utilisation de solvants et d’une colonne d’alumine. 

Pour les polymères qui contiennent du MAtBu, une deuxième étape d’hydrolyse est ensuite nécessaire 

afin d’obtenir le MAA. Elle s’effectue par l’action de l’acide trifluoroacétique (TFA) dans le chloroforme 

(Figure II.5). La réaction dure sur plusieurs jours, jusqu’à ce que l’on observe une précipitation du 

polymère qui traduit l’hydrolyse complète des fonctions esters du MAtBu. 
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Figure II.5 - Réaction d’hydrolyse du PMAtBu en PMAA 

Les polymères et copolymères statistiques obtenus sont caractérisés par diverses techniques. La RMN 

1H permet de valider la structure chimique du polymère, d’estimer l’efficacité de l’hydrolyse, ainsi que 

de quantifier, dans le cas des copolymères, les proportions des différents monomères utilisés. Les 

masses molaires et les indices de polydispersité des ligands sont obtenus par chromatographie 

d’exclusion stérique (SEC), effectuée dans le THF pour les composés contenant du MAtBu et dans un 

tampon phosphate 0,1 M à pH 9 pour les composés hydrolysés. Les SEC utilisées étant couplées à la 

diffusion de lumière multi-angles (Multi-Angle Light Scattering en anglais, ou MALS - voir détails en 

Annexe A), la mesure des masses molaires est absolue et ne nécessite pas de calibration avec des 

polymères standards, ce qui permet de gagner en fiabilité. 

On notera également que les masses molaires indiquées correspondent aux masses molaires totales 

des polymères synthétisés, soit au double de celles des chaînes greffées correspondantes, du fait de la 

double polymérisation qui se fait autour du pont disulfure. Ainsi, un polymère de 20 kg/mol donnera 

des chaînes greffées sur les NPs d’environ 10 kg/mol. Cela a pu être vérifié en analysant des chaînes 

greffées après dissolution du cœur d’or avec une solution de gold etchant (iodure de potassium et 

diiode) : la masse molaire obtenue correspondait bien à la moitié de celle mesurée pour le ligand initial. 

2. Variation de la longueur de la couronne PMAA 

Le premier objectif était de synthétiser des polymères de même nature mais de masses molaires 

différentes pour étudier l’impact de la longueur des chaînes greffées sur le comportement des 

nanoparticules en milieu biologique. Le PMAA a été choisi pour cette étude car sa synthèse avait déjà 

été effectuée au laboratoire (DS01 dans le Tableau II.1) et car les Au-PMAA avaient donné de bons 

résultats in vitro. 

La stratégie initiale a été de simplement augmenter le degré de polymérisation théorique en 

introduisant une plus grande quantité de monomères dans le système. Mais cette augmentation du 

degré de polymérisation n’a pas permis d’obtenir des masses molaires beaucoup plus importantes 

(DS02, DS03 et DS04 dans le Tableau II.1), probablement car le système catalytique se retrouvait trop 

dilué. 
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Les synthèses ont alors été reprises en diminuant également le pourcentage volumique de solvant, 

afin de reconcentrer le système catalytique. Cela a permis d’augmenter les taux de conversion. Ainsi, 

en passant de 32% à 10% de solvant pour un même degré de polymérisation théorique (60 kg/mol 

environ), la masse molaire Mn des chaînes a été augmentée de 22 à 55 kg/mol (Tableau II.1). L’indice 

de polydispersité reste inférieur à 1,2, ce qui montre un bon contrôle de la polymérisation. 

Tableau II.1 - Résumé des caractéristiques des ligands DS-PMAA synthétisés : conditions de synthèse et résultats obtenus par 
analyse en SEC-MALS 

Polymère 

Mn 
théorique 

visée 
(kg/mol) 

%v de 
solvant 
(DMF) 

Taux de 
conversion 

(%) 

Analyse SEC avant 
hydrolyse (THF) 

Taux 
d'hydrolyse 

(%) 

Analyse SEC après 
hydrolyse (phosphate) 

Nombre de 
monomères 

(calculé après 
hydrolyse) 

Mn 
(kg/mol) 

Ip 
Mn 

(kg/mol) 
Ip 

DS-PMAA 
(DS01) 

40 32 70 / / 98 21,1 1,3 242 

DS-PMAA  
(DS02) 

40 32 51,8 21,9 1,1 98,4 14,8 1,2 169 

DS-PMAA  
(DS03) 

120 32 26,5 20,2 1,1 98,4 13,9 1,2 158 

DS-PMAA  
(DS04) 

200 32 16 29,0 1,1 98,4 19,7 1,2 226 

DS-PMAA 
(DS05) 

120 20 28,9 32 1,1 98,3 22,1 1,1 253 

DS-PMAA 
(DS06) 

120 4,5 36,0 39,5 1,2 98,3 26,2 1,2 301 

DS-PMAA 
(DS07) 

106 10 58,4 55,3 1,2 98,0 37,1 1,2 428 

 

L’analyse en RMN 1H des DS-PMAtBu et DS-PMAA a permis de déterminer l’efficacité de la réaction 

d’hydrolyse. Sur la Figure II.6, on retrouve bien pour les deux composés les pics 1 et 2 caractéristiques 

du squelette polyméthacrylate, correspondant respectivement aux groupements CH2 et CH3 du motif 

unitaire. Le pic 2 est pris comme référence, avec une intégration fixée à 3. La comparaison des spectres 

avant et après hydrolyse permet de montrer que l’hydrolyse a bien eu lieu, du fait de la disparition du 

pic 3 correspondant aux méthyles du groupement tert-butyle. L’efficacité de l’hydrolyse a pu être 

évaluée en comparant les valeurs d’intégration de ce pic avant et après hydrolyse. Des efficacités 

supérieures à 98% ont été obtenues pour l’ensemble des DS-PMAA synthétisés (Tableau II.1). 
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Figure II.6 - Spectres RMN 1H des ligands (a) DS-PMAtBu et (b) DS-PMAA dans le cas du DS04 

Les ligands DS-PMAA ont été à nouveau caractérisés en SEC après leur hydrolyse, ce qui a permis de 

montrer qu’on conservait des faibles indices de polydispersité pour la gamme de Mn obtenus allant de 

15 à 37 kg/mol. 

3. Variation de la nature de la couronne 

Le deuxième objectif était de faire varier la nature des ligands polyméthacrylates, afin d’obtenir des 

propriétés physico-chimiques différentes en surface des AuNPs. Les monomères décrits plus hauts ont 

donc été combinés pour former les ligands suivants : DS-P(HEMA-MAA) (50/50), DS-P(MAnBu-MAA) 

(20/80 et 40/60), DS-PDMAEMA, DS-P(DMAEMA-MAA) (10/90) et DS-P(PEGMA-MAA) (10/90). Les 

copolymères sont tous des copolymères statistiques et les rapports indiqués correspondent aux 

proportions de monomères introduites lors de la polymérisation. 

Comme dit précédemment, les ligands ont été ensuite caractérisés par RMN 1H. Tous les spectres 

(avant et après hydrolyse) sont visibles en Annexe B. Pour l’ensemble des copolymères, on retrouve 

bien les deux pics 1 et 2 caractéristiques du squelette polyméthacrylate, et l’hydrolyse des unités 

monomères de MAtBu est observable grâce la disparition du pic 3 mentionné précédemment. A 

l’inverse, on retrouve après hydrolyse les pics caractéristiques des groupements pendants des esters 

des autres unités monomères. Cela montre qu’ils n’ont pas été affectés par l’hydrolyse. C’est le résultat 

que l’on attendait, car le tert-butyle est un meilleur groupe partant. Les efficacités d’hydrolyse du 

MAtBu sont d’ailleurs supérieures à 97%. 
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A partir de ces spectres RMN, il a également été possible d’estimer les proportions réelles des deux 

monomères en calculant le rapport des intégrations de pics caractéristiques de chacun des monomères 

(Tableau II.2). Pour l’ensemble des copolymères, les pourcentages obtenus sont très proches des 

proportions théoriques, c’est-à-dire les proportions de monomères introduites lors de la 

polymérisation.  

L’analyse SEC a pu être réalisée dans le THF sur l’ensemble des copolymères avant hydrolyse, excepté 

le DS-P(HEMA-MAA). Dans le cas du DS-PDMAEMA, la mesure a été réalisée en ajoutant 3% (v/v) de 

triéthylamine à la phase de THF. Les DS-P(DMAEMA-MAA) et DS-P(PEGMA-MAA) ont également été 

analysés par SEC en tampon phosphate après hydrolyse. Les autres copolymères n’étaient pas 

suffisamment solubles dans cette phase aqueuse. Pour les deux DS-P(MAnBu-MAA), leur masse 

molaire finale a donc été calculée à partir des taux d’hydrolyse estimés en RMN.  

Les indices de polydispersité mesurés en SEC avant et après hydrolyse restent inférieurs à 1,3, ce qui 

montre là encore un bon contrôle de la polymérisation, même lorsque deux natures de monomères 

sont copolymérisées. La seule exception est le copolymère contenant du PEGMA, qui présente un 

indice de polydispersité de 3,0 avant hydrolyse et 1,9 après hydrolyse. Ces valeurs très élevées peuvent 

provenir des incertitudes liées à la détermination de l’indice de polydispersité par la technique du 

MALS. Toutefois, on peut noter que l’obtention de larges distributions a déjà été rapportée pour 

d’autres copolymères statistiques comprenant du PEGMA.99 Les auteurs ont montré qu’utiliser le 

catalyseur CuICl à la place de CuIBr permet d’obtenir de meilleurs indices de polydispersité. 

Tableau II.2 - Résumé des caractéristiques des ligands méthacrylates synthétisés : conditions de synthèse et résultats 
obtenus par analyse en SEC-MALS 

Polymère 

Mn 
théorique 

visée 
(kg/mol) 

%v de 
DMF  

/ 
T (°C) 

Taux de 
conversion 

(%) 

Analyse SEC 
avant 

hydrolyse 
(THF) 

Taux 
d'hydrolyse 

(%) 
(RMN) 

Analyse SEC 
après 

hydrolyse 
(phosphate) 

Nombre de 
monomères 

(calculé 
après 

hydrolyse) 

% autre 
monomère 

(RMN) 
Mn 

(kg/mol) 
Ip 

Mn 
(kg/mol) 

Ip 

DS-PDMAEMA 40 
0% 

25°C 
98,0 43,8 1,2 / / / 277 / 

DS-P(DMAEMA-MAA) 
(10/90) 

40 
32% 
60°C 

48,2 20,5 1,3 98,0 15,9 1,3 168 10,0 

DS-P(MAnBu-MAA) 
(20/80) 

40 
17% 
60°C 

77,4 34,5 1,3 97,8 
21,0 

(RMN) 
/ 241 22,5 

DS-P(MAnBu-MAA) 
(40/60) 

40 
13% 
60°C 

95,5 57,8 1,2 97,7 
35,4 

(RMN) 
/ 404 44,0 

DS-P(PEGMA-MAA) 
(10/90) 

40 
32% 
60°C 

/ 49,7 3,0 98,1 44,2 1,9 392 9,5 

DS-P(HEMA-MAA) 
(50/50) 

15 
38% 
60°C 

45 / / 95,3 / / / 48,0 
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Dans cette partie, nous avons montré comment, en jouant sur les paramètres de la synthèse et sur les 

monomères utilisés, nous avons pu obtenir plusieurs ligands polyméthacrylates de tailles et de natures 

différentes. La technique ATRP a permis d’assurer un bon contrôle de la polymérisation, caractérisé 

par les faibles indices de polydispersité mesurés. L’ensemble des ligands synthétisés constitue ainsi 

une bibliothèque de polyméthacrylates aux propriétés physico-chimiques variées. 

 

III. ÉLABORATION DES NANOPARTICULES D’OR GREFFÉES POLYMÈRES 

Après avoir obtenu une gamme de ligands polymères, la deuxième étape consiste à synthétiser les 

nanoparticules d’or greffées. La méthode de synthèse sera décrite dans un premier temps, ainsi que 

leur caractérisation par diverses techniques. Une attention particulière sera ensuite portée aux 

méthodes de purification des NPs. Enfin, une dernière partie détaillera l’étude de ces nano-objets par 

diffusion de neutrons aux petits angles (DNPA - Small-Angle Neutron Scattering en anglais, ou SANS). 

A. SYNTHÈSE ET PURIFICATION 

La stratégie de synthèse par méthode directe ou in situ a déjà été détaillée dans la première partie de 

ce chapitre. Il s’agit de réduire les sels d’or directement en présence des ligands polymères qui 

viennent d’être décrits dans la partie précédente. Ceux-ci vont alors jouer le rôle de stabilisants et 

limiter la croissance des NPs en formant des liaisons covalentes Au-S grâce à leur fonction thiol 

résultant de la réduction du pont disulfure contenu dans les ligands synthétisés. 

 

Figure II.7 - Synthèse des nanoparticules d’or greffées polymères Au-PMAA 92 

La réaction de synthèse est décrite sur la Figure II.7 dans le cas du ligand DS-PMAA. Les sels d’or HAuCl4 

et le polymère sont tout d’abord dissous dans du méthanol et agités pendant 30 minutes. Puis le 

tétrahydruroborate de sodium (NaBH4), qui joue ici le rôle de réducteur, est introduit dans le milieu. 

La réduction des sels d’or est alors instantanée, et on observe un brusque changement de couleur du 

jaune au rouge très foncé qui témoigne de la formation des NPs. En effet, les propriétés de résonance 

plasmon des AuNPs leur confèrent cette couleur rouge. Après 24 heures d’agitation, les AuNPs sont 

récupérées et purifiées. 
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La purification des NPs est une étape importante du protocole de synthèse, la difficulté résidant dans 

l’élimination des ligands polymères non greffés. En effet, leur solubilité est très proche de celle des 

NPs, puisque ces mêmes ligands sont présents sur la surface de celles-ci. Les travaux de thèse d’Aurélie 

Paquirissamy avaient déjà mis en évidence que les cycles de lavage/centrifugation utilisés ne 

permettaient pas d’éliminer tout le polymère libre.1 Nous avons donc cherché à optimiser cette étape 

du protocole. 

La première stratégie a été d’identifier un mélange de solvants qui permettrait de faire précipiter 

sélectivement les NPs. En utilisant un mélange éther/éthanol (40/60), il a par exemple été possible de 

séparer une partie du polymère libre DS-PMAA resté en solution alors que les Au-PMAA avaient 

précipité après centrifugation. Mais ce résultat n’a pas été reproduit sur d’autres NPs, limitant donc 

l’usage de ce protocole. 

L’application de l’ultrafiltration, via l’utilisation de tubes concentrateurs pour centrifugeuse, a été 

testée dans un deuxième temps. Ce dispositif, très utilisé en biologie moléculaire pour concentrer les 

acides nucléiques ou les protéines, comporte une membrane présentant un certain seuil de coupure. 

Lors de la centrifugation, les molécules d’un poids moléculaire supérieur à ce seuil ne peuvent pas 

passer à travers la membrane et restent donc dans la partie supérieure du tube. Dans notre cas, en 

choisissant un seuil de coupure de 100 kDa, le but est de laisser passer les ligands non greffés (entre 

15 et 40 kg/mol environ) tout en retenant les NPs, dont le poids moléculaire est bien supérieur. Lors 

des expériences réalisées, les NPs n’ont effectivement pas traversé la membrane (pas de couleur rouge 

observée dans le filtrat). 

L’efficacité de cette méthode a été évaluée par analyse thermogravimétrique (ATG), une technique 

qui permet de déterminer le pourcentage de matière organique (%wMO) présente dans l’échantillon, 

et donc la quantité de polymère dans notre cas. Les courbes obtenues pour les Au-PMAA(10,6-B) sont 

présentées sur la Figure II.8. Trois mesures ont été effectuées : avant la purification, après 6 cycles de 

centrifugation avec le tube concentrateur 100 kDa et après 10 cycles. On remarque que le %wMO 

diminue à mesure que le nombre de centrifugations augmente, passant de 76% à 32% après 10 cycles. 

On a donc réussi à éliminer une partie du polymère libre. 
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Figure II.8 - Analyses thermogravimétriques des nanoparticules Au-PMAA(10,6-B) avant et après les centrifugations 
effectuées avec les tubes concentrateurs 100 kDa 

On peut également analyser la présence de polymère libre en raisonnant sur les densités de greffage. 

Le %wMO initial, très élevé, correspondrait à une densité de greffage de 1,7 chaînes/nm2 pour la masse 

molaire de 10,6 kg/mol considérée pour ce ligand. Or, cette valeur est supérieure à celles attendues 

pour une méthode de synthèse directe avec des polymères de masse molaire comparable.100 Les 

résultats obtenus en SANS lors de travaux précédents sur des objets similaires, indiquaient d’ailleurs 

une densité de greffage de 0,16 chaînes/nm2.1,92 Le %wMO mesuré après les 10 cycles de centrifugation 

correspondrait, lui, à une densité bien plus cohérente de 0,26 chaînes/nm2. Ainsi, s’il n’est pas exclu 

que du polymère libre soit encore présent dans l’échantillon, la méthode de centrifugation en tube 

concentrateur semble permettre d’en éliminer une partie. 

Ce protocole a donc été préféré aux lavages et simples centrifugations en solvants organiques utilisés 

précédemment, afin de purifier au mieux les NPs synthétisées. Cependant, les résultats présentés ci-

dessus n’ont pu être reproduits sur l’ensemble des lots de NPs, et la plupart des purifications 

effectuées n’ont pas permis d’abaisser le %wMO aussi nettement. Tout d’abord, on peut supposer que 

certains ligands ne peuvent passer la membrane, à cause d’interactions avec celle-ci, ou bien parce 

que leur taille ne leur permet pas. En effet, le seuil de coupure de 100 kDa est indicatif, et a été 

déterminé pour des protéines. Il n’est donc pas forcément représentatif dans le cas de ligands 

polymères. D’autre part, les tests présentés sur la Figure II.8 correspondent à des conditions diluées, 

qu’il n’est pas possible d’atteindre dans le cas de la purification d’un lot entier de NPs sans multiplier 

les étapes de manière considérable. Ainsi, en conditions plus concentrées, il est possible que les ligands 

libres soient en interactions plus fortes avec les NPs, et que la purification s’effectue moins 

efficacement. L’élimination du polymère libre ne semble donc pas réalisable à plus grande échelle par 

cette méthode. Une piste serait d’utiliser la filtration tangentielle, qui permettrait de travailler en 

conditions diluées sur de plus gros volumes. 
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Cette présence de ligands libres sera à prendre en compte dans certains aspects du projet, en 

particulier dans le cadre des greffages post-synthèse, pour lesquels l’impact sera discuté dans la partie 

de ce chapitre consacrée à ce sujet (§ IV page 79). Pour les tests in vitro, le risque était que le polymère 

libre induise une toxicité supplémentaire, ou que son internalisation soit en compétition avec celle des 

AuNPs. Ces deux aspects ont donc été étudiés pour les Au-PMAA(10,6-B) avant et après 

centrifugations : aucune différence significative n’a été observée (Annexe E). 

Ces méthodes de synthèse et purification ont été utilisées pour synthétiser différentes NPs (listées 

dans le Tableau II.4) avec les ligands polymères décrits dans la partie précédente. Plusieurs techniques 

de caractérisation ont ensuite été mises en œuvre pour déterminer à la fois les propriétés du cœur 

métallique et celles de la couronne polymère. 

B. CARACTÉRISATION DU CŒUR D’OR 

Les NPs ont tout d’abord été caractérisées par spectroscopie UV-visible, afin d’identifier le pic plasmon 

caractéristique des AuNPs, dont la position est notamment dépendante de la taille du cœur d’or et de 

la nature des ligands.101 Les spectres sont présentés en Annexe C, et la position du pic plasmon est 

indiquée dans le Tableau II.4 (page 71) pour chaque synthèse de NPs.  

Des mesures de potentiel zêta ont également été effectuées dans un tampon phosphate à pH 7,5 (voir 

détails en Annexe A). Les valeurs rapportées (Tableau II.4) correspondent à la moyenne d’au moins 

trois mesures, et l’écart-type rend compte de la distribution moyenne. Pour toutes les NPs avec une 

couronne contenant du PMAA, les valeurs obtenues sont négatives. Ce résultat était attendu car les 

acides carboxyliques doivent être en grande partie déprotonés, le pKa du PMAA étant estimé à 5,5.33 

Les Au-PDMAEMA sont au contraire caractérisées par un potentiel Zêta négatif. Là encore, le résultat 

est cohérent car on s’attend à la protonation d’une partie des groupements NH3, expliquée par une 

valeur de pKa qui se trouve autour de 7-7,5.57 

Le cœur métallique a ensuite été caractérisé par trois techniques principales : la spectrométrie de 

masse avec plasma à couplage induit (Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry en anglais, ou 

ICP-MS), la microscopie électronique en transmission (Transmission Electron Microscopy en anglais, ou 

TEM) et la diffusion des rayons X aux petits angles (Small-Angle X-ray Scattering en anglais, ou SAXS). 

Les observations en TEM ont été effectuées sur la plateforme Imagerie-Gif de l’Institut de Biologie 

Intégrative de la Cellule (I2BC). L’ensemble des résultats sont résumés dans le Tableau II.4. 
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1. Caractérisation par ICP-MS 

L’ICP-MS est une technique d’analyse élémentaire, qui permet, dans le cadre de notre étude, de 

mesurer le pourcentage massique d’or (%wAu) présent dans les NPs. L’analyse est réalisée sur des 

solutions diluées de NPs préalablement dissoutes dans de l’eau régale (mélange d’acide chlorhydrique 

et d’acide nitrique en proportions 50/50). Le protocole est détaillé en Annexe A. En connaissant avec 

précision la concentration initiale en NPs (par pesée), les concentrations d’or mesurées permettent de 

remonter au pourcentage d’or. Les erreurs indiquées correspondent aux incertitudes liées à la mesure. 

Les %wAu sont très variables d’un type de NP à l’autre, ce qui montre un impact de la nature et la 

longueur du polymère sur la synthèse des AuNPs. La proportion de polymère libre restant influence 

également le résultat. 

Cette connaissance des %wAu pour les différentes synthèses réalisées permettra par la suite de 

travailler à concentration en or constante pour les tests in vitro. 

2. Caractérisation par TEM 

Le TEM est une technique de microscopie qui présente une résolution nanométrique, elle est donc 

bien adaptée à l’observation de nano-objets. Quelques images des NPs obtenues en TEM sont 

présentées sur la Figure II.9. Les grilles ont été préparées en déposant un faible volume de solution de 

NPs dans l’eau (voir détails en Annexe A). Sur ces images, seuls les cœurs d’or sont visibles. En effet, le 

numéro atomique élevé (79) de l’or génère un bon contraste, contrairement aux polymères 

organiques, qui sont en outre dégradés par le faisceau d’électrons. D’après ces images, les cœurs 

semblent présenter une morphologie sphérique. D’autre part, aucune agrégation n’est observée sur 

ces images, ce qui montre la bonne dispersion des NPs synthétisées dans l’eau. 

      

a) b) 

50 nm 
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Figure II.9 - Images TEM des AuNPs greffées polymères (a) Au-PMAA(7,4), (b) Au-PMAA(10,6-A), (c) Au-PMAA(18,6), (d) Au-
PDMAEMA, (e) Au-P(DMAEMA-MAA), (f) Au-P(HEMA-MAA), (g) Au-P(MAnBu-MAA) et (h) Au-P(PEGMA-MAA)  

 

L’analyse de ces clichés avec le logiciel ImageJ a permis d’estimer les diamètres des cœurs métalliques. 

Pour chaque type d’objets, plusieurs centaines de NPs ont été analysées afin d’avoir un échantillon 

statistiquement représentatif. Les diagrammes de distribution obtenus sont présentés sur la Figure 

II.10. Un diamètre moyen et un écart-type ont également été calculés pour chaque synthèse à partir 

de ces données (Tableau II.4, page 71). 

 

c) d) 

e) f) 

g) 

50 nm 

50 nm 
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Figure II.10 - Diagrammes de distribution des diamètres des cœurs métalliques obtenus par analyse des images TEM : 
(a) Au-PMAA(7,4), (b) Au-PMAA(10,6-A), (c) Au-PMAA(18,6), (d) Au-PDMAEMA, (e) Au-P(DMAEMA-MAA), (f) Au-P(HEMA-

MAA), (g) Au-P(MAnBu-MAA) et (h) Au-P(PEGMA-MAA) 

Dans cette étude en TEM, si les observations qualitatives sont fiables, il faut toutefois considérer les 

résultats numériques avec précaution, car l’analyse d’images peut entraîner des biais de mesures liés 

à la méthode, à l’échantillonnage et à l’expérimentateur. On néglige notamment les NPs de petite taille 

(diamètre < 1 nm), difficiles à visualiser sur les images de TEM. C’est pourquoi une analyse des cœurs 

métalliques a également été réalisée en SAXS, afin d’obtenir une mesure directe du diamètre moyen. 

3. Caractérisation par SAXS 

Le SAXS est une technique de caractérisation structurale basée sur l’interaction élastique des rayons X 

avec les électrons de la matière. Cette technique permet de déterminer la forme, la taille et la 

distribution en taille des particules, mais aussi les interactions entre particules et leur organisation.102 

Cette étude a été menée en collaboration avec Fabienne Testard (LIONS, NIMBE). Les analyses ont été 

réalisées en laboratoire et sur la ligne SWING du synchrotron SOLEIL (proposal 20181790), sur des 

solutions de NPs préparées dans l’eau à une concentration d’or de 220 µg/mL. Les paramètres des 

mesures sont détaillés en Annexe A.  

Ici, seule la contribution du cœur en or est a priori visible sur le signal diffusé car la densité de longueur 

de diffusion des polymères est proche de celle de l’eau (Tableau II.3). Les diagrammes de diffusion 

obtenus pour les Au-PMAA(10,6-B) et les Au-P(HEMA-MAA) sont présentés sur la Figure II.11, tandis 

que les autres, d’allure similaire, sont rassemblées en Annexe D. Les résultats obtenus pour les Au-

PMAA(10,6-A) et Au-P(DMAEMA-MAA) n’ont pas été considérés car une instabilité des suspensions 

(décantation) a été observée sous faisceau (expériences réalisées sur la ligne SWING). Le cas particulier 

des Au-P(PEGMA-MAA), dont le signal diffère de manière notable, sera discuté en fin de paragraphe. 
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Tableau II.3 - Densités de longueur de diffusion des rayons X pour l’or, les monomères utilisés et l’eau aux énergies utilisées 

Composé 
ρSAXS (106 Å-2) 

8 keV  
(laboratoire) 

16 keV 
(SWING) 

Au 124,89 126,58 

MAA 9,24 9,21 

HEMA 9,83 9,80 

DMAEMA 8,69 8,67 

MAnBu 8,35 8,33 

PEGMA (Mn = 360) 10,23 10,20 

Eau 9,47 9,43 

 

 

Figure II.11 - Analyses SAXS des Au-PMAA(10,6-B) et Au-P(HEMA-MAA) : courbes I=f(q) et ajustement par un modèle de 
sphère  

Qualitativement, on peut déjà noter pour toutes les NPs (sauf Au-P(PEGMA-MAA) que la décroissance 

en q-4 dans le domaine des q intermédiaires indique une interface nette, comme dans le cas des 

sphères. En outre, l’absence d’oscillations confirme la polydispersité des objets. Ces deux observations 

corroborent donc les analyses effectuées en TEM. Les diagrammes de diffusion ont été ajustés avec un 

modèle de distribution log-normale de sphères, ce qui permet de remonter au rayon moyen des NPs 

et à la distribution en taille. Ce modèle permet d’approcher au mieux les courbes obtenues, comme 

on peut le voir sur la Figure II.11. On peut cependant remarquer que les données divergent du modèle 

aux petits angles, ce qui pourrait traduire une faible agrégation des NPs ou une légère anisotropie. Le 

diamètre moyen et la polydispersité de la loi log-normale obtenus pour chaque NP sont résumés dans 

le Tableau II.4. 

Concernant les Au-P(PEGMA-MAA), la décroissance observée en SAXS est proche de q-2,5. Le modèle 

de sphère n’est donc pas applicable. Cela pourrait indiquer que le signal des ligands n’est pas 
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négligeable dans ce cas, puisque les observations en TEM n’ont pas montré de différence avec les 

autres NPs. Il faudrait choisir un modèle qui prend en compte la conformation du polymère. 

 

Les analyses des diamètres réalisées en TEM et en SAXS montrent des résultats très similaires, 

notamment en termes de diamètres moyens (Tableau II.4). Les valeurs obtenues (entre 2 et 5 nm) sont 

tout à fait en accord avec les petites tailles attendues pour la méthode de synthèse choisie, comme 

cela a été décrit dans la première partie de ce chapitre.86,91,92 On peut néanmoins souligner que les Au-

PMAA(18,6) et Au-P(DMAEMA-MAA) sont caractérisées par un cœur un peu plus gros que celui des 

autres NPs, et les Au-P(PEGMA-MAA) par un cœur plus petit. La nature branchée du PEGMA pourrait 

générer un encombrement stérique plus important qui limite la croissance des cœurs déjà formés. 

Concernant la distribution, le fait que la loi log-normale donne la meilleure approximation est assez 

cohérent avec l’allure asymétrique des distributions obtenues en TEM. Une bonne correspondance est 

d’ailleurs observée entre les histogrammes obtenus à partir des images TEM et les distributions log-

normales obtenues par modélisation des données SAXS, comme illustré sur la Figure II.12 dans le cas 

des Au-PMAA(7,4). 

 

Figure II.12 - Comparaison des distributions obtenues par TEM et SAXS pour les Au-PMAA(7,4)  

Une bonne reproductibilité des caractéristiques des NPs a été démontrée lorsqu’une même synthèse 

était répétée. Notamment, les résultats des caractérisations des Au-PMAA(10,6) semblent similaires, 

non seulement pour les deux lots présentés ici, mais également pour un lot précédemment synthétisé 

au laboratoire.1 Bien qu’elles ne soient pas présentées ici, plusieurs synthèses de Au-PDMAEMA et Au-

PMAA(18,6) ont en outre été effectuées, produisant toujours des NPs de tailles semblables à celles 

rapportées dans le Tableau II.4 pour les lots équivalents. 

 

 

0

10

20

30

40

0 1 2 3 4 5 6 7 8

%
 p

o
p

u
la

ti
o

n

Diamètre (nm)

Données TEM

Modèle SAXS

Au-PMAA(7,4)



Chapitre 2. Synthèse des nanoparticules d’or greffées polymères 

 

71 
 

Tableau II.4 - Résumé des caractéristiques des AuNPs synthétisées  
(PD = polydispersité de la loi log-normale) 

Nom de 
l'échantillon 

Polymère utilisé 
Mn 

polymère 
(kg/mol) 

Potentiel 
zêta (mV) 

Localisation 
pic plasmon 

(nm) 

%wAu  
(ICP-MS) 

Diamètre 
moyen 

cœur (nm) 
(TEM) 

Diamètre 
moyen 

cœur (nm) 
(SAXS) 

Au-PMAA(7,4) 
DS-PMAA 7,4 

kg/mol 
7,4 -19,4 ± 21,3 512 11,9 ± 0,1 2,9 ± 1,4 

2,7 
PD = 0,39 

Au-PMAA(10,6-A) 
DS-PMAA 10,6 

kg/mol 
10,6 -37,9 ± 10,0 513 10,9 ± 0,2 2,8 ± 1,0 / 

Au-PMAA(10,6-B) 
DS-PMAA 10,6 

kg/mol 
10,6 -44,5 ± 6,6 514 9,5 ± 0,3 3,1 ± 1,5 

3,2 
PD = 0,37 

Au-PMAA(18,6) 
DS-PMAA 18,6 

kg/mol 
18,6 -23,0 ± 10,5 524 19,8 ± 0,3 4,6 ± 1,9 

4,0 
PD = 0,40 

Au-PDMAEMA DS-PDMAEMA 21,9 9,5 ± 4,4 516 5,5 ± 0,2 2,6 ± 1,6 
3,7 

PD = 0,40 

Au-P(DMAEMA-
MAA) 

DS-P(DMAEMA-
MAA) (10/90) 

8,0 -33,6 ± 8,3 530 56,5 ± 0,9 3,1 ± 2,5 / 

Au-P(HEMA-MAA) 
DS-P(HEMA-

MAA) (50/50)  
/ -31,5 ± 9,0 516 12,6 ± 0,2 3,5 ± 1,2 

3,0 
PD = 0,40 

Au-P(MAnBu-
MAA) 

DS-P(MAnBu-
MAA) (20/80) 

10,5 -17,7 ± 10,6 518 19,1 ± 0,4 3,4 ± 1,6 
3,2 

PD = 0,42 

Au-P(PEGMA-
MAA) 

DS-P(PEGMA-
MAA) (10/90) 

22,1 -22,3 ± 12,9 519 4,5 ± 0,1 2,1 ± 0,9 / 

On notera que ce sont les diamètres moyens obtenus en SAXS qui seront considérés dans la suite de 

ce manuscrit pour les échantillons dont l’analyse a pu être effectuée, car l’analyse est représentative 

de la totalité de l’échantillon, contrairement aux observations en TEM. 

 

Les cœurs d’or ont pu être caractérisés en combinant trois techniques différentes. Il a ainsi été montré 

qu’on avait des morphologies et des tailles comparables d’une synthèse à l’autre. La nature et la 

longueur des ligands polymères semblent toutefois avoir un impact sur la formation du cœur d’or, 

puisqu’on note des variations reproductibles dans les diamètres mesurés. Afin de compléter la 

caractérisation de ces nano-objets, en particulier de leur couronne polymère, nous avons ensuite 

effectué une étude en diffusion de neutrons aux petits angles. 

C. ÉTUDE EN DIFFUSION DE NEUTRONS AUX PETITS ANGLES 

L’étude en diffusion des neutrons aux petits angles (DNPA, ou SANS en anglais), a été réalisée au 

Laboratoire Léon Brillouin, en collaboration avec Giulia Fadda. Le SANS est une technique de diffusion 

dont le principe, assez similaire à celui du SAXS, repose sur l’interaction élastique des neutrons avec 

les noyaux de la matière (Annexe D). Le SANS est particulièrement adapté à l’observation de la 

couronne polymère, car il permet de sonder des échelles allant de 0,5 à 50 nm, mais également parce 

qu’il est possible de jouer sur le contraste avec le solvant pour distinguer préférentiellement un 
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constituant de l’objet par rapport à l’autre (ici, par exemple, la couronne polymère plutôt que le cœur 

d’or). En effet, contrairement au SAXS, les atomes d’hydrogène et de deutérium possèdent des 

longueurs de diffusion neutronique cohérente très différentes (bH = - 0,374.10-12 cm et bD = + 0,667.10-

12 cm). Pour observer un polymère hydrogéné, on peut donc travailler en solvant deutéré, afin 

d’obtenir un contraste maximal. Pour illustrer cette notion de contraste, les densités de longueur de 

diffusion cohérente des différents composés utilisés dans cette étude sont résumées dans le Tableau 

II.5. 

Tableau II.5 - Densités de longueur de diffusion neutronique cohérente ρ des composés utilisés 

Composé ρ (1010 cm-2) 

H2O -0,56 

D2O 6,36 

Au 4,48 

PMAA 1,12 

PHEMA 0,99 

PDMAEMA 0,64 

PMAnBu 0,47 

P(PEGMA) 0,77 

 

On peut noter que la densité de longueur de diffusion de l’or est proche de celle de l’eau deutérée. 

Puisque l’objectif est ici d’étudier la couronne polymère, nous avons donc choisi de travailler avec l’eau 

deutérée comme solvant, afin de rendre négligeable le signal provenant du cœur d’or. Nous aurions 

également pu travailler dans un mélange D2O/H2O (73%/27%) pour éteindre totalement le signal de 

l’or, mais les intensités diffusées par les polymères auraient alors été plus faibles (moins bon contraste 

avec le solvant). Nous reviendrons sur l’impact du signal du cœur par la suite. 

Plusieurs solutions de concentrations différentes ont été préparées dans le D2O pour chaque type de 

NP (de 3 à 15 mg/mL de NPs). Les mesures ont été effectuées sur trois configurations différentes, 

permettant de couvrir une large gamme de q (3.10-3 à 3,5.10-1 Å-1). Les détails des conditions de 

mesures et des solutions analysées sont donnés en Annexe A. Des exemples de signaux typiquement 

obtenus pour nos AuNPs greffées polymères sont présentés sur la Figure II.13, dans le cas des Au-

PMAA-10,6-B) et Au-PMAA(18,6). Les données avant et après soustraction du signal incohérent y sont 

comparées. Les autres courbes sont visibles en Annexe D. 
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Figure II.13 - Analyses SANS des solutions de NPs dans le D2O : courbes I=f(q) et ajustement par différents modèles 
(a) et (b) Au-PMAA(10,6-B), (c) et (d) Au-PMAA(18,6) 

(a) et (c) Courbes avant soustraction du signal incohérent ; (b) et (d) Courbes après soustraction du signal incohérent 
 

Pour les deux types de NPs présentées sur la Figure II.13, on note sur la gamme de q intermédiaires 

une décroissance en q-2 qui est caractéristique des chaînes polymères libres en solution. Cela indique 

que la couronne polymère observée est peu compacte. Cette observation est valable pour l’ensemble 

des NPs étudiées, exceptées les Au-P(PEGMA-MAA), qui présentent une décroissance en q-1,3. 

On observe pour les Au-PMAA(18,6) une oscillation aux grands angles qui n’est pas présente pour les 

Au-PMAA(10,6-B). Ce signal correspond a priori au cœur d’or, qui est plus gros dans le cas des Au-

PMAA(18,6). Pour vérifier cette hypothèse, nous avons ajusté le signal sur cette gamme de q par un 

modèle de sphère similaire à celui utilisé en SAXS (Figure II.13 d). Le diamètre obtenu est de 3,7 nm, 

contre 4,0 nm d’après les résultats de SAXS, ce qui confirme que le cœur d’or est bien à l’origine de 

l’oscillation. Ce signal du cœur impacte les modélisations, car il est non négligeable sur les données 

dont on a soustrait le signal incohérent. Afin de limiter cet impact, nous avons préféré réaliser 

l’ensemble de notre étude sur les données avant soustraction. Le signal du cœur d’or est alors masqué 
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par la constante à grands q. Pour les NPs qui ne présentent pas de signal du cœur, nous avons vérifié 

au préalable que les résultats des modélisations sont similaires avant et après soustraction. 

Afin d’illustrer les comportements typiquement obtenus pour nos AuNPs greffées polymères, des 

exemples de signaux sont présentés ci-dessous : Au-PMAA(10,6-B) sur la Figure II.14a, Au-PMAA(7,4) 

sur la Figure II.14b, et Au-P(MAnBu-MAA) sur la Figure II.14c. 

  

 

 

Figure II.14 - Analyses SANS des solutions de NPs dans le D2O : courbes I=f(q) pour plusieurs concentrations et ajustement 
par un modèle de polymère en étoile 

(a) Au-PMAA(10,6-B), (b) Au-PMAA(7,4) et (c) Au-P(MAnBu-MAA) 

L’allure des courbes est similaire pour toutes les NPs (sauf les Au-P(PEGMA-MAA)) sur l’ensemble de 

la gamme, excepté aux petits angles (q < 0,02 Å-1). Dans ce domaine, les comportements observés 

diffèrent d’une synthèse à l’autre. Certaines NPs présentent un plateau (Figure II.14 a et c) qui traduit 

des objets de taille finie, donc non agrégés. D’autres montrent au contraire une remontée du signal 

sur cette même gamme, ce qui indique une agrégation des objets (Figure II.14b). Enfin, un pic de 

structure est observé sur certains signaux, comme celui visible sur la Figure II.14c. La présence d’un tel 

pic montre l’existence d’interactions entre les objets. L’ensemble des comportements observés 

qualitativement sont résumés dans le Tableau II.6. 
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Tableau II.6 - Résumé des observations qualitatives issues de l’analyse des NPs par SANS 

NP analysée 
Agrégation  

(remontée aux petits angles) 
Pic de structure 

Au-PMAA(7,4) 
Oui 

Forte remontée, plateau visible 
Non 

Au-PMAA(10,6-A) Non Non 

Au-PMAA(10,6-B) Non Non 

Au-PMAA(18,6) Non 
Oui 

A forte concentration 

Au-PDMAEMA 
Oui 

Forte remontée, sans plateau 
Non 

Au-P(DMAEMA-MAA) 
Oui 

Forte remontée, sans plateau 
Non 

Au-P(HEMA-MAA) Non Non 

Au-P(MAnBu-MAA) Non 
Oui 

A forte concentration 

Au-P(PEGMA-MAA) 
Oui 

Faible remontée, plateau visible 
Non 

 

Pour déterminer la taille des objets, nous avons tout d’abord utilisé l’approximation de Guinier, qui 

considère que lorsque q-1 est très grand par rapport à la taille de l’objet (soit 𝑞𝑅𝑔 < 1), le facteur de 

forme ne dépend plus de la forme de l’objet mais uniquement de son rayon de giration. Dans cette 

gamme de q, appelée domaine Guinier, le facteur de forme peut donc s’écrire selon l’expression 

suivante : 

𝑃(𝑞) ≈ exp (−
𝑞2𝑅𝑔

2

3
)                   (II. 2) 

On peut ainsi modéliser les courbes par cette expression dans la gamme de q concernée, ce qui permet 

de remonter au rayon de giration des objets. Les valeurs obtenues pour chaque type de NP sont 

résumées dans le Tableau II.7. Cette modélisation n’a pas été appliquée pour les échantillons qui 

présentaient une remontée aux petits angles sans plateau visible, car elle n’est alors plus valable. Pour 

les autres échantillons, on trouve des rayons de giration de 4 à 10 nm environ. 

 

  



Chapitre 2. Synthèse des nanoparticules d’or greffées polymères 

 

76 
 

Afin de prendre en compte l’ensemble du diagramme de diffusion et ainsi avoir accès à d’autres 

caractéristiques de la couronne, comme la densité des chaînes greffées, nous avons ensuite cherché à 

appliquer un modèle. En considérant la petite taille du cœur d’or par rapport à la longueur des chaînes 

polymères, la géométrie qui semble le mieux correspondre est le modèle d’étoile, développé par 

Benoît.103 Le facteur de forme correspondant s’écrit :  

𝑃(𝑞) =  
2

𝑓𝑣2
 [𝑣 − 1 + 𝑒𝑥𝑝(−𝑣) +

𝑓 − 1

2
(1 − 𝑒𝑥𝑝(−𝑣))2]                    (𝐼𝐼. 3) 

où       𝑣 =  
〈𝑅𝑔

2〉 𝑞2 𝑓

3𝑓 − 2
 

avec 𝑅𝑔  le rayon de giration et 𝑓 le nombre de branches de l’étoile. Le modèle suppose qu’il n’y a 

aucune interaction intra-branche ou inter-branches. 

Ce modèle d’étoile a permis un bon ajustement des courbes, comme on peut le voir sur la Figure II.14, 

où les modélisations des différentes concentrations de NPs sont représentées avec les données 

correspondantes. Le modèle n’a cependant pas pu être appliqué aux Au-PDMAEMA et Au-P(DMAEMA-

MAA) car aucun plateau n’est visible aux petits angles, ni aux Au-P(PEGMA-MAA), qui présente une 

allure de signal différente des autres. On a pu déterminer pour toutes les autres NPs le rayon de 

giration et le nombre de branches de l’étoile, qui représente ici le nombre de chaînes polymères 

greffées par NP (Tableau II.7). On peut noter que les rayons de giration obtenus par l’approximation 

de Guinier sont généralement plus faibles que ceux déterminés par le modèle d’étoile, mais suivent 

des tendances similaires d’une NP à l’autre. A partir du nombre de branches et du rayon du cœur 

déterminé précédemment en SAXS ou TEM, une densité de greffage a en outre pu être calculée. 

En effectuant la modélisation sur chaque concentration analysée, on obtient cependant des écarts sur 

les valeurs résultantes, notamment un rayon de giration qui augmente lorsque la concentration 

diminue. Cette évolution pourrait traduire un repliement des chaînes polymères à forte concentration, 

par effet d’encombrement stérique entre les NPs. Puisque les concentrations utilisées ici sont bien 

supérieures à celles appliquées dans les tests biologiques (0,5 mg/mL de NPs environ au maximum), 

l’échantillon le plus représentatif serait le plus dilué. Toutefois, les intensités mesurées sont plus 

faibles pour cet échantillon, ce qui implique une augmentation des incertitudes sur la modélisation. 

C’est donc l‘analyse de la concentration intermédiaire qui a été retenue comme référence pour chaque 

type de NP, et dont les résultats sont résumés dans le Tableau II.7. L’ensemble des résultats de 

modélisation pour toutes les NPs et toutes les concentrations sont disponibles en Annexe D. 

On perçoit ainsi les limites du modèle d’étoile, qui ne prend en compte ni les interactions pouvant 

exister au sein des ligands d’une même NP, ni celles entre les ligands de plusieurs NPs, qui ne sont plus 
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négligeables à forte concentration. L’apparition de pics de structure tels que celui visible sur la Figure 

II.14c peut typiquement fausser la modélisation. C’est pourquoi nous avons choisi de considérer les 

concentrations les plus faibles dans le cas des Au-PMAA(18,6) et Au-P(MAnBu-MAA), qui présentent 

tous deux des pics de structure à forte concentration. Ces deux NPs génèrent par ailleurs un signal de 

forte intensité, limitant ainsi les incertitudes sur la modélisation à basse concentration. 

Tableau II.7 - Résumé des caractéristiques structurales obtenues par analyse des NPs par SANS :  
approximation de Guinier et modèle d’étoile 

NP analysée 
Concentration 

utilisée 
(mg/mL) 

Rg
Guinier 

(nm) 
Rg

Etoile (nm) 
Nombre de 

branches 

Densité de 
greffage 

(chaînes/nm2) 

Au-PMAA(7,4) 10 / 7,4 ± 0,4 3,8 ± 0,5 0,16 

Au-PMAA(10,6-A) 10 7,3 ± 0,9 8,5 ± 0,3 3,7 ± 0,4 0,15 

Au-PMAA(10,6-B) 10 7,3 ± 1,0 8,5 ± 0,4 3,6 ± 0,5 0,11 

Au-PMAA(18,6) 5 10,4 ± 1,0 11,5 ± 0,2 7,4 ± 0,4 0,14 

Au-PDMAEMA / / / / / 

Au-P(DMAEMA-MAA) / / / / / 

Au-P(HEMA-MAA) 5 12,1 ± 0,3 13,0 ± 0,6 3,5 ± 0,4 0,12 

Au-P(MAnBu-MAA) 3 9,8 ± 1,1 11,5 ± 0,3 4,2 ± 0,2 0,13 

Au-P(PEGMA-MAA) 10 3,7 ± 0,3 / / / 

 

A partir des valeurs rassemblées dans le Tableau II.7, on peut tout d’abord remarquer que la 

reproductibilité de la synthèse est à nouveau mise en évidence par la similarité des paramètres 

obtenus pour les deux lots de Au-PMAA(10,6). D’autre part, si l’on compare les trois longueurs de 

PMAA, on observe bien une augmentation progressive du rayon de giration lorsque la masse molaire 

du ligand polymère augmente. Les Au-PMAA(7,4) sont cependant les seules qui ont tendance à 

s’agréger, ce qui pourrait s’expliquer par une stabilisation des objets moins efficace, du fait de la plus 

petite taille des chaînes polymères en surface. Concernant le nombre de branches, la valeur élevée 

obtenue pour les Au-PMAA(18,6) peut s’expliquer par la taille plus importante du cœur d’or. Cela se 

traduit d’ailleurs sur les densités de greffage, qui sont très proches pour l’ensemble des Au-PMAA. 

Concernant les copolymères, les Au-P(HEMA-MAA) et Au-P(MAnBu-MAA) présentent des rayons de 

giration et des densités de greffage similaires à ceux des Au-PMAA. Les Au-P(PEGMA-MAA) semblent 

quant à elles caractérisées par un petit rayon de giration, ce qui est assez inattendu, considérant la 

nature branchée du PEGMA et le grand nombre de monomères par ligand (voir Tableau II.2, page 60). 

Cette petite taille pourrait s’expliquer par la formation de liaisons hydrogène entre les fonctions éthers 

des chaînes PEG et les acides carboxyliques du PMAA. Plusieurs études portant sur ce type de 

copolymère P(PEGMA-MAA) ont en effet montré un phénomène de complexation à pH acide.104–106 

Les zones complexées deviennent ainsi hydrophobes (Figure II.15). La petite taille des Au-P(PEGMA-
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MAA) pourrait donc s’expliquer par un repliement important des chaînes, dû à ce phénomène de 

complexation. 

 

Figure II.15 - Schématisation du phénomène de complexation à pH acide du copolymère P(PEGMA-MAA) 104 

Concernant les pics de structure visibles sur les Au-P(MAnBu-MAA), on peut formuler l’hypothèse que 

la présence de monomères hydrophobes dans les ligands entraîne une structuration des objets au 

contact de l’eau. L’apparition de pics de structure aux fortes concentrations de Au-PMAA(18,6) semble 

plus complexe à expliquer, d’autant qu’elle ne concerne pas les autres Au-PMAA. Cela pourrait 

provenir d’une interaction accrue des NPs due à une longueur de chaîne plus importante, ou du cœur 

plus gros qui serait plus difficile à stabiliser. On peut noter que ces phénomènes de structuration à 

forte concentration ne sont pas détectables en UV-visible, puisqu’aucun déplacement ou 

élargissement de pic n’est observé d’une concentration à l’autre, comme on pourrait s’y attendre.107 

 

L’étude en SANS a ainsi permis de caractériser la couronne polymère de nos NPs. L’utilisation d’un 

modèle d’étoile semble appropriée pour de tels objets et a permis d’obtenir directement le nombre 

de ligands polymères greffés par NP. Les densités de greffage mesurées sont très proches de celles 

obtenues précédemment au laboratoire sur des objets similaires.1 La taille globale des NPs a également 

pu être déterminée, avec des rayons de giration allant de 3,5 à 13 nm. 

Le cœur d’or et la couronne polymère ont donc été caractérisés finement pour chaque NP synthétisée, 

notamment par des techniques de diffusion de rayonnements aux petits angles. Outre l’utilité de 

connaître ces paramètres pour la suite du travail, la bonne reproductibilité du protocole de synthèse 

a pu être mise en évidence. 
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IV. GREFFAGES POST-SYNTHÈSE 

La couronne polymère fournissant un excellent point d’accroche, elle a été exploitée pour greffer 

différents composés sur les NPs : un agent de chimiothérapie et des protéines. L’objectif, dans le 

premier cas, est de coupler chimiothérapie et propriétés radiosensibilisantes des NPs, tandis que le 

greffage de protéines pourrait permettre de cibler certaines tumeurs. 

La méthode de greffage sur les chaînes PMAA par formation d’une liaison amide a été utilisée dans les 

deux cas. Ce type de couplage entre une amine et un acide carboxylique est une réaction 

classiquement utilisée pour greffer différents composés. Elle nécessite l’utilisation d’agents de 

couplage, qui permettent de former un ester activé. Le duo EDC/NHS (1-éthyl-3-(3-

diméthylaminopropyl)-carbodiimide/N-hydroxysuccinimide) est un des plus utilisés lorsque le greffage 

est effectué en phase aqueuse car ces deux molécules sont solubles dans l’eau.108,109 Cette méthode 

est ainsi souvent exploitée pour greffer des biomolécules. Dans le cas des protéines et peptides, elle 

nécessite que les séquences contiennent des lysines, qui est le seul acide aminé présentant une 

fonction amine primaire sur sa chaîne latérale. 

Cette approche a déjà été mise en œuvre par le passé au laboratoire pour greffer des enzymes sur des 

nano-objets analogues (nanoparticules de platine greffées de PMAA).80,110 La méthode développée a 

été reprise ici dans le cas de deux protéines, et a également été appliquée au greffage de la 

doxorubicine. 

A. ASSOCIATION AVEC LA CHIMIOTHÉRAPIE : GREFFAGE DE LA DOXORUBICINE 

La doxorubicine, également appelée adriamycine, est un médicament de chimiothérapie fréquemment 

utilisé dans le traitement de nombreux cancers, qui fait partie de la famille des anthracyclines. Sa 

structure est représentée sur la Figure II.16. D’après la base de données publique des médicaments, 

son utilisation est indiquée pour les carcinomes du sein, les cancers du poumon, de la vessie, des 

ovaires, de l’estomac, les sarcomes des os et tissus mous, les leucémies aigües et chroniques, les 

lymphomes, ou encore les tumeurs solides de l’enfant.111 Actuellement, les principales limitations à 

son utilisation sont l’émergence d’une résistance au médicament chez les cellules tumorales, et 

surtout son effet cardiotoxique important.112 
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Figure II.16 - Structure chimique de la doxorubicine 

Malgré son utilisation fréquente, les mécanismes de toxicité de la doxorubicine ne sont pas encore 

bien compris aujourd’hui. Parmi les voies identifiées, on distingue notamment la production de 

radicaux libres qui peuvent entraîner un stress oxydatif et des altérations de la membrane ou de l’ADN, 

ainsi que l’intercalation des molécules de doxorubicine dans l’ADN, phénomène induisant la torsion de 

ce dernier et la déstabilisation des nucléosomes.112,113 

La doxorubicine est souvent utilisée comme agent de chimiothérapie modèle dans la littérature du 

drug delivery.114 Elle a notamment été associée par encapsulation, adsorption, intercalation ou par 

greffage covalent à différents types de nanoparticules : métalliques,114,115 polymères,116–118 

liposomes,119,120 etc. Dans le cas des liaisons covalentes, plusieurs techniques ont été rapportées, dont 

le greffage par formation d’une liaison amide,121,122 que nous avons choisi ici. Les autres types de 

liaisons ont été exploitées pour leur capacité de scission à pH acide : hydrolyse des liaisons 

hydrazone,23,123,124 imine115 et ester,125 ou réduction par une enzyme des ponts disulfure.126 Cette 

propriété est souvent recherchée dans le cadre du traitement du cancer,127 et ce pour deux 

raisons distinctes : d’une part, les tumeurs sont caractérisées par un pH plus acide que les zones 

saines,128 et d’autre part, les nanoparticules sont souvent internalisées dans des organelles cellulaires 

à caractère acide, les lysosomes.129,130 Ainsi, une liaison hydrolysable à pH acide peut favoriser la 

délivrance de la doxorubicine au sein de la tumeur131 mais aussi permettre sa libération à l’intérieur 

des cellules.123 

Dans notre étude, puisque nous disposons d’acides carboxyliques sur les ligands PMAA greffés, la 

méthode par couplage acide/amine permet d’effectuer le greffage en une seule réaction. Au contraire, 

les greffages impliquant des liaisons sensibles au pH nécessitent souvent de nombreuses étapes 

préliminaires. En outre, cela permettra d’utiliser la méthode développée pour le greffage d’enzymes 

sur des NPs, comme dit précédemment.80,110 

La réaction est effectuée sur les Au-PMAA(10,6-B) dans un tampon phosphate de pH 7,8 à température 

ambiante. Elle est réalisée en deux temps (Figure II.17) : activation des acides carboxyliques avec 

EDC/NHS pendant 2 heures avec un rapport COOH/NHS/EDC fixé à 5/1/1, puis ajout de la doxorubicine. 
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La quantité introduite correspond à une molécule de doxorubicine pour 40 fonctions acides environ, 

ou encore 3,8 molécules par chaîne PMAA. Après 24 heures de réaction, les réactifs résiduels sont 

éliminés par dialyse avec un seuil de coupure de 3,5 kDa. 

 

Figure II.17 - Greffage de la doxorubicine sur le PMAA par formation d‘une liaison amide via un couplage EDC/NHS 

La quantité de doxorubicine greffée a pu être évaluée par spectroscopie UV-visible car la doxorubicine, 

de couleur rouge, possède des pics d’absorption caractéristiques à 234 nm et 500 nm (spectre sur la 

Figure II.18).132 Une courbe d’étalonnage a été effectuée en préparant une gamme de solutions de 

doxorubicine avec des concentrations allant de 1 à 25 µg/mL. Afin de prendre en compte le signal des 

NPs, les solutions contiennent également une concentration constante de Au-PMAA égale à celle des 

Au-PMAA-Dox dans la solution à analyser. La courbe d’étalonnage obtenue, ainsi que les spectres des 

Au-PMAA sans et avec doxorubicine, libre ou greffée, sont présentés sur la Figure II.18. La comparaison 

des spectres de Au-PMAA et Au-PMAA-Dox permet de mettre en évidence la présence de la 

doxorubicine, avec l’apparition de ses pics caractéristiques. Le spectre est par ailleurs très similaire à 

celui de la solution Au-PMAA + Dox libre. Il est cependant possible que la présence de la doxorubicine 

ait un impact sur le pic plasmon des NPs. 
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Figure II.18 - Caractérisation en UV-visible du greffage de la doxorubicine : (a) Spectres d’absorbance de Au-PMAA-Dox (0,13 
mg/mL), Au-PMAA + Dox libre (0,13 mg/mL Au-PMAA + 15 µg/mL Dox), Au-PMAA (0,13 mg/mL) et Dox (15 µg/mL) ;  

(b) Courbe d'étalonnage obtenue pour Au-PMAA + Dox et positionnement de Au-PMAA-Dox sur cette courbe 

A partir d’une régression linéaire de la courbe d’étalonnage, et en tenant compte de la dilution de la 

solution analysée, la concentration de Dox greffée a pu être estimée à 12,6 µg/mL, pour une 

concentration en Au-PMAA de 0,13 mg/mL. Le taux de greffage est évalué à 75%, ce qui montre une 

bonne efficacité de la méthode par couplage EDC/NHS. A partir de ces résultats, la proportion de 

doxorubicine greffée a pu être estimée à 2,9 Dox/chaîne polymère. Si l’on suppose que le greffage s’est 

effectué de manière équivalente sur les chaînes libres et les chaînes greffées, en considérant les 

résultats obtenus en SANS, on obtient donc une quantité moyenne de 10 molécules de doxorubicine 

par NP. Par la suite, il pourrait être intéressant d’augmenter le ratio initial doxorubicine/chaîne PMAA, 

afin de déterminer si le taux de greffage reste identique pour des ratios plus élevés, ou bien si la 

quantité qu’il est possible de greffer est limitée. 

Ainsi, la méthode de greffage par couplage EDC/NHS semble bien adaptée au greffage sur les chaînes 

PMAA de petites molécules présentant une fonction amine. Elle a permis d’associer un agent 

anticancéreux avec nos NPs, ouvrant la possibilité de combiner leurs propriétés respectives en 

chimiothérapie et radiosensibilisation, à condition que le greffage ne nuise pas aux propriétés 

cytotoxiques de la doxorubicine, ce qui sera vérifié dans le chapitre suivant. De manière générale, le 

greffage pourrait être appliqué à d’autres agents thérapeutiques, dans la perspective d’améliorer la 

solubilité en phase aqueuse de médicaments par exemple. En effet, de nombreux médicaments sont 

hydrophobes (plus de 40% des molécules avec autorisation de mise sur le marché133). La méthode est 

également tout à fait adaptée au greffage de biomolécules, comme nous allons le voir dans la partie 

suivante. 

0

0,5

1

200 300 400 500 600 700

A
b

so
rb

an
ce

Longueur d'onde (nm)

Au-PMAA-Dox

Au-PMAA + Dox libre

Au-PMAA

Dox
y = 0,0434x
R² = 0,9989

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

0 5 10 15 20 25 30

A
b

so
rb

an
ce

 2
34

 n
m

Concentration Dox (µg/mL)

Au-PMAA + Dox libre

Au-PMAA-Dox

a) b) 



Chapitre 2. Synthèse des nanoparticules d’or greffées polymères 

 

83 
 

B. GREFFAGE DE PROTÉINES : BSA ET LACTOFERRINE 

Dans la littérature du traitement du cancer, le greffage de biomolécules en surface de nanoparticules 

a fait l’objet de nombreuses publications, pour des applications de biocapteurs,110,134 de ciblage actif 

de nanothérapeutiques,135 ou de vectorisation de biomolécules possédant elles-mêmes des propriétés 

thérapeutiques.136 Dans ce travail, nous avons étudié le greffage de deux protéines, l’albumine de 

sérum bovin (Bovine Serum Albumine en anglais, ou BSA) et la lactoferrine. 

1. La BSA comme protéine modèle 

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés au greffage de la BSA, qui est une protéine 

couramment utilisée en biologie et qui a servi ici de protéine modèle. Le but était ainsi d’évaluer 

l’efficacité et la qualité du greffage obtenu via la même méthode que celle utilisée pour la 

doxorubicine. La BSA contient en effet dans sa séquence peptidique 59 lysines, par lesquelles le 

greffage peut s’effectuer. Le protocole appliqué est identique à celui décrit précédemment, mais une 

quantité moindre de BSA (une protéine pour 12 chaînes PMAA) a été introduite dans le milieu 

réactionnel, car la protéine possède une taille bien plus importante que la doxorubicine (la masse 

molaire de la BSA est de 66 kg/mol alors que celle du médicament est de 544 g/mol). La structure de 

la BSA est représentée sur la Figure II.19. Elle est modélisée par un ellipsoïde de révolution prolate, de 

dimensions 14,1 x 4,2 nm,137 ce qui la rend de taille comparable aux NPs sur lesquelles on cherche à la 

greffer. Pour des raisons d’encombrement stérique, il ne sera donc pas possible d’en greffer un nombre 

important par NP. 

 

Figure II.19 - Structure 3D de la BSA 138,139 
Les couleurs correspondent aux différents éléments de la structure secondaire : hélices α en rose, feuillets β en jaune, coudes 

en bleu. 

Une fois la réaction de greffage effectuée, la purification est réalisée en deux temps : dialyses avec un 

seuil de coupure de 3,5 kDa comme pour la doxorubicine, afin d’éliminer les molécules de NHS et EDC 

restantes, puis utilisation d’un tube concentrateur avec un seuil de coupure de 100 kDa pour éliminer 

la BSA non greffée. Il a été vérifié au préalable par spectroscopie UV-visible que ce seuil permettait de 
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laisser passer la BSA lorsqu’elle était seule en solution. On note toutefois une petite perte de signal 

après centrifugation, probablement due à l’adsorption d’une partie des protéines sur la membrane. 

Deux techniques d’analyse ont été testées pour évaluer la quantité de BSA greffées : spectroscopie 

UV-visible (absorbance à 280 nm et test colorimétrique de Bradford) et dichroïsme circulaire. 

a. Caractérisation du greffage par spectroscopie UV-visible 

La première stratégie a été d’utiliser à nouveau l’identification de pics d’absorption caractéristiques 

en spectroscopie UV-visible. Le spectre d’absorbance de la BSA présente en effet un pic à 280 nm, 

caractéristique de la plupart des protéines car lié à la présence de 3 acides aminés possédant des 

cycles aromatiques : tryptophane, tyrosine et phénylalanine.140 Cependant, aucun pic marqué n’est 

visible dans cette zone sur le spectre des Au-PMAA-BSA (Figure II.20), on y discerne uniquement un 

épaulement qui ne permet en aucun cas de valider la présence de BSA ni de remonter à une quantité 

de protéine. La solution (appelée filtrat) passée à travers la membrane du tube concentrateur lors de 

la purification a également été analysée, et son spectre ne présente pas non plus de pic à 280 nm 

(Figure II.20). Il n’y a donc pas de protéine dans ce filtrat. Ce résultat laisse donc supposer que la BSA 

est restée dans l’échantillon contenant les NPs, soit sous forme greffée, soit en forte interaction avec 

elles, mais que sa faible quantité ne permet pas de la détecter avec certitude en UV-visible, à cause 

d’un signal des NPs élevé aux basses longueurs d’onde. 

 

Figure II.20 - Caractérisation en UV-visible du greffage de la BSA : Spectres d’absorbance de Au-PMAA-BSA (0,5 mg/mL), Au-
PMAA (0,5 mg/mL), du filtrat (non dilué), et de la BSA (concentration équivalente à celle utilisée pour le greffage) 

Puisqu’aucune quantification n’a été possible via la simple mesure des spectres UV-visible, la deuxième 

stratégie a été d’utiliser une méthode de quantification indirecte des protéines, ici la méthode 

Bradford,141 également basée sur des mesures d’absorbance et classiquement utilisée en biologie pour 

quantifier une protéine. Le principe de ce test repose sur l’interaction du Bleu de Coomassie G-250 

avec les protéines, plus précisément avec leurs acides aminés basiques. Cette complexation provoque 

un changement de couleur qui traduit le passage du composé d’une forme anionique rouge à une 
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forme cationique bleue. La mesure de l’absorbance à 595 nm permet donc de remonter à la quantité 

de protéine présente dans l’échantillon à partir d’une courbe d’étalonnage.141,142 Dans notre cas, le 

test a d’abord été réalisé directement sur les NPs greffées, mais on observe une précipitation des NPs 

lorsqu’elles sont mises en contact avec la solution contenant le colorant. Le filtrat a également été 

analysé, mais la concentration en BSA est trop faible pour être correctement quantifiée. 

Qualitativement, ce test semble toutefois confirmer la présence de BSA greffée, puisqu’une coloration 

bleue a été observée à la surface des NPs. 

b. Caractérisation du greffage par dichroïsme circulaire 

Une stratégie alternative a donc été développée pour doser la BSA, en utilisant le signal de dichroïsme 

circulaire (DC) qui lui est propre. La technique d’analyse du DC se base sur la propriété des molécules 

chirales à absorber différemment les lumières polarisées circulairement droite et gauche. Celle-ci est 

mesurée par l’ellipticité θ (exprimée en millidegrés) de la polarisation en sortie de l’échantillon. Dans 

le cas des protéines, c’est leur structure secondaire qui va principalement être à l’origine de leur signal 

en dichroïsme circulaire. Les hélices α et les feuillets β vont par exemple générer des spectres très 

différents. Ainsi, les hélices α sont caractérisées par la présence de trois bandes, deux négatives à 222 

et 208 nm, et une positive à 190 nm, qui correspondent toutes à des transitions électroniques du lien 

peptidique.143,144 

La BSA est une protéine majoritairement constituée d’hélices α (représentées en rose sur la Figure 

II.19), et l’on retrouve bien les différentes bandes caractéristiques dans son spectre de DC (Figure 

II.21a).145 Lorsqu’on ajoute dans le milieu des Au-PMAA, qui ne génèrent aucun signal elles-mêmes, la 

forme du spectre est conservée mais l’intensité des bandes est légèrement diminuée (Figure II.21a). 

Cette différence d’intensité témoigne de l’existence d’interactions entre la protéine libre et les NPs, 

elle sera discutée dans la suite de cette partie. Les Au-PMAA-BSA ont également été analysées en DC, 

et leur spectre présente lui aussi les bandes caractéristiques de la BSA, contrairement au filtrat, qui ne 

produit aucun signal (Figure II.21b). Ce résultat confirme ceux obtenus en UV-visible : étant donné que 

le filtrat ne contient pas de BSA (ou trop peu pour être détectée), la quasi-totalité de la BSA introduite 

lors du greffage est donc greffée ou en interaction suffisamment forte avec les NPs pour ne pas être 

éliminée par centrifugation. 

De manière générale, on peut noter que le bruit observé avant 200 nm (visible sur l’encart de la Figure 

II.21b en particulier) traduit l’application d’une tension élevée au niveau du photomultiplicateur, qui 

s’explique souvent par la compensation d’une forte absorbance.144 Cette observation est cohérente 

avec les spectres UV-visible du filtrat et des échantillons contenant des NPs, pour lesquels l’absorbance 

semble augmenter en-dessous de 250 nm (Figure II.20). Cette forte absorption pourrait provenir des 
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acides carboxyliques du ligand PMAA.144 Seule la gamme au-delà de 200 nm sera donc considérée pour 

la suite des analyses de dichroïsme circulaire. 

     

 

Figure II.21 - Caractérisation en dichroïsme circulaire du greffage de la BSA :  
(a) Spectres DC de Au-PMAA + BSA libre (0,55 mg/mL Au-PMAA + 2,5 µM BSA), Au-PMAA (1,1 mg/mL) et BSA (2,5 µM) ;  

(b) Spectres DC de Au-PMAA + BSA libre (0,55 mg/mL Au-PMAA + 2,5 µM BSA), Au-PMAA-BSA (0,55 mg/mL) et du filtrat (ce 
dernier est coupé en-dessous de 200 nm pour plus de clarté) - Encart : dézoom pour visualiser la totalité du spectre du filtrat;  
(c) Courbe d'étalonnage obtenue en dichroïsme circulaire pour Au-PMAA + BSA libre et positionnement de Au-PMAA-BSA sur 

Estimationcette courbe 

A partir du signal de la BSA en DC, on a cherché à estimer la quantité présente dans l’échantillon Au-

PMAA-BSA. Cette méthode avait déjà été utilisée par Li et al. pour estimer la quantité de protéines 

adsorbées ou conjuguées à plusieurs types de NPs.146 Dans notre cas, la courbe d’étalonnage a été 

effectuée avec une concentration variable de BSA et une concentration en Au-PMAA gardée constante, 

afin de prendre en compte l’impact de la présence des NPs sur le signal. La quantité de Au-PMAA à 

mettre en présence a été déterminée à partir des mesures réalisées en ICP-MS, qui ont permis 

d’obtenir le %wAu de l’échantillon Au-PMAA-BSA. Pour réaliser l’étalonnage, la bande à 208 nm a été 

préférée à celle à 222 nm car elle est plus intense. La courbe obtenue est présentée sur la Figure II.21c. 

A partir de la régression linéaire effectuée, on a pu estimer une concentration de BSA de 2,2 µM pour 

une concentration de NPs de 0,55 mg/mL. Ces résultats correspondent à une proportion d’une BSA 

greffée toutes les 15 chaînes PMAA. Il est cependant difficile de traduire cette valeur en un nombre de 
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BSA par NP, car l’encombrement stérique des NPs a pu favoriser le greffage de la protéine sur les 

chaînes libres.  

Dans tous les cas, cette quantification reste une estimation, car il est possible que le greffage induise 

une réduction du signal dichroïque par rapport à l’interaction non-covalente qui caractérise le système 

utilisé pour la courbe d’étalonnage (Au-PMAA + BSA libre). En effet, la quantité de BSA détectée dans 

l’échantillon correspond à 75% de la quantité initialement introduite. Sachant qu’aucun signal n’a été 

détecté dans le filtrat, trois hypothèses peuvent être formulées : une partie de la BSA non greffée est 

restée adsorbée sur la membrane du tube concentrateur ; ou bien le greffage entraîne une réduction 

du signal en DC, et donc une sous-estimation de la quantité de BSA greffée ; ou encore les 25% restants 

sont bien présents dans l’échantillon mais sous forme déstructurée, donc non visibles en DC. 

 

Au-delà de la quantification des protéines greffées, cette étude en dichroïsme circulaire permet 

également de s’intéresser à l’impact sur la structure secondaire de la BSA des interactions non-

covalentes et covalentes entre la protéine et les NPs. Le cas des interactions non-covalentes nous 

intéresse aussi car il constitue ici notre référence pour la quantification. De plus, la BSA étant un 

composant majeur du sérum utilisé pour supplémenter les milieux de culture cellulaire, cela permet 

d’obtenir un premier aperçu de l’impact des NPs sur un système biologique représentatif.  

Dans la littérature, les études en DC concernent surtout des mélanges NPs-protéines, elles se situent 

donc dans le cas d’interactions non-covalentes. Certaines rapportent une diminution de l’intensité du 

signal DC, en particulier pour la BSA adsorbée sur des AuNPs par interactions électrostatiques.147 Slocik 

et al. observent eux aussi un signal réduit, à la fois pour des peptides liés de manière covalente et non-

covalente à des AuNPs. Ils émettent deux hypothèses pour expliquer ce phénomène : un changement 

conformationnel du peptide et/ou un transfert d’énergie du peptide à la NP. Cette deuxième 

hypothèse semble confirmée par leur modélisation théorique du système.148 D’autres études avec la 

HSA (Human Serum Albumine) ont au contraire montré que l’interaction (non-covalente) 

protéine/AuNPs n’induisait aucun changement dans le spectre DC, et donc dans la structure secondaire 

de la protéine.146,149 Ces différences d’observations pourraient provenir de la variation de taille des 

NPs, comme le montrent Jiang et al. dans leur étude. Ils observent en effet une diminution de 

l’intensité du signal DC de la protéine cytochrome c lorsqu’elle interagit avec des AuNPs de 16 nm de 

diamètre, mais une augmentation avec des AuNPs de 2-4 nm de diamètre.150  

Dans notre cas, comme cela a été dit précédemment, on observe une diminution du signal dichroïque 

de la BSA lors de l’ajout des NPs dans le milieu. Un résultat qui semble aller à l’encontre de la 

classification établie par Jiang et al., car si l’on raisonne en termes de taille, le diamètre réduit du cœur 
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d’or de nos NPs devrait les classer dans la même catégorie que celles de 2-4 nm décrites dans leur 

étude. Cependant, l’article concerne des AuNPs recouvertes de citrates et la présence sur nos NPs de 

la couronne de polymère rend la comparaison difficile. En outre, plusieurs études ont également 

rapporté l’existence d’interactions entre la BSA ou la HSA et des polymères présentant des acides 

carboxyliques.151,152 Ainsi, la BSA libre peut aussi bien interagir avec le cœur d’or qu’avec les chaînes 

polymères. Dans le cas de la BSA greffée, on peut remarquer que l’allure de son spectre DC est très 

similaire à celui de Au-PMAA + BSA libre, mais que le rapport θ222/ θ208 se trouve légèrement modifié 

(Tableau II.8). Cela confirme que l’effet de la présence des NPs n’est pas identique pour les deux 

échantillons, et que la structure secondaire de la BSA subit des modifications fines lors du greffage. 

Pour tenter de mieux comprendre les effets du greffage et de l’interaction non-covalente entre BSA et 

NPs, une analyse plus approfondie des spectres a été réalisée par la méthode intitulée Beta Structure 

Selection (BeStSel), développée par Micsonai et al.153,154 et mise à disposition en ligne.155 Cette 

méthode repose sur la comparaison du spectre analysé avec une base de données de spectres de 

références. Elle permet d’estimer les proportions de huit éléments que l’on retrouve dans les 

structures secondaires, en particulier les hélices α. Les proportions obtenues pour les différents 

spectres sont résumées dans le Tableau II.8. On peut observer que la structure de la BSA en interaction 

non-covalente avec les NPs est bien conservée, mais que le greffage semble induire une diminution de 

la quantité d’hélices α.  

Cependant, cette conservation apparente de la structure n’exclut pas la possibilité d’avoir des 

protéines déstructurées dans l’échantillon, qui ne seraient pas prises en compte par l’analyse BeStSel. 

En effet, celle-ci se base sur une indication de la concentration, ici estimée par DC. Les protéines non 

visibles en DC ne sont donc pas prises en compte dans les pourcentages indiqués dans le Tableau II.8. 

On peut ainsi voir une des limites de ce type d’analyse de structure dépendante de la concentration. 

Tableau II.8 - Caractéristiques structurales obtenues par analyse BeStSel des spectres de dichroïsme circulaire de la BSA 
greffée et libre 

 Concentration 
BSA (µM) 

θ222/ θ208 % hélices α 
dont 

normales 
dont 

déformées 
%feuillets β % coude 

% 
désordonné 

BSA 2,5 0,91 59,9 41,4 18,5 1,7 9,7 28,6 

Au-PMAA  
+ BSA libre 

2,5 0,91 59,3 40,3 19,0 1,0 11,5 28,2 

Au-PMAA-BSA 2,2 0,82 49,6 31,1 18,5 2,4 12,1 35,9 

 

Nous avons également effectué des analyses DC avec des rampes en température, afin de déterminer 

l’effet du greffage sur la stabilité de la structure des protéines. L’évolution en fonction de la 

température du signal dichroïque de la bande à 208 nm est visible sur la Figure II.22 pour la BSA greffée 
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et celle non greffée en présence de NPs. L’évolution du signal à 222 nm est identique et n’est pas 

représentée ici. Pour les deux échantillons analysés, on peut remarquer une diminution attendue de 

l’intensité de la bande au fur et à mesure que la température augmente, ce qui traduit une 

déstructuration progressive de la protéine. On note cependant que le signal de la BSA greffée diminue 

dans des proportions moindres que celui de la protéine non greffée. Cela traduit une stabilisation de 

la structure secondaire par le greffage, qui pourrait s’expliquer par une perte de mouvement de la BSA. 

 

Figure II.22 - Evolution du signal DC (208 nm) en fonction de la température pour Au-PMAA + BSA libre (1,0 mg/mL Au-PMAA 
+ 2,5 µM BSA) et Au-PMAA-BSA (1,0 mg/mL) 

La méthode de couplage EDC/NHS a donc permis le greffage de la BSA sur les Au-PMAA. Les résultats 

obtenus en dichroïsme circulaire montrent que la structure secondaire de la protéine est en grande 

partie conservée. L’analyse en DC a également permis d’évaluer la quantité de BSA dans l’échantillon. 

Cette méthode de greffage va maintenant pouvoir être appliquée à une protéine d’intérêt. 

2. La lactoferrine pour cibler le cerveau 

La lactoferrine (Lf) est une protéine capable de lier le fer, appartenant à la famille des transferrines. Sa 

structure 3D est représentée sur la Figure II.23. Lf est impliquée dans de nombreux mécanismes 

physiologiques, tels que les réactions anti-inflammatoire et immunitaire.156 La présence de récepteurs 

spécifiques à Lf a été identifiée dans différents endroits de l’organisme, en particulier dans les cellules 

endothéliales du cerveau et les cellules de gliomes*.156,157 Il a également été montré que Lf avait la 

capacité de traverser la barrière hémato-encéphalique (Blood Brain Barrier en anglais, ou BBB).158,159 

Grâce à ces propriétés, Lf est exploitée en tant que ligand pour cibler les cancers du cerveau. Ainsi, 

plusieurs publications ont déjà rapporté la combinaison de Lf avec des NPs de différentes natures 

(polymères, magnétiques, liposomes),158,160–165 voire la synthèse de nanoparticules de Lf,159 montrant 

                                                             
 

* Gliome : type de tumeur cérébrale. 
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toutes des résultats prometteurs concernant le passage de la BBB et le ciblage du cerveau. Un brevet 

a également été déposé en 2017 concernant des complexes lactoferrine-NPs métalliques (dont AuNPs) 

pour des applications de photothermie ou traitement photodynamique.166 A notre connaissance, 

aucune étude combinant radiosensibilisation et ciblage via Lf n’a par contre été publiée. 

 

Figure II.23 - Structure 3D de la lactoferrine 139,167 
Les couleurs correspondent aux différents éléments de la structure secondaire : hélices α en rose, feuillets β en jaune, coudes 

en bleu. 

La lactoferrine contient 54 lysines, sur lesquelles le greffage peut s’effectuer. La méthode de greffage 

est similaire à celle détaillée précédemment pour la BSA. Les résultats obtenus en dichroïsme circulaire 

sont présentés sur la Figure II.24, tandis que ceux de l’analyse BeStSel sont résumés dans le Tableau 

II.9. 

     

Figure II.24 - Caractérisation en dichroïsme circulaire du greffage de la lactoferrine :  
(a) Spectres DC de Au-PMAA + Lf libre (0,42 mg/mL Au-PMAA + 2,5 µM Lf), Au-PMAA-Lf (0,42 mg/mL) et Lf (2,5 µM) ;  

(b) Courbe d'étalonnage obtenue en dichroïsme circulaire pour Au-PMAA + Lf libre et positionnement de Au-PMAA-Lf sur 
cette courbe 

On peut noter dans un premier temps que Lf possède une structure secondaire différente de celle de 

la BSA (structure 3D représentée sur la Figure II.23). Elle comporte notamment une part plus faible 

d’hélices α mais plus de feuillets β (en jaune sur la Figure II.23).168 Ce résultat est confirmé par l’analyse 

BeStSel, mais est également visible sur son spectre dichroïque, avec un pic à 222 nm beaucoup moins 

marqué. Contrairement à la BSA, l’interaction des NPs avec Lf libre ne modifie pas son spectre 
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dichroïque. On peut donc supposer que la structure secondaire de la protéine n’est nullement affectée, 

comme le confirme l’analyse BeStSel. Dans le cas de Lf greffée, on observe une petite diminution de la 

proportion de feuillets β, mais la structure semble globalement très proche. 

Tableau II.9 - Caractéristiques structurales obtenues par analyse BeStSel des spectres de dichroïsme circulaire de la 
lactoferrine greffée et libre 

 Concentration 
Lf (µM) 

θ222/ θ208 % hélices α 
dont 

normales 
dont 

déformées 
%feuillets β % coude 

% 
désordonné 

Lf 2,5 0,78 19,3 11,2 8,1 29,9 12,5 38,3 

Au-PMAA  
+ Lf libre 

2,5 0,78 19,6 12,5 7,0 29,2 12,6 38,5 

Au-PMAA-Lf 2,2 0,77 20,0 12,2 7,8 21,3 13,4 45,3 

 

La quantité de Lf greffée a pu être estimée de la même manière que pour la BSA. La concentration 

calculée est de 2,2 µM de Lf pour 0,42 mg/mL de NPs. Cela correspond à une proportion d’une Lf 

greffée toutes les 15 chaînes PMAA. Les comportements observés semblent donc similaires pour les 

deux protéines, même si Lf possède une masse molaire plus élevée. 

3. Analyse en diffusion de neutrons 

Les NPs greffées de protéines ont également été analysées en SANS, afin d’observer l’impact du 

greffage sur la géométrie des objets. Les densités de longueur de diffusion cohérente de la BSA et de 

Lf sont respectivement égales à 3,9.1010 et 3,4.1010 cm-2.169,170 Elles tiennent compte des possibles 

échanges entre les hydrogènes labiles des protéines et les deutériums du solvant. Comme pour l’étude 

des NPs non greffées présentée précédemment, trois concentrations ont été mesurées pour chacune 

des deux Au-PMAA-protéines. Les protéines seules ont également été analysées pour comparaison. 

Les courbes obtenues sont présentées sur la Figure II.25. 
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Figure II.25 - Analyses SANS des solutions de Au-PMAA-protéines dans le D2O  
Courbes I=f(q) de Au-PMAA, Au-PMAA-protéine et protéine seule pour (a) BSA et (b) Lactoferrine 

Courbes I=f(q) pour plusieurs concentrations de (c) Au-PMAA-BSA et (d) Au-PMAA-Lf 

L’observation des courbes des Au-PMAA-protéines montre une forte augmentation de l’intensité du 

signal diffusé par rapport aux Au-PMAA, pour la BSA comme pour Lf (Figure II.25 c et d, 

respectivement). Notamment, l’intensité plus élevée aux petits angles indique une augmentation de 

la masse molaire de la couronne, ce qui confirme le greffage des protéines. Même avec une faible 

proportion greffée, l’analyse en SANS permet donc de valider la présence de protéines. Cela s’explique 

par la masse molaire élevée de celles-ci : le greffage d’une BSA sur une couronne PMAA correspond 

par exemple à une augmentation de 175% de la masse molaire totale, ce qui se traduit de manière 

nette sur l’intensité diffusée. 

La conservation de l’allure générale des courbes après greffage montre que la géométrie des objets a 

été globalement préservée. Dans le cas des Au-PMAA-BSA, la présence d’un plateau aux petits angles 

pour les trois concentrations indique que la dispersion reste stable et non agrégée dans tous les cas, 

contrairement aux Au-PMAA-Lf, pour qui une remontée aux petits angles est observée. Cette 

remontée est déjà présente dans le signal de la lactoferrine seule, et peut témoigner d’une agrégation 

initiale de la protéine. La lactoferrine native a en effet tendance à s’agréger lorsqu’elle est exposée à 

des températures supérieures à 65°C, surtout lorsqu’elle est à pH neutre.171 Celle que nous utilisons ici 
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étant obtenue à partir de lait de vache, il est tout à fait possible qu’elle ait subi ce type de traitement 

thermique, au cours d’une pasteurisation par exemple, ce qui pourrait expliquer sa forme agrégée. 

 

Cette méthode de greffage par couplage EDC/NHS a donc montré de bons résultats, tant pour la BSA 

que pour la lactoferrine. Une assez bonne efficacité de greffage a été obtenue, tout en conservant en 

grande partie la structure secondaire des protéines. 

On pourrait cependant reprocher à cette méthode le manque de sélectivité du point d’accroche sur la 

protéine. En effet, si celle-ci comporte plusieurs lysines, le greffage peut avoir lieu à différents endroits 

de la structure. Pour des protéines présentant un site de liaison, un greffage sur ce site risquerait de le 

dénaturer ou du moins d’en empêcher l’accès. Dans le cas de la lactoferrine par exemple, cela pourrait 

poser problème puisqu’on cherche à exploiter sa capacité à se lier à certains récepteurs situés dans les 

cancers du cerveau. 

Enfin, il n’est pas exclu qu’on lie plusieurs protéines entre elles durant le processus de greffage, ou 

qu’une même protéine se retrouve greffée à deux NPs. Le premier phénomène est toutefois limité par 

la phase d’activation des acides carboxyliques qui est réalisée sur les NPs seules, avant l’ajout des 

protéines dans le milieu. Ces deux phénomènes pourraient expliquer qu’on ait observé la précipitation 

spontanée d’une petite partie des NPs durant le greffage. La stabilisation notable de la BSA greffée aux 

hautes températures, observée en DC, pourrait en outre provenir de l’existence de plusieurs sites de 

greffage sur une même protéine, ce qui entraînerait une immobilisation accrue. 

 

V. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 

Les méthodes de synthèse et de caractérisation développées dans ce chapitre ont permis d’obtenir 

une gamme bien définie de nanoparticules d’or greffées d’une couronne polyméthacrylate. Grâce la 

diversité des monomères utilisés, des objets aux propriétés physico-chimiques de surface différentes 

(charge, balance hydrophobe/hydrophile) ont pu être synthétisés, tout en conservant une taille et une 

forme similaires d’une NP à l’autre. Leur caractérisation a fait l’objet d’une attention toute particulière. 

Outre les techniques classiques souvent utilisées pour étudier les objets hybrides (thermogravimétrie, 

microscopie électronique), nous avons également conduit des expériences de diffusion des 

rayonnements (SAXS et SANS), afin d’obtenir des informations précises sur les caractéristiques de nos 

objets. Grâce à cet important travail de caractérisation, nous avons pu montrer que les NPs étaient 

décrites par une géométrie d’étoile, constituées d’un petit cœur d’or (diamètre moyen compris entre 
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2 et 5 nm) et de quelques chaînes polymères greffées en surface, donnant un rayon de giration total 

allant de 3,5 à 13 nm. Le greffage par couplage EDC/NHS a par ailleurs permis de greffer sur la couronne 

PMAA un agent de chimiothérapie modèle, ainsi que deux protéines, montrant la possibilité d’ajouter 

des fonctionnalités supplémentaires aux NPs. 

 

Les méthodes de synthèse choisies ici assurent l’obtention de NPs greffées polymères bien définies en 

un nombre d’étapes limité. On pourrait toutefois évoquer plusieurs pistes pour encore améliorer la 

synthèse des ligands polymères. L’utilisation du cuivre comme catalyseur dans la méthode ATRP peut 

par exemple être considérée comme problématique, d’abord parce que son élimination implique de 

nombreuses étapes de purification, mais également parce que sa présence dans les objets finaux 

pourrait générer de la toxicité. En l’occurrence, nous avons pu mettre en évidence qu’une quantité 

très faible de cuivre était présente dans nos ligands (pourcentage massique < 10-3) (chapitre 3 § IV.C). 

La méthode ARGET ATRP (Activators ReGenerated by Electron Transfer), développée par l’équipe de 

Matyjaszewski, pourrait toutefois être envisagée comme perspective, puisqu’elle nécessite très peu 

de cuivre (quantité réduite d’un facteur 103 à 104 par rapport à la technique classique).172  

Une alternative avantageuse à l’ATRP pourrait être l’utilisation de la RAFT. Cette méthode conserve les 

avantages d’une polymérisation radicalaire contrôlée, mais elle permettrait de polymériser 

directement le MAA, sans passer par le MAtBu, ce qui éliminerait l’étape d’hydrolyse. Réduire le 

nombre d’étapes de synthèse est en effet primordial si l’on envisage une industrialisation. Il faut 

toutefois souligner que les agents de transfert de la RAFT doivent souvent être synthétisés en amont, 

ce qui peut impliquer plusieurs étapes. L’utilisation directe du MAA pourrait en outre permettre de 

réaliser la polymérisation dans l’eau,173 et donc de limiter le risque de conserver des traces de solvant 

organique dans les objets finaux, mais aussi d’adopter un procédé de synthèse plus écologique. Une 

synthèse dans l’eau ne serait toutefois pas compatible avec tous les ligands utilisés dans cette étude. 

Dans la littérature, la RAFT a déjà été utilisée pour synthétiser des objets similaires aux nôtres (Au-

PMAA et Au-PDMAEMA), mais dans le cadre d’un greffage des ligands polymères par grafting to.23,76 

On pourrait envisager de l’associer à la méthode de synthèse directe des AuNPs, choisie ici, car les 

dithioesters utilisés comme agents de transfert pourraient être directement réduits en thiols par le 

tétrahydruroborate de sodium utilisé pour réduire les sels d’or.23 Il faudrait cependant s’assurer que 

leur réactivité est comparable à celle des ponts disulfures utilisés dans ce projet. 

 

Sur le plan de la caractérisation, cette étude a démontré l’intérêt d’utiliser des techniques de 

caractérisation avancées pour mieux comprendre les propriétés des objets. Si la diffusion des 
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rayonnements (SAXS et SANS) nous a permis de modéliser la géométrie des NPs, certaines 

caractéristiques ne sont pas encore pleinement comprises, notamment la très petite taille des Au-

P(PEGMA-MAA) ou l’apparition de pics de structure aux fortes concentrations pour les Au-P(MAnBu-

MAA) et Au-PMAA(18,6). Il serait donc intéressant d’approfondir l’étude de la conformation de ces 

chaînes polymères, et de leurs possibles réarrangements en surface et/ou structurations inter-objets. 

La localisation des protéines greffées sur la couronne reste également à déterminer, notamment en 

termes d’homogénéité de répartition. Dans cette perspective, l’observation en microscopie peut se 

révéler complémentaire des techniques de diffusion des rayonnements. Pour nos objets, le TEM 

classique a montré ses limites (étude du cœur d’or uniquement), mais les récents développements en 

cryo-microscopie électronique (cryoEM) pourraient permettre d’observer directement la couronne 

polymère,174,175 ainsi que les protéines greffées.176 Les techniques actuelles permettent même 

d’obtenir des reconstructions 3D des objets analysés, comme illustré sur la Figure II.26. Au-delà de la 

morphologie des NPs, la cryoEM pourrait également être utilisée pour étudier les interactions avec les 

systèmes biologiques au niveau moléculaire, comme cela a été fait récemment par Kokkinopoulou et 

al. pour visualiser les protéines adsorbées à la surface de nanoparticules.177 

 

Figure II.26 - Etude en cryoEM de nanoparticules de silice greffées par des copolymères acide polyacrylique/polystyrène 
Images de cryoEM et reconstitutions 3D obtenues à partir de tomographes dans deux solvants différents 178 

 

Concernant les perspectives de synthèse de nouveaux objets, on pourrait envisager d’étendre par la 

suite la gamme de méthacrylates en réalisant de nouveaux copolymères à partir de ces mêmes 

monomères, ou bien en utilisant d’autres monomères, en fonction des tendances qui seront observées 

en termes de comportement en milieu biologique (voir les chapitres suivants). Outre les ligands 

polymères, le cœur d’or pourrait lui aussi être modifié, en faisant par exemple varier son diamètre, 

notamment en jouant sur le rapport ligand/Au dans la synthèse des NPs. Une première gamme de NPs 
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a été réalisée avec les ligands PMAA. On peut observer sur la Figure II.27 l’évolution de leur pic plasmon 

à mesure que la taille des cœurs d’or augmente. 

 

Figure II.27 - Spectres d’absorbance UV-visible de Au-PMAA possédant des cœurs d’or de tailles variées 

La nature du cœur métallique pourrait également faire l’objet de modifications. Des tests avaient par 

exemple été effectués au cours de ce travail sur la synthèse de NPs de platine greffées de PMAA par 

grafting from. Le platine fait en effet partie des métaux connus pour leurs propriétés de 

radiosensibilisation.179 Nous avions également envisagé d’étudier des nanoparticules dont le cœur 

serait un alliage or/argent. Il a en effet été montré que les AgNPs produisaient également un effet 

radiosensibilisant,180 parfois plus efficace que les AuNPs.181 Afin de contrer la forte toxicité des 

AgNPs,182 l’idée était donc d’associer les deux métaux. Plusieurs articles ont déjà rapporté la synthèse 

de tels nano-objets,183–185 et une publication récente a évoqué la possibilité de les utiliser en 

radiosensibilisation,186 mais aucune étude in vitro ou in vivo n’a été portée à notre connaissance. 

Enfin, d’autres greffages post-synthèse pourraient être envisagés. Si l’on reste dans la perspective de 

traiter les gliomes, comme dans le cadre du greffage de la lactoferrine, nous avions par exemple 

envisagé d’y associer le témozolomide (TMZ), qui est un agent anti-cancéreux administré aux patients 

atteints de gliome pour améliorer l’efficacité de la radiothérapie.187 Puisqu’il ne possède pas de 

fonction amine, le couplage EDC/NHS ne peut être appliqué. Nous pourrions cependant exploiter la 

chimie-click. Concernant le greffage des protéines, la chimie-click pourrait aussi être utilisée, avec des 

réactions de type thiol-ène sur les cystéines, qui comportent une fonction thiol. Comparée au couplage 

acide/amine, elle aurait l’avantage d’éviter les couplages intra- ou inter-protéines, car aucun acide 

aminé ne contient de fonction alcène. Dans la perspective d’augmenter le nombre de protéines 

greffées sur les NPs, on pourrait également envisager d’effectuer la polymérisation par grafting from 

à partir d’une protéine qu’on aurait fonctionnalisée par un amorceur.188,189 En ajoutant un thiol ou un 

thioester à l’extrémité du polymère ainsi formé, on pourrait obtenir des ligands polymères qui 

possèdent déjà des protéines greffées en bout de chaîne. Le risque serait cependant que la protéine 
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agisse elle aussi comme ligand lors de la synthèse des AuNPs, par exemple par l’intermédiaire des thiols 

qu’elle contient (cystéines).190 

 

Si la chimie offre des possibilités quasi-infinies en termes de synthèse de nano-objets, la diversité ne 

doit cependant pas être un but en soi, mais entrer dans une démarche de compréhension des 

phénomènes. Faire varier les propriétés des NPs doit ainsi permettre de déterminer les paramètres 

structuraux qui vont permettre d’assurer une fonction spécifique. Cette approche est particulièrement 

importante dans le cas d’applications médicales, puisque la complexité du vivant rend le 

comportement des NPs difficile à prédire. L’étude des interactions entre nos NPs et différents systèmes 

biologiques va ainsi faire l’objet du chapitre suivant. 
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Une fois les nanoparticules synthétisées et bien caractérisées, il était nécessaire d’étudier leurs 

interactions avec les systèmes biologiques. En effet, au-delà des propriétés radiosensibilisantes que 

l’on recherche pour nos objets, l’anticipation de leur comportement vis-à-vis de différents constituants 

du vivant (protéines, matrice extracellulaire, cellules) est primordiale dans une perspective 

d’application médicale. En particulier, nous allons chercher à évaluer l’impact des ligands polymères 

greffés en surface de nos nanoparticules d’or. Cette spécificité propre à nos objets devrait nous 

permettre, grâce à la gamme de polymères dont nous disposons, de mettre en évidence l’influence 

des propriétés physico-chimiques des NPs sur leurs interactions avec le vivant. 

Différents aspects ont été étudiés et vont être détaillés dans ce chapitre. Sa structure a été choisie 

pour correspondre à la progression in vivo supposée de NPs injectées en intraveineuse : circulation 

dans le sang et exposition à diverses protéines, pénétration et diffusion dans la tumeur, internalisation 

dans les cellules, et induction d’une éventuelle toxicité. La stabilité des nanoparticules au contact de 

milieux biologiques sera ainsi abordée dans une première partie, avant d’exposer les tests de migration 

dans un modèle de matrice extracellulaire. Les résultats de deux études sur cellules seront ensuite 

exposés successivement : la captation cellulaire des NPs et leur localisation intracellulaire, puis leur 

cytotoxicité intrinsèque. 

I. STABILITÉ COLLOÏDALE EN MILIEUX BIOLOGIQUES 

Lorsque des NPs sont introduites dans un milieu biologique, elles peuvent subir diverses modifications 

liées à leurs interactions avec les constituants de ce milieu. Une dissolution est par exemple possible, 

même si elle est très limitée dans le cas des AuNPs, qui présentent une excellente stabilité chimique. 

Une étude récente a ainsi montré un taux de dissolution de seulement 3% pour des AuNPs de 5 nm de 

diamètre recouvertes de citrate, après 1 semaine d’incubation dans un milieu biologique.1 Cependant, 

un problème récurrent et commun à toutes les NPs est l’apparition de phénomènes d’agrégation, voire 

de précipitation. De manière générale, le but est de limiter cette agrégation des NPs. En effet, ce 

phénomène peut avoir plusieurs conséquences négatives sur les interactions des NPs avec les cellules. 

Tout d’abord, la captation cellulaire est généralement réduite pour des agrégats par rapport aux 

mêmes nanoparticules bien dispersées.2,3 Des mécanismes d’internalisation différents peuvent 

d’ailleurs être mis en jeu selon l’état d’agrégation.4 Si les NPs vont jusqu’à sédimenter, une étude a mis 

en évidence une captation accrue, grâce à l’augmentation de la concentration à la surface des cellules, 

ce qui fausse les résultats in vitro.5 L’agrégation peut également modifier la toxicité des objets.6 Enfin, 

des simulations ont montré que l’effet radiosensibilisant des AuNPs est fortement atténué lorsque la 

distance inter-particules se réduit.7 
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Ce phénomène d’agrégation des NPs peut résulter de la présence de fortes concentrations en sels. En 

effet, les milieux biologiques, tels que le sang, sont caractérisés par des forces ioniques élevées.8 Celles-

ci peuvent alors diminuer les forces de répulsion électrostatiques qui pouvaient exister entre les NPs, 

jusqu’à induire leur agrégation. Ce phénomène a été observé de nombreuses fois dans la littérature, 

et ce pour différents types de NPs.9–11 

D’autre part, l’agrégation peut aussi résulter de la présence de biomolécules dans le milieu. Il a été 

montré, lors de l’introduction de NPs dans un milieu biologique, qu’une couche de protéines 

adsorbées, appelée couronne protéique, se forme à leur surface.12 C’est ce qui se passe dans le cas 

d’une injection intraveineuse par exemple, où les NPs sont exposées à la forte concentration de 

protéines qui se trouve dans le sang (60-80 g/L).13 Une stratégie très répandue consiste à recouvrir la 

surface des NPs de PEG, qui limite les interactions avec les protéines, rendant ainsi les NPs furtives et 

évitant leur agrégation.14 Cela permet d’améliorer la biocompatibilité des NPs et de prolonger leur 

temps de circulation dans le sang. Les études concernant la formation de cette couronne de protéines 

sont généralement réalisées dans des milieux de culture cellulaire supplémentés ou non en sérum (les 

milieux ne contiennent pas de protéines initialement, c’est l’ajout de sérum qui les apporte). Les 

différents travaux publiés rapportent deux observations opposées : soit une agrégation des NPs,15–18 

soit une stabilisation.10,19–21 Le deuxième cas correspond à des situations où l’agrégation est observée 

dans le milieu sans sérum (force ionique élevée), mais où le phénomène est réduit, voire neutralisé, 

en présence de sérum. Plusieurs auteurs expliquent cette stabilisation par des effets stériques liés à la 

taille des protéines de la couronne.20,21 Dans le cas précis des AuNPs, différentes études ont montré, 

là encore, des résultats divers : stabilité dans les milieux de culture de AuNPs recouvertes de citrates,22 

ou au contraire formation d’agrégats.23 L’ajout de PEG greffés en surface des AuNPs a aussi été 

fréquemment utilisé pour améliorer la stabilité colloïdale.24,25  

Dans une perspective d’applications médicales des NPs, la caractérisation de leur stabilité colloïdale 

dans les milieux biologiques semble donc primordiale, en amont de tout autre test biologique. 

Pourtant, peu d’études in vitro et in vivo s’y sont intéressées. Dans notre cas, l’utilisation d’une 

couronne polymère greffée avait justement pour objectif de stabiliser les objets, à la manière des PEG-

thiols souvent exploités. Nous avons donc cherché à évaluer la capacité de stabilisation des différents 

ligands polymères utilisés. Qualitativement, une excellente stabilité semble déjà observée dans l’eau 

pour l’ensemble de nos objets, puisque les solutions de NPs peuvent être conservées pendant plus 

d’un an sans qu’aucune déstabilisation (précipitation/décantation) ne se produise, et ce même pour 

de fortes concentrations de NPs (10 mg/mL). Nos NPs peuvent en outre être conservées à l’état de 

poudre, puis redispersées dans une solution aqueuse sans modification de leurs propriétés. Au-delà 

de l’aspect qualitatif, nous avons étudié la stabilité de nos NPs en milieux biologiques au travers de 
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deux techniques : les Au-PMAA(10,6) et Au-P(HEMA-MAA) ont tout d’abord été analysées par 

spectroscopie UV-visible, puis une étude complémentaire a été menée en SAXS sur l’ensemble de la 

gamme des NPs. L’objectif était, en particulier, de déterminer l’effet de la couronne polymère greffée. 

A. ÉTUDE PAR SPECTROSCOPIE UV-VISIBLE 

L’analyse par spectroscopie UV-visible des AuNPs permet d’identifier leur pic plasmon caractéristique, 

dont la position est notamment dépendante de la taille des NPs.26 Ainsi, on s’attend à un déplacement 

et/ou à un élargissement du pic plasmon dans le cas d’un phénomène d’agrégation, mais uniquement 

si les distances inter-particules deviennent inférieures à 5 fois le rayon des particules.3,17,27 L’étude de 

stabilité a été réalisée dans quatre milieux aqueux différents :  

- Eau déionisée (résistivité 18,2 MΩ.cm). 

- Tampon DPBS (Dulbecco’s Phosphate Buffer Saline, classiquement utilisé en biologie), pH 7,0-

7,3, qui contient 200 mg/L de chlorure de potassium, 2,4 g/L de phosphate de potassium, et 8 

g/L de chlorure de sodium.28 

- Milieu de culture DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, le milieu utilisé dans nos tests 

in vitro), pH 6,8-7,2, qui contient entre autres 4,5 g/L de glucose, différents sels inorganiques 

dont le chlorure de sodium à 6,4 g/L et le bicarbonate de soude à 3,7 g/L, 15 acides aminés à 

des concentrations allant de 15 à 860 mg/L, et 8 vitamines.29 

- DMEM supplémenté avec 10% de sérum de veau fœtal (conditions d’utilisation du milieu de 

culture pour nos tests in vitro). Le sérum contient notamment 30 à 45 g/L de protéines, des 

facteurs de croissance et des hormones.30 

On peut ainsi noter une complexification du milieu : présence de sels et pH contrôlé pour le DPBS, 

présence supplémentaire d’acides aminés, vitamines et glucose pour le DMEM, et présence de 

protéines pour le DMEM supplémenté. Le DMEM utilisé pour cette expérience ne contient pas le 

colorant Phénol Red habituellement présent, car il absorbe dans la gamme de longueurs d’onde 

d’intérêt. La comparaison de ces quatre conditions devrait permettre d’identifier les causes d’une 

éventuelle agrégation. 
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Figure III.1 - Spectres d’absorbance dans l’eau, le DPBS, le DMEM et le DMEM supplémenté en sérum  
(a) Au-PMAA(10,6-A), (b) Au-PMAA(10,6-B) et (c) Au-P(HEMA-MAA) 

Les spectres d’absorbance des Au-PMAA(10,6) et Au-P(HEMA-MAA) sont présentés sur la Figure III.1. 

Ils ont été normalisés par la valeur maximale du pic plasmon, pour mieux mettre en valeur 

d’éventuelles modifications. Celui-ci est bien visible pour tous les spectres, et sa localisation ne semble 

pas affectée par le changement de milieu. On peut cependant observer un très léger élargissement du 

pic vers les grandes longueurs d’onde lorsqu’on passe de l’eau au DMEM supplémenté, mais cela reste 

minime, et ce même en présence d’une quantité importante de sels et de protéines. Cet élargissement 

pourrait traduire la présence de protéines qui seraient en interaction avec nos NPs.31 Les résultats de 

dichroïsme circulaire présentés dans le chapitre 2 (§ IV.B.1.b) allaient d’ailleurs dans ce sens, puisqu’ils 

avaient démontré l’existence d’interactions entre les Au-PMAA et la BSA, qui est le constituant majeur 

du sérum de veau fœtal. 

La stabilité dans le temps a également été évaluée dans le DMEM et le DMEM supplémenté en sérum, 

car il a été montré que la stabilité colloïdale des NPs et la composition de la couronne de protéines 

pouvaient évoluer selon la durée d’exposition.32 Une deuxième série de mesures a ainsi été effectuée 

après 7 jours au contact des milieux (Figure III.2). Aucune précipitation n’a été observée, et le pic 
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plasmon ne semble pas subir de modification significative, montrant l’excellente stabilité de nos NPs 

en milieux biologiques, même après un temps d’exposition prolongé. 

    

 

Figure III.2 - Evolution des spectres d’absorbance après 7 jours dans le DMEM et le DMEM supplémenté en sérum  
(a) Au-PMAA(10,6-A), (b) Au-PMAA(10,6-B) et (c) Au-P(HEMA-MAA) 

L’étude en UV-visible suggère donc l’absence de phénomènes d’agrégation pour les Au-PMAA(10,6) et 

Au-P(HEMA-MAA) en milieux biologiques. Cependant, cette technique basée sur la localisation du 

plasmon est généralement considérée comme qualitative. Dans notre cas, la présence des chaînes 

polymères peut en outre limiter sa sensibilité, en empêchant un rapprochement des cœurs suffisant 

pour être détecté (distance inter-particules inférieure à 5 fois le rayon des particules27).  C’est pourquoi 

nous avons également utilisé le SAXS pour confirmer ces résultats. 

B. ÉTUDE PAR DIFFUSION DES RAYONS X AUX PETITS ANGLES (SAXS) 

A notre connaissance, le SAXS n’a jamais été exploité pour effectuer ce type d’étude. La plupart des 

publications utilisent en effet la diffusion dynamique de la lumière (Dynamic Light Scattering en 

anglais, ou DLS) pour mesurer les rayons hydrodynamiques des nano-objets. Le TEM est souvent utilisé 

en complément, pour observer directement les morphologies des agrégats. Cependant, une 

augmentation du rayon hydrodynamique en DLS peut signifier à la fois une agrégation des NPs ou la 
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formation d’une couronne de protéines. Il est donc difficile de distinguer les deux phénomènes. En 

SAXS, seul le cœur d’or diffuse, et toute modification de sa taille ou des distances inter-particules 

impactera son signal. L’agrégation, par exemple, se traduit par une remontée du signal aux petits 

angles. L’utilisation de cette technique permet donc de gagner en précision concernant l’analyse de la 

stabilité des NPs en milieux biologiques. 

Nous avons cette fois analysé l’ensemble de la gamme de nos objets Au-polyméthacrylates. Comme 

pour l’étude en UV-visible, les solutions de NPs sont préparées dans l’eau milliQ, le DPBS, le DMEM, et 

le DMEM supplémenté avec 10% de sérum de veau fœtal. On ajoute une solution supplémentaire 

préparée dans du DMEM supplémenté ayant été utilisé pour incuber des cellules. Ce nouveau milieu 

gagne encore en complexité puisqu’il peut contenir des débris cellulaires et/ou des composés rejetés 

par les cellules, qui peuvent eux aussi impacter la stabilité des NPs. Nous avons commencé par 

effectuer les mesures dans l’eau et le DMEM exposé aux cellules pour l’ensemble de la gamme. Puis, 

dans un deuxième temps, des mesures supplémentaires ont été réalisées dans les milieux de 

complexité intermédiaire, pour les NPs qui présentaient une différence entre l’eau et le DMEM exposé 

(toutes sauf Au-PDMAEMA et Au-P(DMAEMA-MAA)). 

Les mesures ont été réalisées à la fois en laboratoire et en synchrotron, sur la ligne SWING de Soleil. 

Ainsi, les gammes de q diffèrent d’une mesure à l’autre car les configurations n’étaient pas identiques 

(paramètres détaillés en Annexe A). Les diagrammes de diffusion obtenus sont présentés sur la Figure 

III.3. 
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Figure III.3 - Diagrammes SAXS des NPs dans l’eau, le DPBS, le DMEM, le DMEM supplémenté en sérum et le DMEM exposé à 
des cellules 

(a) Au-PMAA(10,6-B), (b) Au-PMAA(18,6), (c) Au-PDMAEMA, (d) Au-P(DMAEMA-MAA), (e) Au-P(HEMA-MAA),  
(f) Au-P(MAnBu-MAA) et (g) Au-P(PEGMA-MAA) 
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De manière générale, les courbes correspondant à un même type de NPs sont très proches pour tous 

les milieux testés, ce qui démontre une très bonne stabilité colloïdale. En particulier, aucune différence 

significative n’est observable pour les Au-PDMAEMA (Figure III.3c) et Au-P(DMAEMA-MAA) (Figure 

III.3d). Pour toutes les autres NPs, on note une faible remontée aux petits angles au fur et à mesure 

que le milieu se complexifie, ce qui peut traduire de faibles interactions attractives entre les NPs, ou 

bien une légère agrégation. Les phénomènes sont cependant minimes, excepté pour les Au-P(MAnBu-

MAA), dont le cas est discuté ci-dessous. Pour la plupart des NPs, les différences entre l’eau et le DPBS 

semblent les plus importantes (flèches bleues sur la Figure III.3), ce qui pourrait indiquer que c’est la 

présence de sels ou du tampon qui induit ces interactions attractives. On peut par exemple supposer 

que les sels jouent un rôle d’écrantage de la charge des polymères. 

Les Au-P(MAnBu-MAA) (Figure III.3f) sont celles pour lesquelles la variation est la plus importante entre 

les différents milieux. Notamment, on observe, uniquement dans le cas du DMEM exposé aux cellules, 

une forte remontée qui commence autour de 5.10-3 Å-1 (flèche rouge sur la Figure III.3f) et qui traduit 

la formation d’objets plus gros. Puisque ces NPs se différencient des autres par un caractère 

hydrophobe plus important (présence du MAnBu), on peut faire l’hypothèse que les ligands polymères 

interagissent avec des bouts de membrane plasmique présents dans le milieu. On peut également 

noter qu’une remontée aux petits angles plus modérée est déjà visible dans le DMEM supplémenté 

(flèche rose sur la Figure III.3f), ce qui pourrait aussi indiquer des interactions avec les protéines. 

 

Les deux techniques utilisées ici (UV-visible et SAXS) ont donc permis de mettre en évidence 

l’excellente stabilité des Au-polyméthacrylates en milieux biologiques, ce qui souligne l’avantage 

d’avoir ce type de couronne polymère en surface des AuNPs. 

Malgré ces très bons résultats, la généralisation de cette stabilité est à nuancer. En effet, plusieurs 

études portant sur la couronne de protéines ont mis à jour la variabilité qu’il pouvait exister d’un milieu 

biologique à l’autre : Maiorano et al. ont obtenu des résultats différents pour deux milieux de culture 

distincts,22 Johnston et al. montrent des différences selon que leurs AuNPs soient exposées à des 

protéines issues du sérum ou des alvéoles pulmonaires de souris,32 tandis que Izak-Nau et al. ont 

souligné l’impact de la provenance du sérum (humain ou animal).10 La diversité des protéines en 

interaction avec les NPs pourrait donc entraîner des comportements variables, non seulement du point 

de vue de l’agrégation, mais aussi en termes de captation cellulaire et de toxicité.22 Dans une 

perspective d’injection intraveineuse, il faut également souligner que le sérum n’est pas un modèle 

parfait, en particulier car il ne contient pas les hématies. Ainsi, cela souligne à la fois l’importance et la 
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complexité du choix des conditions des tests in vitro pour pouvoir être le plus fidèle possible à celles 

du vivo. 

II. MIGRATION DANS LA MATRICE EXTRACELLULAIRE 

Dans le cas d’une injection intraveineuse, une fois que les nanoparticules se trouvent dans le sang, 

elles peuvent pénétrer dans la tumeur en passant à travers les parois de ses vaisseaux sanguins, 

comme le prévoit l’effet EPR mentionné dans le chapitre 1 (§ I.B). Leur déplacement à l’intérieur de la 

tumeur est alors principalement régi par le mécanisme de diffusion, car le transport par convection est 

rendu négligeable à cause de la pression du liquide interstitiel, très élevée dans les tumeurs.33 La 

diffusion s’effectue dans la matrice extracellulaire (MEC) tumorale, qui est constituée d’un réseau 3D 

dense de protéines fibreuses, dont le collagène fait partie, en interaction avec d’autres molécules 

comme des glycoprotéines. Les cellules, tumorales ou non, sont intégrées dans cette matrice (Figure 

III.4). Les tumeurs sont caractérisées par une MEC plus dense et rigide que celle des tissus sains, à 

cause d’une réticulation plus importante du collagène.34 Dans la littérature, les études in vivo 

rapportent des coefficients de diffusion faibles pour les macromolécules dans différentes tumeurs.35 

L’équipe de Chan a ainsi récemment montré que la plupart des NPs atteignant la tumeur après une 

injection intraveineuse restent bloquées dans la MEC à cause d’une diffusion limitée : sur les faibles 

0,7% qui arrivent dans la tumeur, seuls 0,0014% vont pouvoir interagir avec les cellules cancéreuses.36 

Cette incapacité à atteindre l’ensemble de la tumeur est identifiée comme étant un frein majeur au 

transfert des nanomédicaments vers la clinique.37 

  

Figure III.4 - Schématisation de la structure d’une tumeur et de la pénétration et diffusion de nanoparticules dans cette 
tumeur 36 

Cancer  
Cell 

Other  
Cell 

Macrophage NPs ECM 
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Quelques études, en grande partie publiées par les équipes de Jain et Chan, ont cherché à évaluer la 

diffusion de macromolécules et de NPs dans différents modèles de MEC. Elles ont permis d’établir que 

le coefficient de diffusion d’une NP dépend de sa taille et sa forme, mais aussi de ses propriétés 

physico-chimiques, qui vont déterminer sa propension à interagir avec les composants de la MEC.37 

Concernant le critère de taille, il a été vérifié à plusieurs reprises que le coefficient de diffusion 

diminuait quand la taille des objets augmentait.3,38 Ce résultat attendu a d’ailleurs été confirmé in 

vivo.35,39 Hansing et al. ont cependant démontré que, dans le cas d’interactions électrostatiques 

attractives entre les NPs et la matrice, les grosses NPs diffusent plus vite que les petites.40 La charge 

surfacique des NPs semble en effet jouer un rôle primordial. Plusieurs études expérimentales avec des 

particules polymères ont montré que les particules chargées positivement ou négativement diffusent 

plus lentement dans la MEC que les particules neutres.41,42 Les études théoriques menées sur le sujet 

semblent obtenir des résultats similaires.40,43 L’équipe de Jain a également mis en évidence que les 

macromolécules aux configurations linéaires et semi-flexibles diffusent plus efficacement dans des 

matrices d’agarose que des particules rigides et sphériques.44 Les propriétés de la MEC elle-même sont 

également déterminantes, et la difficulté vient de la variabilité de la MEC, non seulement d’un type de 

tumeur à l’autre, mais également pour un même type implanté à deux endroits différents.35 Les études 

semblent désigner la proportion de collagène comme étant le facteur déterminant pour le transport 

dans la MEC : la diffusion est notablement entravée dans les tumeurs riches en collagène.45 

L’ensemble de ces résultats ne permet cependant pas de conclure quant aux propriétés qu’une NP doit 

posséder pour diffuser de manière optimale dans la MEC. Peu d’études se sont intéressées à cette 

problématique, pourtant primordiale. Certains modèles de MEC utilisés semblent en outre peu 

valables (voir paragraphe suivant). Ayant à disposition une gamme de NPs greffées polymères de 

structures similaires, mais possédant des propriétés différentes grâce à la variation de la nature du 

polyméthacrylate, nous avons donc cherché à comparer leurs coefficients de diffusion dans un modèle 

de MEC. Le choix du modèle va être explicité dans un premier temps, avant de décrire la méthodologie 

mise au point, puis les résultats obtenus. 

A. LE MATRIGEL® COMME MODÈLE DE LA MEC 

Au-delà du domaine des NPs, l’étude de la diffusion dans les tissus biologiques a un intérêt pour 

diverses applications médicales. Plusieurs modèles reproduisant les propriétés des tissus, et en 

particulier de la MEC, ont donc été rapportés dans la littérature. Les gels d’agarose ont par exemple 

été utilisés comme modèles de certains tissus du cerveau,46,47 ou exploités pour analyser la diffusion 

de nanoparticules magnétiques dans la MEC.48 D’autres gels synthétiques, à base de peptides ou 

d’acide hyaluronique, ont également été développés par les fournisseurs de matériel de biologie.49 
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Cependant, si les caractéristiques de porosité des gels sont proches de celles de la MEC, les propriétés 

chimiques sont, elles, bien différentes. En particulier, le caractère hétérogène et les propriétés 

électrostatiques de la MEC ne sont pas reproduites avec ce type de gel. Les tests de diffusion effectués 

dans ces conditions occultent donc le rôle des affinités entre NPs et matrice pour ne prendre en 

compte que les contraintes morphologiques du réseau poreux. 

Une autre approche souvent utilisée est l’utilisation de constituants de la MEC, comme le collagène, la 

fibronectine ou encore la laminine, pour produire des modèles simplifiés à seulement un ou deux 

composants.38,41,50 Avec ce type de matrice, obtenue à partir de constituants naturels cette fois, les 

propriétés se rapprochent de celles de la MEC. Pourtant, Lieleg et al. ont montré que ces matrices 

simplifiées ne permettent pas de reproduire les fonctions de barrière électrostatique de la MEC 

native.41 L’étude de Tomasetti et al. va également dans ce sens, en pointant les propriétés inadaptées 

des matrices de collagène : les tailles des pores sont bien plus importantes que celles de la MEC native, 

et sa charge est globalement neutre, tandis que la MEC est chargée négativement à pH neutre.51 Ces 

résultats mettent en avant la complexité de la MEC, qu’il est difficile de reproduire de manière fidèle. 

L’utilisation d’extraits de MEC permettrait a priori d’imiter au mieux ses propriétés natives. Le 

Matrigel®, commercialisé par Corning, est par exemple une préparation solubilisée de protéines de 

MEC extraites d’une tumeur murine choisie pour sa MEC abondante (sarcome murin d’Engelbreth-

Holm-Swarm).52 Des produits équivalents, extraits du même type de tumeur, sont également 

disponibles sur le marché sous d’autres appellations. Puisqu’il est issu d’une matrice réelle, le 

Matrigel® a l’avantage de contenir tous les composants de la MEC. Cette solution de protéines gélifie 

lorsqu’elle est incubée à 37°C et forme un gel biologiquement actif, permettant la différenciation 

cellulaire et la croissance de tumeurs.52 C’est pourquoi le Matrigel® est très utilisé dans les modèles de 

cancers. En termes de structure, il a été montré que les caractéristiques topographiques du réseau 

constitutif de ce gel sont similaires à celles de MEC natives.53 Les propriétés électrostatiques sont 

également bien reproduites.51 Le module élastique pourrait par contre différer légèrement de celui 

mesuré sur des MEC natives, en particulier à température ambiante,54 et la pression interne sera 

également différente par rapport à celle observée in vivo dans les tumeurs. Le Matrigel® semble être 

la solution la plus adaptée pour obtenir un modèle de MEC valable. Certaines études l’ont également 

utilisé en le supplémentant avec du collagène ou de la fibronectine pour faire varier ses propriétés 

mécaniques et/ou pour se rapprocher au mieux des conditions in vivo, en particulier pour imiter 

l’environnement du front invasif des cancers.55–57 

Une dernière option est d’utiliser des MEC natives décellularisées, directement obtenues à partir de 

tissus in vivo.58 Cependant, les procédures pour isoler la MEC sont complexes, et nécessitent des 
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quantités importantes de tissus. Ce n’est donc pas une solution envisageable dans le cadre de notre 

étude. 

Pour réaliser nos tests de diffusion, nous avons donc choisi d’utiliser le Matrigel® comme modèle de 

MEC. La concentration en protéines a été fixée à 8 mg/mL, afin de se rapprocher des conditions 

utilisées par Tomasetti et al. dans une étude similaire. A cette concentration, un gel transparent est 

obtenu après une incubation prolongée à 37°C. La méthodologie développée pour évaluer les 

coefficients de diffusion des NPs dans ce modèle de MEC est expliquée dans le paragraphe suivant. 

B. MÉTHODOLOGIE 

Pour observer la capacité de diffusion de composés dans des gels, plusieurs méthodes ont été 

développées et décrites dans la littérature. Les techniques expérimentales utilisées se basent très 

souvent sur des mesures optiques, mais on distingue différentes échelles d’analyse : soit très localisée 

avec la spectroscopie de corrélation de fluorescence59 ou la redistribution de fluorescence après 

photoblanchiment (FRAP en anglais),38,45,51 soit plus macroscopique, avec une grande variété de 

techniques telles que la spectrophotométrie en UV-visible,60,61 la microscopie confocale,36,62 l’imagerie 

par UV,63,64 ou encore la microtomographie aux rayons X (absorption65 ou fluorescence X66). Deux 

publications utilisent aussi des techniques d’analyse d’images à partir de simples photographies.48,67 

Dans notre cas, les techniques reposant sur des mesures de fluorescence dans l’UV-visible sont à 

proscrire, puisque cela nécessiterait de greffer un fluorophore à la surface de nos NPs, ce qui pourrait 

modifier leur comportement dans la MEC. L’objectif est donc d’exploiter les propriétés optiques des 

AuNPs natives : leur fluorescence X, ou bien leur absorbance dans le visible, produite par l’effet de 

résonance plasmon de surface, dont résulte leur couleur rouge caractéristique.  

Nous avons d’abord voulu mesurer la concentration en NPs le long du profil de diffusion par 

fluorescence X. L’or ayant un numéro atomique élevé (79), son rendement de fluorescence X est 

important.68 En collaboration avec Hermine Lemaire, Hugues Paradis et Adrien Stolidi (DISC, LIST), un 

test a donc été réalisé sur un gel d’agarose contenant des AuNPs (concentration en or d’environ 1 

mg/mL). Aucun pic caractéristique de l’or n’a pu être détecté (résultats non présentés). On peut 

supposer que les raies L, moins énergétiques, ont été absorbées par l’épaisseur du gel, puisque seuls 

7% sont transmis pour 5 mm d’eau.69 Concernant les raies K, cela peut s’expliquer par le détecteur 

utilisé (CdTe), qui est très sensible au signal diffusé dans leur gamme d’énergie. Ce signal parasite 

provient probablement du plastique constituant le support et du gel, qui peuvent entraîner une 

diffusion importante du rayonnement et ainsi diminuer le rapport signal sur bruit. Avec un détecteur 

et des conditions de mesures plus adaptées, on devrait cependant pouvoir mesurer de telles 
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concentrations, puisque le platine (Z = 78) a déjà été détecté par microtomographie de fluorescence X 

avec une limite de détection de 10 µg/mL sur des échantillons de quelques centaines de microns 

d’épaisseur.66 Dans le cadre de cette étude, nous n’avons cependant pas cherché à poursuivre avec 

cette technique. 

La deuxième stratégie a consisté à exploiter la couleur rouge des AuNPs pour mettre au point une 

méthode simple, basée sur la coloration progressive du gel à mesure que les NPs diffusent à l’intérieur. 

La reproductibilité de la photographie étant primordiale, un système de positionnement des 

échantillons et d’éclairage maîtrisés a été utilisé, avec l’aide de Jean-Charles Méaudre (LAPA, NIMBE), 

afin d’obtenir des conditions de photographie comparables d’un test à l’autre. Des références internes 

(visibles sur la Figure III.5) ont également été placées sur chaque prise de vue pour pouvoir ensuite 

mettre les images à l’échelle et ajuster leur couleur si besoin. 

    

Figure III.5 - Photos du dispositif de diffusion des AuNPs dans la MEC :  
(a) Au-PMAA-BSA, Au-PMAA(7,4), Au-P(HEMA-MAA) 14 jours après l’injection 

(b) Au-PDMAEMA, Au-PMAA(18,6), Au-P(MAnBu-MAA) 14 jours après l’injection 

La géométrie choisie pour ces tests de diffusion est inspirée des gels d’électrophorèse (Figure III.5). 

Contrairement à l’électrophorèse, où le champ électrique oriente le déplacement des molécules, il 

était nécessaire dans notre cas de contraindre la diffusion dans une seule dimension. La fabrication 

d’un support dédié, composé de pistes étroites et séparées par des parois, a été réalisée par 

impression 3D. En injectant des solutions de NPs dans des puits placés au centre du gel contenu dans 

chaque piste, la diffusion s’effectue de manière symétrique, de chaque côté des puits. Puisque les 

pistes sont étroites, et le gel peu épais, on peut considérer que la diffusion s’effectue dans une seule 

dimension, ce qui facilite l’analyse. Ce dispositif a également l’avantage de posséder plusieurs pistes, 

on peut ainsi observer la diffusion de différents composés en parallèle, au sein d’une même 

expérience. 

Les profils de diffusion ont été obtenus par analyse des photographies avec le logiciel ImageJ. On 

considère ici que l’intensité de la couleur rouge est corrélée à la concentration en NPs. Les profils 

Au-PMAA-BSA 

Au-PMAA(7,4) 

Au-P(HEMA-MAA) Au-PDMAEMA 

Au-PMAA(18,6) 

Au-P(MAnBu-MAA) 
a) b) 
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obtenus ont donc été modélisés par la fonction suivante, qui est une solution de la loi de Fick en 1D, 

pour une source instantanée et localisée : 70 

𝐶(𝑥, 𝑡) = 𝐶0 𝑒𝑥𝑝 [− (
𝑥

2√𝐷𝑡
)

2

] =  
𝑄

2√𝜋𝐷𝑡
𝑒𝑥𝑝 [− (

𝑥

2√𝐷𝑡
)

2

]         (𝐼𝐼𝐼. 1) 

avec 𝑥 la distance de diffusion, 𝑡 la durée de diffusion, C0 la concentration en NPs au point d’injection 

au temps 𝑡, Q la quantité initiale de NPs par unité de surface et 𝐷 le coefficient de diffusion. Ce dernier 

est donc obtenu à partir des résultats de la modélisation. 

Les premiers tests ont été réalisés avec des gels d’agarose, afin de mettre au point la technique. Les 

mesures ont ensuite été effectuées avec du Matrigel® gélifié, pour modéliser au mieux la MEC. 

C. RÉSULTATS 

Comme on peut déjà l’observer qualitativement sur les photos de la Figure III.5, les différentes NPs 

étudiées présentent d’importantes différences de comportement dans le Matrigel®. Certaines 

diffusent dans la matrice (Au-PMAA(7,4)), tandis que d’autres semblent complètement immobiles, 

même 14 jours après l’injection (Au-PMAA-BSA). 

Certains des profils de diffusion reconstitués à partir des photos sont représentés sur la Figure III.6a, 

ainsi que leurs modélisations par la fonction exprimée dans l’équation (1). Chaque profil correspond à 

la mesure de l’intensité moyennée sur la largeur pour une demi-piste. Le modèle choisi semble tout à 

fait approprié, et ce d’autant plus que les NPs diffusent (meilleure adéquation pour les Au-PMAA(7,4) 

que les Au-PMAA(18,6) par exemple). En effet, on peut alors négliger l’épaisseur initiale de la ligne 

d’injection, qui n’est pas prise en compte dans ce modèle puisqu’il prend comme hypothèse une 

source localisée. Les coefficients de diffusion sont obtenus directement à partir de ces modélisations.  
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Figure III.6 - (a) Profils et courbes de modélisation de la diffusion des NPs dans le Matrigel® 14 jours après l’injection :  
Au-PMAA(7,4), Au-PMAA(18,6) et Au-P(HEMA-MAA) 

(b) Evolution du coefficient de diffusion mesuré en fonction de la durée post-injection pour les Au-PMAA(7,4) dans un même 
lot de Matrigel® 

 

En réalisant des mesures à différents temps post-injection, on note une diminution progressive du 

coefficient de diffusion, comme on peut le voir sur la Figure III.6b dans le cas des Au-PMAA(7,4). Cela 

pourrait traduire une évolution de la matrice, comme une réticulation qui se poursuit ou un séchage 

du gel sur le long terme. La première hypothèse semble toutefois peu plausible car il a été montré que 

les propriétés mécaniques du Matrigel® se stabilisaient à 37°C au bout de quelques dizaines de minutes 

seulement.71 Concernant le séchage, nous avons cherché à le limiter en plaçant le gel en incubation 

dans une atmosphère saturée en humidité. Après deux semaines, il est toutefois possible qu’une 

modification des propriétés structurelles et/ou chimiques du gel ait eu lieu. On peut tout de même 

noter qu’aucune altération du gel n’est observable à l’œil nu ou par pesée. 

Cette diminution du coefficient de diffusion pourrait également provenir d’interactions des NPs avec 

la matrice : des échanges de ligands avec des thiols naturellement présents dans le Matrigel®, par 

exemple les cystéines que comportent les protéines de la MEC, ou bien l’adsorption de molécules à la 
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surface des NPs. Même si elle est globalement chargée négativement, la MEC est très hétérogène d’un 

point de vue électrostatique, car les protéines qui la composent possèdent non seulement des charges 

globales diverses, mais aussi des zones plus ou moins riches en charges positives ou négatives.41,51 

Ainsi, les Au-PMAA pourraient être stoppées dans leur processus de diffusion lorsqu’elles rencontrent 

une zone chargée positivement, a priori plus rare, entraînant la diminution du coefficient de diffusion 

mesuré. 

Considérant cette évolution temporelle des mesures, nous avons donc choisi de comparer les valeurs 

obtenues pour une même durée de diffusion post-injection. Pour pouvoir effectuer des mesures sur 

des NPs diffusant lentement, nous avons fixé cette durée à 14 jours.  

Une étude de reproductibilité de la mesure a en outre été effectuée sur les Au-PMAA(7,4), qui sont 

celles présentant le coefficient de diffusion le plus élevé. Trois lots de Matrigel® ont été testés, sur 

lesquels quatre mesures ont été effectuées. Un coefficient de diffusion moyen de 4,4.10-8 cm2/sec a 

été obtenu, avec un écart-type inférieur à 10% sur chaque lot, mais de 40% sur l’ensemble des trois 

lots. Cela s’explique certainement par l’existence d’une forte variabilité des propriétés du Matrigel® 

d’un lot à l’autre, une caractéristique largement admise dans la littérature.72–74 Puisque les mesures de 

l’ensemble de la gamme de NPs ont dû être réalisées avec des lots différents de Matrigel®, nous avons 

utilisé les Au-PMAA(7,4) comme référence, afin de s’affranchir de cette variabilité. Les coefficients de 

diffusion sont donc évalués par rapport au coefficient mesuré pour les Au-PMAA(7,4) dans le même 

lot de Matrigel®. Les valeurs moyennes ainsi obtenues sont résumées dans le Tableau III.1. Elles 

résultent de l’analyse de 4 profils de diffusion distincts. Certains coefficients n’ont pas pu être calculés, 

puisque les NPs ne diffusaient pas, ou trop peu, pour pouvoir appliquer le modèle. C’est le cas des Au-

PDMAEMA, Au-P(MAnBu-MAA) et des Au-PMAA-BSA. Dans le Tableau III.1 sont également rappelées 

certaines propriétés des AuNPs déterminées dans le chapitre 2 qui peuvent aider à interpréter les 

résultats. 
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Tableau III.1 - Coefficients de diffusion moyens obtenus pour les différentes AuNPs 14 jours après l’injection et rappel de 
certaines propriétés déterminées dans le chapitre 2 

NPs 
Potentiel zêta 

(mV) 

Rg (nm) 
déterminé en 

SANS 

Agrégation 
observée en 

SANS 
D / DAu-PMAA(7,4) 

Au-PMAA(7,4) -19,4 ± 21,3 7,4 ± 0,4 Oui 1,00 ± 0,05 

Au-PMAA(10,6-A) -37,9 ± 10,0 8,5 ± 0,3 Non 0,64 ± 0,02 

Au-PMAA(10,6-B) -44,5 ± 6,6 8,5 ± 0,4 Non 0,37 ± 0,09 

Au-PMAA(18,6) -23,0 ± 10,5 11,5 ± 0,2 Non 0,17 ± 0,01 

Au-PDMAEMA 9,5 ± 4,4 / Oui 
Coefficient trop faible pour être 

estimé 

Au-P(DMAEMA-MAA) -33,6 ± 8,3 / Oui 0,68 ± 0,02 

Au-P(HEMA-MAA) -31,5 ± 9,0 13,0 ± 0,6 Non 0,50 ± 0,06 

Au-P(MAnBu-MAA) -17,7 ± 10,6 11,5 ± 0,3 Non 
Coefficient trop faible pour être 

estimé 

Au-P(PEGMA-MAA) -22,3 ± 12,9 3,7 ± 0,3 Oui 0,41 ± 0,08 

Au-PMAA-BSA / 6,0 ± 0,2 Non 
Coefficient trop faible pour être 

estimé 

 

1. Variation de la longueur de la couronne PMAA 

En comparant les coefficients de diffusion obtenus, on peut tout d’abord noter une différence de 

comportement pour les deux lots de Au-PMAA(10,6). Cette variabilité est difficile à expliquer puisque 

leurs caractéristiques déterminées dans le chapitre 2 (§ III.B et C) semblaient identiques. Cela pourrait 

provenir de la quantité de polymère libre, mesurée par ATG (résultats non présentés), qui est 

légèrement plus faible dans le cas des Au-PMAA(10,6-B), ou bien de leur potentiel zêta un peu plus 

négatif (Tableau III.1). 

Malgré cette différence, une tendance nette de diminution du coefficient de diffusion est observée 

lorsque la masse molaire des ligands augmente. Un facteur 6 est ainsi obtenu entre les Au-PMAA(7,4) 

et les Au-PMAA(18,6). Cela s’explique certainement par l’augmentation de la taille des NPs, comme le 

montrent les rayons de giration obtenus en SANS (Tableau III.1). 

2. Variation de la nature de la couronne 

La comparaison des autres types de couronnes polymères permet de mettre en lumière un autre 

paramètre important : la charge des NPs. En effet, les Au-PDMAEMA, chargées positivement à pH 

neutre, ne diffusent pas, tandis que les Au-PMAA, chargées négativement, présentent des coefficients 

de diffusion assez élevés. Puisque le Matrigel® possède une charge globalement négative, il était 

attendu que les NPs cationiques soient maintenues quasi-immobiles par des interactions 

électrostatiques attractives. Les modélisations réalisées par Hansing et al. confirment ces résultats 

expérimentaux : ils obtiennent des coefficients de diffusion bien plus faibles dans le cas d’interactions 

électrostatiques attractives que répulsives.40 
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Concernant les différents copolymères étudiés, on remarque des évolutions diverses selon la nature 

du monomère ajouté au MAA. Les Au-P(DMAEMA-MAA), Au-P(PEGMA-MAA) et Au-P(HEMA-MAA) 

présentent par exemple des coefficients de diffusion relativement élevés et proches de ceux obtenus 

pour les Au-PMAA, tandis que les Au-P(MAnBu-MAA) ne diffusent pas du tout. 

- Pour les Au-P(DMAEMA-MAA), ce résultat indique qu’une faible proportion de charges 

positives n’entrave pas la diffusion de manière notable. 

- La petite taille des Au-P(PEGMA-MAA) obtenue en SANS permettait de s’attendre à une bonne 

diffusion. Le coefficient de diffusion mesuré reste cependant inférieur à celui des plus petites 

Au-PMAA. Les tests étant ici réalisés dans le DPBS, tamponné à pH neutre, le PMAA doit être 

en grande partie protoné, ce qui devrait limiter la complexation avec le PEG évoquée dans le 

chapitre 2 (§ III.C).75 Ainsi, la taille des Au-P(PEGMA-MAA) mesurée en SANS dans l’eau est 

probablement inférieure à leur taille effective dans ce test de diffusion. Il est en outre possible 

que la nature branchée du ligand induise une perte de flexibilité, ce qui pourrait avoir comme 

conséquence d’entraver la diffusion des NPs, comme l’a montré l’équipe de Jain.44 

- Le comportement des Au-P(HEMA-MAA) est plus inattendu, car elles possèdent le plus grand 

rayon de giration. La diminution de la proportion de charges négatives sur les ligands (50% 

d’unités monomères HEMA non chargées) pourrait expliquer cette bonne diffusion, puisqu’il 

a été montré que les NPs neutres diffusent plus rapidement que les NPs chargées.40–43 

- Pour les Au-P(MAnBu-MAA), leur rayon de giration relativement élevé ne suffit pas à expliquer 

leur absence totale de diffusion, d’autant que la proportion de charges négatives est là aussi 

réduite par rapport aux Au-PMAA. Leur principale différence étant le caractère hydrophobe 

marqué du monomère MAnBu, des interactions hydrophobes avec l’élastine pourraient être à 

l’origine de ce comportement. L’élastine, qui comporte des segments fortement hydrophobes 

(domaines contenant 80% d’acides aminés apolaires), est en effet un composant majoritaire 

de la MEC.76 

De manière générale, si on compare à la littérature les valeurs obtenues pour les coefficients de 

diffusion de nos NPs dans la MEC, les ordres de grandeur sont identiques pour des objets similaires : 

- Entre 3.10-9 et 2.10-8 cm2/sec, selon la concentration de la matrice de collagène, pour la 

diffusion de NPs magnétiques recouvertes d’un copolymère poly(acide acrylique-oxyde 

d’éthylène) adsorbé en surface et de diamètre hydrodynamique moyen total 20 nm.77 

- 1,6.10-8 cm2/sec pour des AuNPs de 50 nm de diamètre recouvertes de PEG-thiols dans une 

matrice de collagène.62 

Il faut souligner que ces valeurs de la littérature ont été obtenues dans des matrices de collagène, qui 

ne rendent pas bien compte des effets électrostatiques, et qu’elles pourraient être diminuées dans un 
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modèle plus représentatif de la MEC comme le Matrigel. La plupart de nos NPs semblent donc 

présenter de bonnes caractéristiques de diffusion dans la MEC. 

3. Impact des protéines greffées 

Les Au-PMAA-BSA semblent elles aussi incapables de diffuser dans le Matrigel®. Le critère de taille ne 

peut ici expliquer ce comportement, puisque leur rayon de giration est inférieur à celui des Au-PMAA. 

Aucune agrégation n’avait en outre été observée en SANS. Toutefois, puisque le greffage a pu 

s’effectuer en plusieurs points sur la protéine et les chaînes polymères, figeant ainsi la structure, on 

peut là aussi faire l’hypothèse d’une perte de flexibilité de la couronne polymère. Pour déterminer le 

possible impact de cette propriété, il serait intéressant par la suite de caractériser la flexibilité des 

chaînes greffées, comme l’ont récemment fait Zhang et al. par des méthodes de RMN.78 

On peut également supposer que la BSA interagit avec la matrice via ses domaines hydrophobes ou 

ceux chargés positivement, même si sa charge globale est négative à pH neutre (point isoélectrique 

autour de 4,7-4,9 79). Pour évaluer si cette incapacité à diffuser est spécifique de la BSA, il faudrait 

réaliser le test avec d’autres NPs greffées par des biomolécules. Une généralisation de ce 

comportement serait en effet tout à fait problématique pour les perspectives de ciblage spécifique via 

des anticorps, peptides ou autres biomolécules. 

 

Cette étude a permis de mettre en valeur un fort impact de la nature de la couronne polymère sur la 

capacité des NPs à diffuser dans un modèle de la MEC. A partir de la comparaison des comportements 

de notre gamme de Au-polyméthacrylates, nous avons ainsi pu identifier plusieurs critères 

importants : la taille des NPs, leur charge, mais aussi leur balance hydrophile/hydrophobe. En 

particulier, une charge globalement positive ou la présence de segments hydrophobes semblent 

empêcher toute diffusion. Une diffusion limitée peut cependant être utile dans le cas où on 

rechercherait une concentration importante et localisée de NPs par injection pour induire un effet 

prononcé ou de long terme. La possibilité de moduler les propriétés de diffusion à partir de la couronne 

polymère greffée est donc un avantage pour adapter au mieux le type de NP à l’application envisagée. 

La connaissance des coefficients de diffusion des NPs peut également permettre d’optimiser les 

protocoles de traitement, par exemple pour que la séance d’irradiation soit prévue suffisamment 

longtemps après une injection intratumorale de NPs radiosensibilisantes, afin qu’elles aient eu le 

temps de se répartir dans la tumeur. 

Pour poursuivre l’étude, la méthodologie développée ici pourrait être testée avec d’autres milieux que 

le DPBS, afin de mieux modéliser les caractéristiques du fluide interstitiel. Il faudrait aussi l’appliquer 

à différentes concentrations de Matrigel, voire différentes compositions de la MEC, en ajoutant par 
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exemple du collagène supplémentaire. L’objectif serait d’approcher au mieux les propriétés 

mécaniques des tumeurs, dont la MEC est plus rigide que celle des tissus sains.34 Le modèle de MEC 

pourrait également être complexifié en ajoutant des cellules dans la matrice, afin de prendre en 

compte les interactions des NPs avec celles-ci, d’autant que la densité cellulaire est élevée dans les 

tumeurs.80 A la manière des études réalisées sur des sphéroïdes,42,81 ou sur des structures cellulaires 

multi-couches,82 cela permettrait en outre d’obtenir une modélisation plus exacte de l’organisation 

tridimensionnelle des cellules par rapport aux monocouches habituellement utilisées dans les tests in 

vitro, tout en conservant une géométrie linéaire plus facile à analyser. L’ajout de cellules permettrait 

également de prendre en compte les effets que les NPs peuvent avoir sur les taux de dégradation de 

la MEC par les cellules, effets récemment mis en évidence par Mulens-Arias et al dans le cas de AuNPs 

de différentes tailles.83 Cependant, ce type d’étude ne fournirait plus d’information sur le coefficient 

de diffusion des NPs à proprement parler, puisqu’il faudrait considérer dans leur progression leur 

possible internalisation dans les cellules, phénomène que nous allons maintenant étudier. 

III. CAPTATION ET LOCALISATION INTRACELLULAIRE DES NPS 

Au cours de leur migration dans la tumeur, les NPs vont pouvoir entrer en contact avec les cellules 

tumorales, et parfois être internalisées par ces dernières. Dans le cas des NPs à visée anticancéreuse, 

on cherche souvent à maximiser ce phénomène de captation cellulaire, car leur effet thérapeutique 

nécessite généralement d’être à l’intérieur des cellules. En radiosensibilisation par exemple, la portée 

de certains mécanismes est limitée (production d’électrons Auger qui ont une portée maximale de 

l’ordre de la centaine de nm84,85), et il a été montré que l’efficacité de la radiosensibilisation dépend 

du nombre de NPs présentes dans la cellule.86,87 

Dans le cadre de notre projet, l’objectif était de caractériser l’internalisation dans son intégralité, pour 

une meilleure compréhension du phénomène : cinétique de captation, impact de la couronne 

polymère, localisation et état des NPs internalisées, et élimination. Ces différents aspects vont être 

abordés successivement dans les paragraphes qui suivent. 

A. QUELLE EST LA CINÉTIQUE D’INTERNALISATION ? 

Dans un premier temps, nous avons cherché à déterminer si les NPs pouvaient pénétrer dans les 

cellules, et si oui à quelle vitesse. Pour cela, la technique de l’ICP-MS (Inductively Coupled Plasma Mass 

Spectrometry) a été utilisée, car elle permet de mesurer la concentration en or présente dans les 

échantillons cellulaires. C’est une méthode couramment utilisée pour les tests d’internalisation.88–92 

Elle possède l’avantage d’être très sensible , avec une limite de détection de 1 pg/mL pour l’or.93 
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Les échantillons cellulaires sont obtenus par exposition de cellules murines aux NPs Au-PMAA(10,6-A) 

pendant une durée comprise entre 1 et 24 heures. La concentration en NPs dans le milieu de culture 

est de 200 µg/mL, soit une concentration en or de 22 µg/mL. Au terme de l’incubation, la solution 

contenant les NPs est aspirée et trois lavages sont effectués (deux avec du DMEM supplémenté et un 

avec du DPBS). Le but est de conserver uniquement les NPs internalisées dans les cellules ou fortement 

adsorbées sur les membranes, les lavages devant permettre d’éliminer les NPs faiblement adsorbées 

sur les membranes cellulaires. Les cellules sont ensuite décollées de la surface de culture et mélangées 

à de l’eau régale, qui assure ici une double fonction : digérer les cellules et dissoudre les AuNPs. La 

solution obtenue est alors diluée dans une solution d’acide chlorhydrique 2%, et sa concentration en 

or est mesurée en ICP-MS. On peut alors remonter au nombre de NPs présentes dans l’échantillon, en 

utilisant les tailles des cœurs d’or obtenues dans le chapitre 2 (§ III.B.) Chaque condition testée est 

réalisée en triplicata. L’ensemble du protocole est décrit en Annexe A. 

La lignée cellulaire utilisée ici (B16F10), ainsi que dans l’ensemble des tests d’internalisation, est un 

mélanome murin. Les mélanomes sont connus pour leur radiorésistance,94 et cette lignée a souvent 

été utilisée dans les études de radiosensibilisation.95–97 Elle a donc été choisie dans la perspective 

d’effectuer dans un deuxième temps les tests de radiosensibilisation (chapitre 4).  

  

Figure III.7 - Cinétique d'internalisation des Au-PMAA(10,6-A) dans les cellules B16F10 pour une exposition à une 
concentration en or de 22 µg/mL 

Les résultats obtenus (Figure III.7) montrent qu’on détecte dans les cellules une quantité d’or 

significative dès la première heure d’exposition, ce qui démontre un processus assez rapide. 

L’évolution semble ensuite linéaire sur la période étudiée, ce qui a déjà été observé pour d’autres types 

de AuNPs.98 Il faut toutefois souligner qu’on considère le nombre de NPs par échantillon, et non par 

cellule, et que le nombre de cellules augmente vraisemblablement entre les points correspondant à 

1h d’incubation et ceux correspondant à 24h, du fait de la division cellulaire. Les cellules nouvellement 

formées durant l’incubation peuvent donc elles aussi internaliser les AuNPs encore présentes dans le 
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milieu, et ainsi fausser l’évolution observée. La littérature rapporte en effet un temps de doublement 

de la population compris entre 15 et 20h pour la lignée B16F10.99,100 Mais il est également possible que 

la présence des AuNPs induise un ralentissement de la division cellulaire,101,102 même si des résultats 

parfois opposés ont été montrés à ce sujet,92 selon le type de AuNPs utilisées. Evaluer le nombre de 

NPs par cellule, dans le but d’obtenir une évolution fiable au cours du temps, est donc complexe dans 

cette expérience. Toutefois, il est raisonnable de supposer que l’évolution observée sur la Figure III.7 

n’est pas uniquement due à la variation du nombre de cellules, car on observe un facteur x10 en 24 

heures. Le nombre de NPs internalisées par cellule augmente donc avec le temps. Ayant montré que 

les Au-PMAA pouvaient être internalisées, il s’agit désormais d’étudier l’impact des propriétés de la 

couronne polymère sur cette captation à un temps donné. 

B. QUEL EST L’IMPACT DE LA COURONNE POLYMÈRE SUR L’INTERNALISATION ? 

Les propriétés physico-chimiques de surface jouent un rôle clé dans la capacité des NPs à être 

internalisées. En particulier, la charge des ligands semble avoir un fort impact.103 Il a ainsi été montré 

que les ligands polymères neutres et biocompatibles, comme le PEG, minimisent les interactions avec 

les cellules, et limitent donc l’internalisation.104,105 Toutefois, l’ajout de fonctionnalités en bout de 

chaîne du PEG peut suffire à modifier ce phénomène.106 Au contraire, les NPs dont la surface est 

cationique ont une forte affinité pour la membrane cellulaire, chargée négativement, et pénètrent 

facilement à travers celle-ci.103 Certaines études ont cependant montré que cette pénétration se fait 

via la création de pores dans la membrane, qui peuvent ensuite mener à la mort cellulaire.107,108 

Concernant les NPs présentant une charge de surface négative, la littérature a mis en évidence qu’elles 

ont aussi la capacité à pénétrer dans les cellules,109,110 même si les interactions électrostatiques ne sont 

a priori pas favorables. Certains auteurs ont émis l’hypothèse que l’interaction se fait au niveau des 

quelques rares sites cationiques de la membrane.109 On pourrait également supposer que des cations 

divalents puissent jouer le rôle d’intermédiaires entre la membrane et les NPs anioniques. Les degrés 

d’internalisation sont toutefois bien moindres que pour les NPs cationiques.103,110  

La charge n’est cependant pas le seul facteur qui détermine la capacité de captation d’une NP. Une 

étude a par exemple obtenu des résultats allant à l’encontre de toutes ces tendances, puisque les 

auteurs n’observent pas de différence significative d’internalisation entre les petites molécules 

cationiques, anioniques et neutres qu’ils utilisent comme ligands.111 Dans le cas de structures 

comportant des polymères, plus proches de nos objets, il a été montré que la balance 

hydrophobe/hydrophile ou la flexibilité des chaînes peuvent également jouer un rôle. Des différences 

d’internalisation ont par exemple été observées entre divers ligands polymères comportant une 

charge positive, en fonction de la structure chimique plus ou moins hydrophobe présente en bout de 
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chaîne.112 Enfin, il a été montré avec des NPs polymères (dendrimères et micelles) que la rigidité de la 

particule favorise l’internalisation.113,114 

Au-delà des propriétés des ligands, leur organisation à la surface des NPs semble elle aussi impacter 

les interactions avec les cellules. L’équipe de Stellacci a ainsi comparé deux AuNPs amphiphiles 

identiques en taille, forme et composition, mais dont l’organisation des deux ligands alcanethiols 

diffère (l’un comportant une fonction chargée négativement, l’autre non) : leur répartition à la surface 

des NPs est aléatoire dans un cas, et structurée en stries dans l’autre (Figure III.8).115 L’étude montre 

que les NPs dont la surface est ordonnée sont bien mieux internalisées, mais également que les 

processus de passage de la membrane ne sont pas les mêmes. Les NPs non-structurées semblent être 

internalisées par endocytose et sont donc confinées dans des endosomes, tandis que les structurées 

atteignent le cytoplasme. Une étude plus récente va également dans ce sens, en affirmant que c’est 

l’organisation des ligands à la surface qui régit l’internalisation des NPs, plus que leur charge ou leurs 

propriétés chimiques.98 Ces résultats ont été confirmés par simulation et semblent être expliqués par 

l’existence d’une barrière énergétique plus faible dans le cas des NPs striées.116 

 

Figure III.8 - Intensité de fluorescence d’échantillons cellulaires représentative de la quantité de NPs fluorescentes 
internalisées dans les cellules. Quatre conditions sont présentées : contrôle sans NPs (cells only), NPs recouvertes de ligands 
hydrophobiques (MUS), ou d’un mélange de ligands anioniques et hydrophobiques répartis aléatoirement (66-34 br-OT), ou 

encore du même mélange structuré en stries (66-34 OT) 115 

Une des limites relevées dans la plupart des études mentionnées est l’utilisation de ligands dont les 

structures diffèrent grandement, certains auteurs allant jusqu’à comparer des petites molécules 

(citrates) avec des polymères (poly(alcool vinylique)).103 Dans ces conditions, il semble donc difficile 

d’isoler l’effet d’un seul paramètre, comme la charge, et d’établir des conclusions générales sur les 

propriétés des NPs qui favorisent l’internalisation. Avec une gamme de ligands polymères de structures 

chimiques proches (polyméthacrylates) mais présentant des propriétés différentes (charge, 
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hydrophobicité, longueur de chaîne), nous possédons donc un avantage indéniable pour pouvoir 

déterminer l’impact des différentes caractéristiques physico-chimiques sur la captation cellulaire.  

Nous comparerons dans un premier temps des couronnes PMAA de longueurs différentes, puis 

analyserons l’influence de la nature de la couronne polyméthacrylate. Les NPs greffées de protéines 

seront étudiées dans une troisième et dernière partie.  

1. Variation de la longueur de la couronne PMAA 

Dans la littérature, peu d’auteurs se sont intéressés à l’influence de la longueur des chaînes polymères 

greffées en surface des AuNPs. Seul le cas du PEG a déjà été étudié.105,117 Les résultats ont montré que 

la captation cellulaire est grandement diminuée quand la longueur du PEG augmente. Cependant, il 

semble difficile de généraliser cette observation à d’autres polymères, car le PEG possède la spécificité 

de diminuer les interactions avec les cellules, comme cela a été dit précédemment. 

Les tests d’internalisation ont ici été effectués pour les quatre échantillons Au-PMAA possédant des 

chaînes polymères de masses molaires différentes : 7,4 kg/mol, 10,6 kg/mol (2 échantillons) et 18,6 

kg/mol. L’objectif est de déterminer si la longueur de la couronne peut avoir un impact sur 

l’internalisation cellulaire des NPs. La comparaison des deux synthèses réalisées avec les chaînes de 

10,6 kg/mol permettra également d’évaluer la reproductibilité des résultats d’un lot à l’autre. 

Les tests ont été réalisés selon le protocole décrit pour l’étude cinétique, avec une durée d’exposition 

fixée à 18 heures et 4 concentrations en or testées : 0,5 / 2,2 / 5,5 / 22 µg/mL (voir protocole détaillé 

en Annexe A). Nous avons choisi de travailler à concentration en or constante, plutôt qu’à 

concentration en NPs constante, puisque, dans une perspective de radiosensibilisation, c’est la 

quantité d’or qui importe. Les %wAu obtenus en ICP-MS dans le chapitre 2 (§ III.B) ont donc été utilisés 

pour calculer les concentrations de NPs équivalentes pour chaque lot. Chaque condition a été réalisée 

en triplicata, et les résultats correspondent en outre à la moyenne de deux expériences distinctes. Le 

nombre de cellules a été estimé à 1 million par échantillon, ce qui a permis de remonter à la masse 

d’or par cellule à partir des concentrations obtenues pour chaque échantillon. Comme les durées 

d’exposition sont ici identiques pour toutes les conditions, on fait l’approximation que le nombre de 

cellules est équivalent d’un échantillon à l’autre. 

Les résultats obtenus sont rassemblés sur la Figure III.9. Ils sont présentés de deux manières 

différentes : évolution de la masse d’or par cellule en fonction de la concentration (Figure III.9a), et 

évolution du nombre de NPs par cellule (Figure III.9b), qui prend donc en compte l’effet de la variation 

de taille du cœur. Il faut souligner que ces valeurs sont des estimations, elles font donc abstraction des 

différences qui existent d’une expérience à l’autre, même si une attention particulière a été portée à 

la reproductibilité des conditions de culture. D’autre part, ces valeurs sont des moyennes, qui ne 
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prennent en compte ni la polydispersité des NPs, ni l’hétérogénéité d’internalisation existant au sein 

d’une population de cellules.118 

 

    

Figure III.9 - Internalisation des NPs Au-PMAA dans les cellules B16F10 après une exposition de 18 heures : évolution en 
fonction de la concentration en or 

(a) Masse d’or par cellule et (b) Nombre de NPs par cellule 

Pour les quatre Au-PMAA étudiées, on note que la quantité d’or internalisée augmente avec la 

concentration d’or dans le milieu de culture (Figure III.9a). Elle semble cependant tendre vers une 

valeur limite, qui traduit une possible saturation des cellules. Dans le cas des Au-PMAA(18,6), la 

saturation paraît presque atteinte à 5,5 µg/mL. Cela pourrait indiquer une différence de mécanisme 

d’internalisation. De manière générale, une saturation avec l’augmentation de la concentration peut 

traduire la saturation des récepteurs dans le cas d’un transport actif. 

Pour les quatre échantillons, le nombre de NPs internalisées par cellule semble considérable (plusieurs 

dizaines à centaines de milliers). Cette observation est cependant à nuancer, car la très petite taille 

des NPs implique un pourcentage massique d’or finalement assez faible par rapport à la cellule 

entière : entre 3.10-4 et 2.10-3 % si l’on estime la masse d’une cellule à 3,5.10-9 g.119 D’autre part, ces 

valeurs sont en-dessous de celles que l’on peut trouver dans la littérature pour des AuNPs possédant 

des cœurs d’or de tailles similaires (quelques millions de NPs par cellule).89–91 Toutefois, la comparaison 

est à considérer avec précaution puisque les conditions d’internalisation sont différentes (lignée 

cellulaire, concentration en or, temps d’exposition, etc.), de même que les ligands utilisés (PEG 

fonctionnalisé par une amine dans un cas, petite molécule dans les deux autres). 
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Les deux Au-PMAA(10,6) présentent des résultats très similaires, et ce pour les deux grandeurs 

analysées. Cela montre une bonne reproductibilité des résultats pour des lots de synthèse différents 

d’un même type de NPs. On remarque également que l’internalisation des Au-PMAA(7,4), dont les 

chaînes sont un peu plus petites, s’effectue dans les mêmes proportions. Concernant les Au-

PMAA(18,6), la masse d’or internalisée est quasiment doublée par rapport aux autres NPs (Figure 

III.9a). Cette différence semble toutefois provenir de la variation de taille du cœur d’or, et non de la 

longueur de la chaîne polymère, puisque le nombre de NPs internalisées est quant à lui identique pour 

les quatre échantillons (Figure III.9b). Nous avons en effet montré dans le chapitre 2 (§ III.B) que les 

Au-PMAA(18,6) possèdent un cœur d’or légèrement plus grand que les autres Au-PMAA. 

Les résultats obtenus ici montrent donc que la longueur de la couronne PMAA ne semble pas induire 

de différence majeure dans la capacité d’internalisation des NPs. Il serait toutefois intéressant de 

prolonger l’étude en étendant la gamme de masses molaires. Une polymérisation du PMAA par ATRP 

en bulk pourrait par exemple permettre d’atteindre des masses molaires plus élevées. Concernant le 

mécanisme, la constance du nombre de Au-PMAA internalisées pourrait indiquer l’existence d’un 

nombre limité de sites d’interactions sur la membrane cellulaire, comme cela avait été suggéré par 

Wilhelm et al.109 On pourrait poursuivre l’étude en utilisant cette fois des NPs possédant des chaînes 

PMAA de tailles identiques mais un cœur d’or dont la taille varie, pour déterminer si le nombre de NPs 

reste constant. 

2. Variation de la nature de la couronne 

L’impact de la nature de la couronne polymère a ensuite été étudié en testant les AuNPs formées avec 

les différents ligands polyméthacrylates, à la fois homopolymères et copolymères, selon les mêmes 

modalités que pour les Au-PMAA. Là encore, nous avons choisi de travailler à concentration en or 

constante.  

Les résultats obtenus pour les Au-P(HEMA-MAA), Au-P(MAnBu-MAA) et Au-P(PEGMA-MAA) sont 

présentés sur la Figure III.10 avec ceux des Au-PMAA(10,6-B), pour comparaison. 
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Figure III.10 - Internalisation des NPs Au-P(HEMA-MAA), Au-P(MAnBu-MAA), Au-P(PEGMA-MAA) et Au-PMAA(10,6-B) dans 
les cellules B16F10 après une exposition de 18 heures : évolution en fonction de la concentration en or 

(a) Masse d’or par cellule et (b) Nombre de NPs par cellule 

Les Au-P(PEGMA-MAA) et Au-P(MAnBu-MAA) favorisent nettement la quantité d’or internalisée par 

rapport aux Au-PMAA (Figure III.10a). A l’inverse, une quantité moindre de Au-P(HEMA-MAA) semble 

captée par les cellules. Les quantités d’or internalisées maximales, ainsi que leur éventuel 

comportement de saturation, sont résumés pour l’ensemble des NPs dans le Tableau III.2. Les NPs y 

sont classées selon la quantité d’or internalisée. 

Ces trois copolymères sont tous caractérisés par l’addition d’unités monomères non chargées par 

rapport au PMAA, mais la diversité de leurs comportements montre que c’est la nature chimique du 

ligand, plus que la proportion de charges négatives, qui impacte l’internalisation. Concernant les Au-

P(MAnBu-MAA), l’hydrophobicité du MAnBu pourrait favoriser l’interaction avec la membrane 

cellulaire,120 qui présente un fort caractère hydrophobe de par les lipides qui la composent. Pour les 

Au-P(PEGMA-MAA), on aurait pu s’attendre à ce que la présence de PEG diminue l’internalisation, 

comme cela a été montré dans la littérature pour des ligands PEG.104,105 Le comportement inverse 

observé pourrait s’expliquer en partie par une rigidité supérieure des Au-P(PEGMA-MAA), déjà 

évoquée précédemment, qui favoriserait l’internalisation. Il est également possible que certaines 

chaînes PEG soient encore complexées sur le squelette méthacrylate, même si le pH neutre défavorise 

a priori le phénomène. Comme évoqué dans le chapitre 2 (§ III.C), cette complexation implique la 

présence de segments hydrophobes sur les chaînes polymères. Cela pourrait donc expliquer une 

internalisation favorisée, de manière similaire aux Au-P(MAnBu-MAA). Cette hypothèse mériterait 

toutefois d’être vérifiée par une étude plus poussée du phénomène, notamment via une étude SANS 

en fonction du pH. 
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Tableau III.2 - Résumé des propriétés d’internalisation des AuNPs dans les cellules B16F10 

NPs 
Quantité d’or maximale 

internalisée par cellule (fg) 
Phénomène de saturation 

Au-PDMAEMA Toxique 

Au-P(DMAEMA-MAA) 427 ± 28 Oui 

Au-P(MAnBu-MAA) 118 ± 14 Oui 

Au-P(PEGMA-MAA) 101 ± 2 Non 

Au-PMAA(18,6) 56 ± 5 Très rapide 

Au-PMAA(10,6-B) 41 ± 5 Rapide 

Au-PMAA(10,6-A) 40 ± 15 Rapide 

Au-PMAA(7,4) 34 ± 5 Rapide 

Au-P(HEMA-MAA) 20 ± 3 Non 

 

Les résultats obtenus pour les Au-PDMAEMA et Au-P(DMAEMA-MAA) sont présentés sur la Figure 

III.11 avec ceux des Au-PMAA(10,6-B), pour comparaison. Seul le point à 0,5 µg/mL est indiqué pour 

les Au-PDMAEMA, car une forte toxicité a été observée pour les concentrations plus élevées, et les 

cellules mortes ont été emportées lors des lavages. 

On remarque que le nombre de NPs par cellule est beaucoup plus élevé pour le PDMAEMA que pour 

le PMAA, malgré la possible toxicité existant déjà pour une concentration d’or de 0,5 µg/mL, qui 

pourrait avoir diminué le nombre de cellules présentes dans l’échantillon. Il semblerait donc que le 

PDMAEMA favorise grandement la captation cellulaire par rapport au PMAA. L’étude de Rinkenauer 

et al. concernant l’internalisation de NPs polymères méthacrylates avait déjà montré que les 

copolymères contenant du PDMAEMA sont mieux internalisés que ceux contenant du PMAA.121 

D’autre part, le PDMAEMA est connu pour sa capacité à pénétrer à travers les membranes cellulaires, 

puisqu’il est utilisé pour la transfection de gènes.122 Les résultats obtenus ici sont donc cohérents avec 

la littérature. 

Cependant, la toxicité observée ici, qui sera confirmée dans la partie suivante (§ IV.C), empêche toute 

possibilité d’application des Au-PDMAEMA. Afin d’exploiter la capacité d’internalisation de ce 

polymère, tout en atténuant sa toxicité, nous avons donc étudié un copolymère P(DMAEMA-MAA) 

contenant 10% de PDMAEMA. 
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Figure III.11 - Internalisation des NPs Au-PDMAEMA, Au-P(DMAEMA-MAA) et Au-PMAA(10,6-B) dans les cellules B16F10 
après une exposition de 18 heures : évolution en fonction de la concentration en or 

(a) Masse d’or par cellule et (b) Nombre de NPs par cellule 

La copolymérisation du PDMAEMA avec d’autres monomères est une méthode qui a déjà été utilisée 

dans la littérature pour réduire sa toxicité dans le cadre de la délivrance de gènes.123–126 Une diminution 

de l’efficacité de transfection est souvent observée en contrepartie. Nous avons ici obtenu des 

résultats similaires, puisqu’aucune toxicité n’a été observée lors des tests d’internalisation des Au-

P(DMAEMA-MAA), mais une quantité moindre de NPs semble être internalisée pour une concentration 

de 0,5 µg/mL d’or (Figure III.11b). Cependant, cette quantité reste bien supérieure à celle des Au-PMAA 

(facteur x10 à 22 µg/mL), ce qui montre que l’ajout d’une faible proportion de DMAEMA peut suffire 

à améliorer significativement les propriétés d’internalisation des NPs. Cela peut s’expliquer par des 

effets électrostatiques entre les unités monomères DMAEMA chargées positivement et la membrane 

cellulaire chargée négativement. 

3. Impact des protéines greffées 

Le greffage de protéines en surface des NPs est souvent utilisé dans une perspective d’amélioration de 

l’internalisation et de ciblage spécifique des cellules tumorales.127,128 La transferrine permet par 

exemple de générer une captation accrue des nanoparticules dans les tumeurs, puisque l’expression 

des récepteurs de transferrine peut être jusqu’à 100 fois plus élevée dans les cellules tumorales que 

dans les cellules saines.128 Cependant, la capacité de ciblage de la protéine peut être perdue à cause 

de l’adsorption, en surface des NPs, de protéines du sérum qui peuvent masquer les éventuelles 

fonctionnalisations, comme l’ont montré Salvati et al. pour des nanoparticules conjuguées à des 

molécules de transferrine.129 

Dans ce projet, la BSA a été greffée dans un premier temps, afin de tester le protocole sur une protéine 

modèle (chapitre 2 § IV.B). L’impact de cette protéine sur l’internalisation des AuNPs a été évalué selon 

la même procédure que pour les NPs non greffées. Les résultats sont présentés sur la Figure III.12. 
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Figure III.12 - Internalisation des NPs Au-PMAA et Au-PMAA-BSA dans les cellules B16F10 après une exposition de 18 
heures : évolution du nombre de NPs par cellule en fonction de la concentration en or 

Dans la littérature, des effets contradictoires ont été observés quand de la BSA était fixée à la surface 

des NPs : soit une augmentation de la captation,130 soit une diminution.109,131 Dans notre cas, les 

résultats obtenus montrent que la présence de la BSA greffée semble diminuer l’internalisation des 

Au-PMAA.  

La deuxième protéine que nous avons greffée sur nos NPs est la lactoferrine (Lf). Comme cela a été 

détaillé dans le chapitre 2, ce greffage a pour but de cibler les tumeurs du cerveau. C’est pourquoi 

l’internalisation des Au-PMAA-Lf a été observée sur une autre lignée cellulaire, les U87MG, qui sont 

des cellules de glioblastome humain. Les Au-PMAA et Au-PMAA-BSA ont également été testées pour 

comparaison. Le protocole utilisé est en tous points identique à celui décrit sur la lignée B16F10. 

L’ensemble des résultats est présenté sur la Figure III.13. 

  

Figure III.13 - Internalisation des NPs Au-PMAA, Au-PMAA-BSA et Au-PMAA-Lf dans les cellules U87MG après une exposition 
de 18 heures : évolution du nombre de NPs par cellule en fonction de la concentration en or 

Les Au-PMAA et Au-PMAA-BSA sont ici internalisées dans des proportions identiques. Mais la présence 

de la lactoferrine greffée augmente considérablement la captation cellulaire, et ce pour toutes les 

concentrations testées. Cela semble montrer que les protéines greffées sont capables d’interagir avec 
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les récepteurs spécifiques qui sont situés sur les cellules humaines U87MG, même si la lactoferrine 

utilisée ici est d’origine bovine. Cela permet donc de favoriser l’internalisation des NPs, qui s’effectue 

a priori via un mécanisme d’endocytose par récepteurs interposés.132 Contrairement à l’article de 

Salvati et al,129 mentionné au début de ce chapitre, la capacité de la protéine greffée à se lier aux 

récepteurs semble ainsi conservée en présence de sérum, malgré la couronne de protéines qui a 

probablement dû se former à la surface des NPs. Il est en outre intéressant de noter que la quantité 

de Au-PMAA-Lf internalisées évolue peu lorsqu’on augmente leur concentration dans le milieu, ce qui 

pourrait traduire une saturation des récepteurs. Une faible concentration pourrait donc suffire à 

générer une captation importante. 

C. OU SONT LOCALISÉES LES NPS ET DANS QUEL ÉTAT D’AGRÉGATION SE TROUVENT-ELLES ? 

L’ICP-MS a permis de quantifier les NPs dans les cellules, mais aucune information n’a été obtenue 

quant à leur localisation intracellulaire, le mécanisme d’internalisation mis en jeu, ou encore l’état 

d’agrégation des NPs à l’intérieur de la cellule. L’observation directe des NPs internalisées permet 

d’étudier ces différents aspects, et plusieurs techniques de microscopie peuvent être exploitées dans 

ce but. 

La microscopie optique en champ sombre, dite dark-field en anglais, repose sur l’observation de la 

lumière diffusée par l’échantillon, en occultant le faisceau transmis. Les NPs ayant des propriétés 

plasmoniques sont bien visibles avec cette technique, puisqu’elles diffusent fortement les longueurs 

d’onde correspondant à leur résonance plasmon.133,134 La technique a donc été utilisée à de 

nombreuses reprises pour visualiser l’internalisation de NPs dans des cellules ou des tissus.106,135–137 

Cependant, en-dessous d’une taille critique de 10-20 nm, les NPs ne sont pas observables car l’intensité 

de la lumière diffusée est trop faible, ce qui limite l’utilisation de cette technique pour les petites 

NPs.138,139 

Les NPs internalisées peuvent également être observées par microscopie de fluorescence.140 Puisque 

nos AuNPs ne sont pas fluorescentes, et afin d’éviter le greffage d’un fluorophore sur celles-ci, ce n’est 

pas la technique que nous avons retenue. 

La microscopie électronique en transmission (Transmission Electron Microscopy en anglais, ou TEM) 

permet, elle aussi, d’observer les NPs à l’intérieur des cellules. Elle est particulièrement adaptée dans 

le cas de NPs électroniquement denses, comme les AuNPs, car le contraste avec les structures 

cellulaires sera meilleur. Bien que les échantillons soient longs à préparer, cette technique a l’avantage 

de posséder une excellente résolution spatiale, ce qui permet d’observer de petites NPs.89,90,141,142 Une 

autre possibilité est d’utiliser le TEM en champ sombre, qui est l’équivalent, en microscopie 
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électronique, du microscope optique en champ sombre décrit plus haut. Avec cette technique, 

l’intensité du signal dépend du carré du numéro atomique, ce qui donne un très bon contraste pour 

l’or (Z=79), meilleur qu’en TEM conventionnel.143 Cette technique a ainsi été utilisée pour analyser 

l’internalisation cellulaire de AuNPs.143–145 Par rapport aux autres techniques, le TEM a l’avantage de 

pouvoir être couplé à une analyse élémentaire, par analyse dispersive en énergie (EDX) ou 

spectroscopie des pertes d’énergie (EELS).  

D’autres techniques moins répandues ont également été utilisées pour observer la localisation de NPs 

dans les cellules. On peut citer entre autres la photoluminescence par absorption de deux photons,22 

la microscopie électronique à balayage,146,147 ou encore l’ICP-MS couplée à de l’ablation laser.148 

Dans ce projet, puisque nos AuNPs sont de très petite taille, nous avons choisi d’utiliser la technique 

du TEM, que nous avons déjà exploitée pour caractériser la taille et la forme des cœurs d’or de nos 

NPs dans le chapitre 2 (§ III.B). Nous avons complété ces observations par l’utilisation de la microscopie 

électronique à balayage (MEB), qui sera décrite dans une première partie. 

1. Observation en microscopie électronique à balayage 

Le MEB est utilisé ici dans le but d’observer la surface des cellules, dont une infime partie seulement 

sera visible sur les coupes cellulaires en TEM. En effet, malgré les lavages effectués sur les cellules, les 

signaux d’or obtenus en ICP-MS peuvent provenir de NPs en forte interaction avec la membrane, mais 

non internalisées. L’observation de cellules entières en MEB devrait permettre de conclure sur cette 

question. L’ensemble des observations a été effectué avec l’aide de Sylvie Marguet et Mathieu Pinault 

(LEDNA, NIMBE). 

Des observations préliminaires ont d’abord été réalisées sur un dépôt de solution de NPs effectué sur 

un wafer de silicium, afin de s’assurer que les cœurs d’or sont visibles. Les observations ont été 

effectuées en analysant les électrons rétrodiffusés, car ils permettent une meilleure sensibilité au 

contraste chimique, ce qui est intéressant dans notre cas (or (Z=79) sur une surface de silicium (Z=14)). 

Le détail des paramètres utilisés est disponible en Annexe A. L’image présentée en Figure III.14 

confirme que les NPs sont détectables avec cette technique d’imagerie, elles apparaissent comme des 

points lumineux sur un fond sombre. 
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Figure III.14 - Image MEB en électrons rétrodiffusés d’un dépôt de Au-PMAA sur un wafer de silicium 

Afin d’observer les cellules en MEB, nous les avons cultivées directement sur un wafer de silicium, qui 

a l’avantage d’être conducteur et donc de participer à l’évacuation des charges lors de l’observation. 

Il a donc fallu s’assurer dans un premier temps que ces conditions de culture n’induisaient pas de 

toxicité chez les cellules utilisées. Pour cela, un test de cytotoxicité (test MTT, voir détails dans la partie 

IV de ce chapitre) a été réalisé pour comparer la viabilité de cellules cultivées sur un morceau de wafer 

pendant 3 jours avec la viabilité de cellules cultivées sur des surfaces en plastique traitées pour la 

culture. Les wafers ont été traités avec du sérum de veau fœtal avant l’ensemencement, afin de 

favoriser l’adhésion des cellules sur la surface. Le protocole détaillé est disponible en Annexe A. Les 

résultats du test sont présentés sur la Figure III.15. Ils montrent qu’aucune cytotoxicité n’est observée 

sur le wafer. 

 

Figure III.15 - Cytotoxicité induite par la surface de culture (test MTT) chez les B16F10 : comparaison entre le wafer de 
silicium et le plastique traité pour la culture 

Des morceaux de wafer ont donc été utilisés pour réaliser les deux échantillons cellulaires à observer 

en MEB. L’échantillon exposé aux NPs a été incubé pendant 18 heures avec une solution de Au-

PMAA(10,6-A) préparée à une concentration de 22 µg/mL d’or dans le DMEM supplémenté, tandis que 

le contrôle a été mis en présence de DMEM supplémenté uniquement. Les conditions sont identiques 

à celles utilisées dans les expériences d’internalisation. Les échantillons ont ensuite été fixés avec du 
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glutaraldéhyde, déshydratés dans des bains d’éthanol de concentrations croissantes, avant d’être 

séchés avec le solvant hexaméthyldisilazane, qui empêche l’effondrement des structures cellulaires.149 

Le protocole est détaillé en Annexe A. Les échantillons ont été métallisés avec une fine couche de 

carbone avant observation, pour permettre l’évacuation des charges. Un échantillon des images 

obtenues est présenté sur la Figure III.16. 

     

 

   

Figure III.16 - Images MEB en électrons rétrodiffusés de cellules B16F10 sur un wafer de silicium : 
(a)(b) Cellules contrôles et (c)(d) Cellules exposées aux NPs 

Avec le protocole utilisé, la structure des cellules est bien conservée (Figure III.16 a et b). Aucune NP 

n’a été repérée sur les cellules exposées (Figure III.16 c et d). Même si la présence de quelques NPs a 

pu être manquée (difficulté d’observation due à leur petite taille), ce résultat semble indiquer qu’une 

grande partie de l’or détecté en ICP-MS provient de NPs internalisées. En effet, avec les conditions de 

mesure choisies ici, la profondeur analysée par les électrons rétrodiffusés n’est que de 10 nm environ 

pour l’or.150 Seules les NPs situées très proches de la surface des cellules sont donc observables. 

L’utilisation de la microscopie électronique en transmission a ensuite permis de déterminer leur 

localisation intracellulaire. 

a) b) 

c) d) 

a) 

Contrôle 

AuNPs 
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2. Observation en microscopie électronique en transmission 

L’observation de cellules en TEM nécessite de préparer des coupes ultra-fines, afin de permettre aux 

électrons de traverser l’échantillon. Pour cela, les cellules sont fixées avec du glutaraldéhyde, 

déshydratées dans des bains d’éthanol de concentrations croissantes, incluses dans une résine époxy, 

avant d’être découpées avec un ultramicrotome. Divers contrastants peuvent être utilisés pour rendre 

les structures biologiques visibles, comme le tétroxyde d’osmium, le citrate de plomb, ou encore 

l’acétate d’uranyle. Dans notre étude, plusieurs protocoles ont été utilisés (voir leur description 

détaillée en Annexe A), leurs spécificités seront décrites par la suite. Tous les tests en présence de NPs 

(hors contrôles) ont été effectués avec les Au-PMAA(10,6-A). Les cellules ont été exposées à une 

concentration en or de 22 µg/mL durant 18 heures, de manière à reproduire les conditions utilisées 

pour les tests d’internalisation. L’ensemble des protocoles a été mis au point et réalisé en collaboration 

avec les ingénieures de la plateforme de microscopie électronique de l’Institut de Biologie Intégrative 

de la Cellule (I2BC), Cynthia Gillet et Claire Boulogne. Les observations en TEM ont été réalisées sur 

cette même plateforme.  

Dans un premier temps, des observations ont été réalisées sur des cellules préparées sans osmium, 

mais avec de l’acétate d’uranyle. Un échantillon d’images représentatif des contrôles (sans NPs) et des 

échantillons avec NPs sont présentés sur la Figure III.17. Pour faciliter l’interprétation, la localisation 

du noyau (N) et du cytoplasme (C) est précisée sur les images. 
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Figure III.17 - Images TEM de cellules B16F10 
(a) Sans exposition à des NPs (Contrôle) et (b)(c)(d) Après exposition à des Au-PMAA (AuNPs) (d = zoom d’une zone de c) 

Les images obtenues mettent en évidence un manque de contraste, les compartiments et membranes 

cellulaires n’étant pas toujours bien visibles. Dans les échantillons exposés aux NPs, certaines images 

semblent mettre en évidence la présence de NPs dans le cytoplasme (flèches rouges sur la Figure 

III.17d). Leur observation est toutefois particulièrement difficile, compte tenu de leur petite taille. Peu 

de NPs ont ainsi été repérées. Des structures très contrastées, de tailles beaucoup plus importantes, 

ont également été observées, comme sur la Figure III.17d (cercle rouge). La résolution n’étant pas 

optimale, nous ne pouvons pas conclure sur la nature de ces structures, qui pourraient correspondre 

à des agrégats de NPs. 

Afin d’améliorer les conditions d’observation, une deuxième série d’échantillons a été préparée. Cette 

fois, l’osmium a été utilisé, pour fixer et renforcer le contraste des structures lipidiques. En outre, 

certains échantillons ont été traités avec une solution d’amplification à l’argent (silver enhancement), 

qui a pour objectif d’accroître la taille des AuNPs en effectuant la réduction d’ions argent en métal 

directement sur les AuNPs, qui jouent le rôle de sites de nucléation.151 Ce procédé peut être utilisé sur 
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des cellules ou des tissus, après fixation, pour faciliter l’identification des AuNPs.152–154 L’amplification 

à l’argent a parfois été précédée d’un traitement avec de la saponine, qui permet de perméabiliser les 

membranes pour favoriser la pénétration de la solution. Parmi les différentes conditions testées (voir 

détails en Annexe A), nous avons finalement retenu celle obtenue par un traitement d’amplification à 

l’argent de 10 minutes, sans utilisation de saponine. Le risque que nous avons identifié avec cette 

dernière était en effet d’induire, dans les structures cellulaires perméabilisées, des déplacements de 

NPs post-fixation qui fausseraient les interprétations. Il faut également garder à l’esprit que l’argent 

peut amplifier des impuretés, et pas seulement les AuNPs. 

Plusieurs structures nanométriques contrastées ont été observées dans les cellules exposées aux NPs. 

Un exemple est présenté sur la Figure III.18a. Afin de confirmer que les objets repérés sont bien des 

NPs, nous avons tout d’abord effectué des observations en champ sombre en TEM à balayage 

(Scanning TEM en anglais, ou STEM), ainsi que des analyses en EDX. Celles-ci ont été effectuées sur des 

zones, dans les cellules, où nous pensions avoir identifié des regroupements de NPs, et également sur 

des impuretés contrastées en-dehors de la cellule, potentiellement amplifiées à l’argent et pouvant 

ressembler à des NPs. 

     

Figure III.18 - Comparaison des images obtenues en (a) TEM champ clair et (b) STEM champ sombre pour des cellules 
B16F10 après exposition à des Au-PMAA(10,6-A) pendant 18 heures et traitées avec du silver enhancement 

Sur la Figure III.18, on peut comparer une image obtenue en champ clair en TEM classique avec la 

même zone observée en champ sombre en STEM. On voit que les particules sphériques, sombres sur 

l’image en champ clair, apparaissent très lumineuses en champ sombre et sont donc facilement 

identifiables, même si la résolution est moins bonne qu’en TEM classique dans notre cas (limitation 

liée à l’appareil utilisé). Comme dit précédemment, en champ sombre, l’intensité est liée au carré du 

numéro atomique. Le très fort contraste observé semble donc renforcer notre hypothèse selon 

laquelle ces particules sont bien nos AuNPs. Des analyses EDX ont ensuite été effectuées sur cette 

même zone. Le carré plus sombre visible sur la Figure III.18a provient d’ailleurs de l’impact du faisceau 

a) b) 
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durant l’analyse. Le spectre obtenu est présenté sur la Figure III.19, en comparaison avec celui 

provenant d’une zone comportant des impuretés. Le cuivre provient de la grille et le plomb d’un des 

agents de contraste utilisés (citrate de plomb). Sur le premier spectre, on peut remarquer un petit pic 

localisé au niveau de l’énergie correspondant aux rayons X de type Lα caractéristiques de l’or (9,712 

keV). Ce pic n’étant pas présent sur le spectre des impuretés, on peut donc conclure que les objets 

identifiés sont bien des AuNPs. 

 

Figure III.19 - Analyses EDX pour confirmer la présence d’or : comparaison de la zone visible sur la Figure III.18 avec une zone 
comportant des impuretés 

Après cette confirmation, nous avons pu étudier plus en détails la localisation des NPs. Un échantillon 

d’images représentatif des observations effectuées est visible sur la Figure III.20. Les images obtenues 

à partir du contrôle ne sont pas présentées ici, mais elles ne comportent aucune des structures 

indiquées en rouge sur la Figure III.20, qui correspondent aux zones où des NPs ont été identifiées. 

Parmi les observations effectuées, les NPs ont été repérées sous plusieurs formes et dans différentes 

parties de la cellule :  

 Beaucoup d’entre elles semblent regroupées, voire agrégées, dans le cytoplasme (Figure III.20 

a et b), sans membrane apparente autour d’elles. L’agrégation est cependant à nuancer, 

puisqu’elle peut provenir d’une fusion des NPs due à l’amplification à l’argent. En effet, ces 

agrégats sont souvent positionnés près de la membrane cellulaire, et il est possible qu’ils 

correspondent à des NPs qui ont été beaucoup amplifiées, étant plus accessibles que celles se 

trouvant dans des compartiments ou plus à l’intérieur de la cellule. Quelques NPs isolées ont 

également été observées dans le cytoplasme (Figure III.20 a et f). 

 D’autres NPs semblent se situer à l’intérieur de compartiments cellulaires. Certains ont été 

clairement identifiés, comme des mitochondries (Figure III.20c) et un autophagosome (Figure 

III.20g). Le type de structure visible sur la Figure III.20h semble quant à lui être un mélanosome, 

structure caractéristique des cellules produisant de la mélanine, comme c’est le cas ici (cellules 
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de mélanome murin).155,156 Il est cependant difficile de conclure sur la nature des vésicules peu 

denses aux électrons repérées à plusieurs reprises (Figure III.20 d, e, f). On peut supposer que 

ce sont des endosomes précoces, puisqu’un des mécanismes d’internalisation des NPs les plus 

courants est l’endocytose et que leur morphologie semble similaire à celle référencée dans la 

littérature.157 Toutefois, leur double membrane caractéristique, issue de leur formation à 

partir de la membrane cellulaire, n’apparaît pas clairement sur les images. 

 Plusieurs NPs isolées ont également été observées à l’intérieur du noyau (Figure III.20 e et f). 

 Enfin, on peut noter qu’aucune NP ne semble être en simple interaction avec la membrane, 

sans être internalisée, ce qui confirme les résultats obtenus en MEB. 
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Figure III.20 - Images TEM de cellules B16F10 après exposition à des Au-PMAA(10,6-A) pendant 18 heures et amplifiées à 
l’argent 

Si nos NPs pénètrent dans les cellules par la voie d’endocytose, il est logique d’en retrouver dans des 

vésicules, qui doivent a priori être des endosomes, ou bien des lysosomes, qui sont leur évolution et 

qui ont pour fonction d’assurer la digestion cellulaire.158 Le fait que les NPs soient plusieurs dans un 

même compartiment peut également renforcer cette hypothèse d’endocytose, puisque plusieurs 

modèles ont montré que les petites NPs (R < 20 nm) ne peuvent être endocytées seules, mais 

uniquement à plusieurs.159–161 

La présence de NPs dans le cytoplasme peut, elle, s’expliquer de deux manières : elles ont pu 

s’échapper des endosomes/lysosomes après internalisation par endocytose, ou bien elles ont pénétré 

dans la cellule par un autre mécanisme. L’évasion endosomale (endosomal escape) est un phénomène 

qui a déjà été observé et exploité dans de nombreuses études, en particulier dans le cadre de la 

délivrance de gènes.162 Plusieurs polymères ont ainsi été utilisés, impliquant différents mécanismes, 

parmi lesquels le proton sponge effect est le plus répandu (Figure III.21a). Il repose sur la capacité de 

certains polymères à agir comme des tampons dans une gamme de pH entre 5 et 7. Lors de 

l’acidification des endosomes (pH de 5,5 à 6,3 pour les endosomes, et d’environ 4,7 pour les 
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lysosomes163), les polymères se protonent et tamponnent le milieu, empêchant la diminution du pH. 

Pour tenter d’atteindre le pH caractéristique de l’endosome/du lysosome, une quantité importante 

d’ions H+ continue alors d’être pompée dans le compartiment, nécessitant également un afflux d’ions 

chlorure pour maintenir un équilibre des charges. La forte pression osmotique ainsi générée finit par 

provoquer la formation de pores dans la membrane, voire la rupture complète de l’endosome ou du 

lysosome, ce qui permet de libérer les NPs dans le cytoplasme.163,164 La plupart des polymères utilisés 

dans ce but contiennent des amines tertiaires, comme le PDMAEMA par exemple.165,166 Certains 

polymères comprenant des acides carboxyliques, dont le PMAA, ont également montré des propriétés 

de proton sponge effect.167–169 En plus de ce mécanisme, certains auteurs avancent que 

l’hydrophobicité de ces polymères à pH acide (protonation des groupes carboxylates) pourrait 

entraîner des interactions avec les lipides et induire une déstabilisation de la membrane conduisant 

également à une évasion endosomale (Figure III.21b).167 Ainsi, il est possible que certaines des Au-

PMAA utilisées se soient échappées des endosomes par l’un ou l’autre de ces mécanismes. 

 

Figure III.21 - Schématisation de deux mécanismes d’évasion endosomale :  
(a) proton sponge effect et (b) déstabilisation de la membrane170 

Une autre possibilité est que nos NPs aient été internalisées par la cellule via un autre mécanisme que 

l’endocytose, comme la diffusion passive. Leur présence dans divers compartiments cellulaires, ainsi 

que dans le cytoplasme et le noyau, va dans ce sens puisqu’elle démontre une absence de spécificité. 

Lund et al. avaient ainsi prouvé, en testant différents inhibiteurs d’endocytose, que la captation de 

leurs petites nanoparticules d’or (2 nm de diamètre) ne se faisait pas par cette voie.98 Ils ont émis 
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l’hypothèse qu’elles pénétraient par diffusion via des pores dans la membrane cellulaire, soit déjà 

existants, soit qu’elles créaient elles-mêmes. Cependant, les auteurs avaient également observé, après 

18 heures d’incubation, une accumulation de NPs agrégées dans des structures ressemblant à des 

endosomes. Ils expliquent cette évolution par un échange, dans le cytoplasme, de ligands thiols en 

surface des AuNPs : si les thiols (glutathion et cystéine) naturellement présents dans les cellules 

déplacent la couronne existante, leur petite taille pourrait ne plus suffire à stabiliser les NPs, et on 

observerait alors une agrégation. Cet échange intracellulaire de ligands thiols avait déjà été montré 

auparavant, en particulier avec le glutathion.171 Dans notre cas, il pourrait être favorisé par le fait que 

nos ligands sont des macromolécules, comme l’ont démontré Smith et al.172 Les auteurs suggèrent que 

cet échange facilité peut s’expliquer par un greffage moins dense de la couronne, par rapport à des 

petites molécules. Cependant, il a également été mis en évidence que les ligands anioniques résistaient 

bien mieux aux échanges avec les thiols intracellulaires que les cationiques, grâce aux répulsions 

électrostatiques.173 On peut donc supposer que le PMAA utilisé ici ne subit pas trop d’échanges. Au-

delà des hypothèses soulevées de pénétration par diffusion et d’échange de ligands, l’étude de Lund 

et al. souligne l’importance de la durée d’incubation avec les NPs, et semble montrer une évolution 

dans le temps des processus d’internalisation, et surtout de l’état intracellulaire des NPs. 

Concernant la pénétration de NPs non agrégées dans le noyau, nos observations concordent avec 

d’autres études réalisées sur de petites NPs.89–91,142 Elles pourraient, là encore, avoir pénétré dans le 

noyau par simple diffusion passive, puisque les pores nucléaires laissent passer les molécules de taille 

inférieure à 9 nm.174 En effet, même si nos NPs ont un diamètre plus grand, le cœur d’or est lui 

beaucoup plus petit, et on peut supposer que la flexibilité des chaînes polymères leur permet tout de 

même de passer à travers les pores nucléaires. 

La localisation de nos NPs dans les mitochondries est plus surprenante. Seulement quelques études 

ont rapporté de telles observations pour des AuNPs, en particulier dans le cas de NPs cationiques.175–

177 Il a été montré que la membrane externe des mitochondries est perméable à des AuNPs de 3 nm 

de diamètre, mais pas de 6 nm.178 Même en considérant une certaine flexibilité des chaînes polymères, 

il semble donc peu probable que nos NPs aient pu simplement diffuser à travers cette membrane. La 

charge négative de la membrane des mitochondries ne peut pas non plus expliquer l’interaction avec 

nos NPs anioniques.175,176 Schaueblin et al. ont cependant observé un stress mitochondrial après 

exposition à des AuNPs chargées négativement.111 Ils expliquent cet effet par une déstabilisation du 

potentiel de la membrane des mitochondries, mais ne s’intéressent pas à la pénétration des NPs dans 

celles-ci. Des tests supplémentaires seront donc nécessaires pour comprendre ce phénomène 

d’internalisation mitochondriale des Au-PMAA. 
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Grâce à ces observations en TEM, nous avons pu identifier les différentes localisations intracellulaires 

des NPs. Leur interprétation laisse entrevoir deux mécanismes possibles d’internalisation, par diffusion 

passive ou par endocytose. Les images obtenues ont également mis en évidence un phénomène 

d’agrégation des NPs dans certaines zones du cytoplasme. Cette agrégation reste toutefois sujette à 

caution puisque l’amplification à l’argent a pu induire la fusion des cœurs des NPs. 

 

Les analyses menées en MEB et TEM ont permis d’identifier les différentes localisations intracellulaires 

des Au-PMAA, et d’émettre des hypothèses concernant les mécanismes d’internalisation et le devenir 

des NPs à l‘intérieur de la cellule. Des tests complémentaires devront être réalisés par la suite afin de 

confirmer ou infirmer ces hypothèses. Concernant l’internalisation par endocytose, on pourrait par 

exemple réaliser des tests de captation à 4°C. A cette température, aucune conversion ATP/ADP 

(adénosine triphosphate/adénosine diphosphate) n’est possible. Puisque c’est cette réaction qui 

fournit l’énergie dans les cellules, les mécanismes nécessitant de l’énergie, comme l’endocytose, ne 

peuvent avoir lieu. Ce test à 4°C permettrait donc de déterminer si les NPs pénètrent ou non par 

endocytose.179,180 Un traitement avec de l’azoture de sodium permet lui aussi d’empêcher 

l’endocytose.179 On peut également envisager l’utilisation d’inhibiteurs de certains types spécifiques 

d’endocytose, pour obtenir des informations plus précises.98,106,181 D’autre part, l’évasion endosomale 

pourrait être confirmée par des tests mettant en jeu la calcéine. C’est un fluorophore qui présente une 

fluorescence très localisée et peu intense lorsqu’il est situé dans les endosomes, mais dont la libération 

dans le cytoplasme entraîne une fluorescence intense et diffuse. Comme la calcéine ne peut pas passer 

à travers les membranes, la caractérisation de son signal de fluorescence intracellulaire permet de 

déterminer si les NPs induisent ou non une évasion endosomale.165,182 Il serait également intéressant 

d’effectuer une analyse des noyaux en ICP-MS, afin de quantifier le pourcentage de NPs ayant pénétré 

dans le noyau.89,90 Enfin, l’étude de l’ensemble de ces mécanismes à différents temps d’exposition 

pourrait apporter des informations sur l’évolution des processus d’internalisation. 

Outre la réalisation de nouveaux tests pour mieux comprendre les phénomènes mis en jeu dans le cas 

du PMAA, il faudra également caractériser l’internalisation des autres types de NPs, afin de déterminer 

comment la couronne polymère impacte les mécanismes d’internalisation. Les NPs comportant du 

PDMAEMA, de par leur caractère cationique, risquent par exemple d’affecter l’intégrité de la 

membrane cellulaire, pouvant y créer des pores ou induire son amincissement.107,108 Elles pourraient 

également affecter la membrane des mitochondries. L’association du PDMAEMA avec le PMAA 

pourrait cependant contrer ces effets délétères sur les membranes, puisqu’il a été montré que les NPs 

zwitterioniques pouvaient pénétrer la membrane cellulaire sans y induire de défaut.183 Les NPs 
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comprenant des monomères MAnBu plus hydrophobes pourraient quant à elles agir à la manière de 

cell-penetrating peptides, dont le caractère amphiphile semble expliquer leur pénétration directe à 

travers la membrane cellulaire, sans dommage sur cette dernière.115 La capacité des NPs à s’échapper 

des endosomes constituera également un critère d’évaluation important, ainsi que leur propension à 

pénétrer dans le noyau. 

D. LES NPS PEUVENT-ELLES ÊTRE ÉLIMINÉES ? 

Si l’on suit le cheminement des NPs à l’intérieur des cellules, on arrive nécessairement à la question 

de leur élimination. Deux voies sont envisageables : soit les NPs finissent par être évacuées de la 

cellule, par un processus d’exocytose par exemple, soit elles restent dans la cellule, subissant 

éventuellement des dégradations. L’évacuation des NPs par les cellules reste un phénomène peu 

étudié, et les résultats obtenus par les rares articles traitant ce sujet sont très disparates. Chithrani et 

al. ont par exemple montré en 2007 une exocytose des AuNPs internalisées extrêmement rapide et 

efficace : 40% des NPs internalisées sont évacuées en 1 heure dans le cas de AuNPs de 14 nm de 

diamètre.179 Une autre étude réalisée sur plusieurs lignées cellulaires met en évidence un taux 

d’exocytose d’au moins 20% des AuNPs internalisées, après seulement 3 heures post-incubation.181 Le 

taux atteint même 40% chez certaines lignées. Des observations similaires ont également été 

rapportées pour des quantum dots (temps de demi-vie de 22 minutes avec plus de 30% des NPs 

évacuées).184 Au contraire, Verma et al. n’ont noté aucune élimination de AuNPs après 6 heures post-

incubation.115 L’origine de ces différences pourrait provenir du mécanisme d’internalisation et de la 

localisation intracellulaire des NPs : la dernière étude concerne des AuNPs ayant la propriété de 

pénétrer par simple diffusion à travers la membrane cellulaire, tandis que les autres ont montré que 

la captation de leurs NPs s’effectuait par endocytose. Il semble alors raisonnable de penser que les NPs 

endocytées peuvent être directement évacuées par exocytose, sans jamais quitter l’intérieur du 

compartiment endosomique, tandis que celles localisées dans le cytoplasme ne peuvent être éliminées 

par cette voie. Enfin, il est important de noter que la division cellulaire constitue un autre moyen pour 

la cellule de réduire le nombre de NPs internalisées, puisqu’elles se retrouvent réparties entre les deux 

cellules filles.185 

Pour étudier l’élimination de nos Au-PMAA(10,6-A), nous avons réalisé une internalisation dans les 

mêmes conditions que celles utilisées précédemment : incubation avec une solution contenant 22 

µg/mL d’or pendant 18 heures. Après cette exposition, le milieu contenant les NPs a été aspiré, les 

cellules ont été lavées 3 fois au DPBS, puis replacées dans un nouveau milieu de culture sans NPs. Les 

différents échantillons ont alors été trypsinés après 1, 2, 4, 6 ou 8 heures post-lavage, puis analysés en 

ICP-MS. Chaque condition a été réalisée en triplicata. Les résultats sont présentés sur la Figure III.22. 
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Figure III.22 - Cinétique d'élimination des Au-PMAA(10,6-A) dans les cellules B16F10 après une exposition de 18 heures à une 
concentration en or de 22 µg/mL 

La cinétique obtenue montre que les NPs internalisées sont maintenues dans la cellule, puisque 90% 

de la quantité d’or est encore présente après 8 heures post-lavage. Il semblerait que la quantité 

diminue au cours du temps, mais cette évolution n’est pas significative sur la durée observée. Une fois 

internalisées, les Au-PMAA ne sont donc pas expulsées rapidement des cellules. D’après l’analyse de 

la littérature effectuée plus haut, ce résultat tend à montrer que nos NPs ne sont pas bloquées dans 

les endosomes : soit elles sont internalisées par d’autres mécanismes, soit elles ont la capacité à 

s’échapper des endosomes/lysosomes. 

Là encore, il faudra analyser et comparer les résultats pour les différentes couronnes polymères. Leur 

impact sur l’internalisation se retrouvera très certainement sur l’élimination, puisque les deux 

phénomènes semblent liés. Dans une perspective d’utilisation en radiothérapie, la question de la 

dégradation sera également primordiale, puisque le format même de nanoparticule joue un rôle 

prépondérant dans les mécanismes de radiosensibilisation (réactivité de la surface d’or et des 

molécules d’eau à l’interface,186–188 émission accrue d’électrons secondaires par rapport au matériau 

massif189). La dégradation intracellulaire des NPs pourrait ainsi être étudiée par la suite, afin de 

déterminer si certains polymères assurent une meilleure protection que d’autres. De manière plus 

générale, l’élimination des NPs est un sujet important dans le cadre d’applications médicales. Leur 

persistance prolongée à l’intérieur des cellules pourrait induire de la toxicité sur le long terme, et c’est 

donc un aspect qu’il sera nécessaire d’étudier dans la suite du projet. 

 

L’ensemble de cette étude portant sur l’internalisation de nos NPs a permis d’aborder un premier 

aspect de leur interaction avec les cellules. Nous avons tout d’abord pu montrer que l’ensemble de 

nos Au-polyméthacrylates étaient internalisées, mais dans des proportions diverses. Les structures de 

nos NPs étant très proches, avec des ligands de masses molaires comparables, la comparaison des 
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résultats obtenus pour les différents types de NPs a permis d’identifier de manière fiable l’impact des 

propriétés physico-chimiques de la couronne polymère. Ainsi, nous avons pu mettre en évidence une 

captation accrue pour les ligands polymères présentant un caractère hydrophobe ou cationique, 

même partiel, tandis que la taille des ligands ne semble pas induire de différence notable. Les tests 

réalisés sur les AuNPs fonctionnalisées par des protéines ont en outre montré la possibilité d’accroître 

le nombre de NPs internalisées en ciblant des récepteurs spécifiques des cellules exposées.  

Concernant les mécanismes qui régissent l’internalisation, les expériences supplémentaires menées 

sur les Au-PMAA ont permis de démontrer plusieurs points intéressants. Tout d’abord, les deux études 

cinétiques ont révélé une internalisation rapide (or détecté après 1h d’incubation) et prolongée (pas 

de saturation après 24h), et une élimination quasi inexistante. Les observations en microscopie 

électronique ont ensuite confirmé que les NPs étaient bien internalisées et pas simplement adsorbées 

sur la membrane plasmique. Les localisations intracellulaires des NPs, déterminées en TEM, se sont 

révélées très diverses : cytoplasme, vésicules, mitochondries, et noyau notamment. Les images n’ont 

cependant pas permis de déterminer les mécanismes d’internalisation, qui devront faire l’objet 

d’études supplémentaires. 

Pour poursuivre cette étude, outre les expériences à réaliser pour déterminer les mécanismes exacts 

d’internalisation des différents types de NPs, il pourrait être intéressant de comparer la quantité de 

NPs captées par d’autres lignées cellulaires, cancéreuses ou non. Certains auteurs ont en effet observé 

des captations préférentielles chez les cellules cancéreuses par rapport aux cellules saines.142  

IV. CYTOTOXICITÉ 

Dans une perspective d’utilisation en médical, la cytotoxicité des NPs est une question fondamentale. 

Une fois les NPs internalisées, leurs interactions avec les différents constituants cellulaires (ADN, 

membranes, mitochondries, etc.) peuvent dérégler certains mécanismes et induire la mort de la 

cellule. Les voies sont multiples et diffèrent selon le type de NPs.190 Dans le cas des AuNPs, de 

nombreuses études ont été réalisées, résumées dans plusieurs revues bibliographiques.191–193 

Cependant, la grande variété des NPs utilisées (taille, forme, ligands, fonctionnalisation) et des 

conditions appliquées (lignée cellulaire, ratio cellules/NPs, temps d’exposition, type de test, etc.) rend 

difficile la comparaison de l’ensemble des résultats publiés. 

Certaines tendances ont tout de même pu être identifiées concernant l’impact des propriétés physico-

chimiques des AuNPs sur leur toxicité. Ainsi, la charge de surface semble jouer un rôle important : une 

étude rapporte une toxicité accrue des NPs cationiques par rapport aux anioniques,194 tandis que 
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d’autres distinguent plutôt les NPs chargées comme étant plus toxiques que les NPs neutres.111 

Cependant, les mécanismes à l’origine de cette toxicité semblent différer selon la nature de la 

charge.111,195 Le cas du ligand citrate, chargé négativement, a été traité en particulier car il est souvent 

utilisé comme agent stabilisant dans les synthèses de AuNPs. L’équipe de Kirkpatrick a montré qu’il 

induit une certaine toxicité.196,197 Outre la charge, l’hydrophobicité semble également avoir un impact. 

Il a ainsi été montré que plus les ligands sont hydrophobes, plus les AuNPs sont toxiques.198 

Dans ce projet, notre objectif étant d’utiliser nos AuNPs en radiosensibilisation, nous cherchons des 

NPs ne présentant aucune toxicité intrinsèque, mais capables d’augmenter les dommages provoqués 

par les rayonnements. Des tests de cytotoxicité ont donc été effectués en amont des études sous 

irradiation, afin de s’assurer que la nature même des NPs ne génère pas d’effet toxique chez la cellule. 

La méthode choisie ici pour évaluer la toxicité des NPs va être décrite dans une première partie, avant 

de détailler les résultats obtenus concernant l’impact de la longueur de la couronne polymère, l’impact 

de sa nature, et enfin l’impact de la doxorubicine et des protéines greffées. 

A. DESCRIPTION DE LA MÉTHODE UTILISÉE 

Pour réaliser ces tests, nous avons choisi de nous conformer à la norme NF EN ISO 10993-5, qui 

concerne les méthodes d’évaluation de la cytotoxicité in vitro des dispositifs médicaux, et dont 

l’application est préconisée par l’AFSSAPS (Agence Française de Sécurité Sanitaire des Produits de 

Santé) dans le cas des nanoparticules utilisées pour le traitement du cancer.199 La toxicité des NPs a 

ainsi été évaluée par un test de viabilité cellulaire nommé test MTT, du nom du composé chimique 

utilisé, le bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényl-tétrazolium. Ce sel de tétrazolium peut 

être réduit en cristaux de formazan violets par l’enzyme succinate déshydrogénase mitochondriale 

(Figure III.23). La quantité de cristaux formés est ainsi proportionnelle au nombre de cellules vivantes 

et métaboliquement actives. La mesure de l’absorbance après dissolution des cristaux permet donc de 

quantifier la viabilité cellulaire. 

https://en.wikipedia.org/wiki/Di-
https://en.wikipedia.org/wiki/Di-
https://en.wikipedia.org/wiki/Thiazole
https://en.wikipedia.org/wiki/Phenyl
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Figure III.23 - Réaction de réduction du MTT en formazan 

La lignée utilisée pour ces tests correspond à des fibroblastes murins, appelée L929. Contrairement 

aux B16F10 utilisées en internalisation, ce sont des cellules saines. L’exposition aux NPs dure 48 heures, 

à la suite desquelles le test MTT est réalisé. Chaque condition est réalisée en six exemplaires. Pour 

l’ensemble des tests de cytotoxicité, nous avons à nouveau choisi de travailler à concentration en or 

constante, et ce sur une large gamme de concentrations allant de 0,1 à 50 µg/mL d’or. Les détails du 

protocole expérimental sont disponibles en Annexe A. Concernant l’analyse des résultats, la norme NF 

EN ISO 10993-5 considère qu’il y a une toxicité lorsque la viabilité cellulaire est inférieure à 70%. Des 

tests statistiques basés sur des modèles linéaires ont en outre été effectués pour certains résultats. La 

significativité est évaluée en termes de p-valeur (détails en Annexe A). 

B. VARIATION DE LA LONGUEUR DE LA COURONNE PMAA 

Nous avons d’abord voulu étudier si la longueur des chaînes PMAA greffées pouvait avoir un impact 

sur la toxicité des NPs. La comparaison des résultats obtenus pour trois longueurs de chaînes 

différentes est présentée sur la Figure III.24. 
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Figure III.24 - Cytotoxicité des NPs Au-PMAA sur les cellules L929 après une exposition de 48 heures 

Pour les quatre Au-PMAA analysées, on n’observe aucune toxicité pour des concentrations d’or 

inférieures à 50 µg/mL (viabilité au-dessus du seuil de toxicité). Cela montre que les NPs ne deviennent 

toxiques qu’à très forte concentration. Ce résultat est cohérent avec la littérature, puisque Yilmaz et 

al. ont eux aussi mis en évidence la faible toxicité de leurs Au-PMAA.200  

Une étude similaire de l’impact de la masse molaire, effectuée pour des chaînes PEG en surface de 

AuNPs, n’avait montré aucun impact de la masse molaire du polymère.117 Ici, les résultats semblent 

également assez proches au premier abord. Nous avons réalisé un test statistique pour confirmer cette 

impression. Aucune différence n’est identifiée entre les deux Au-PMAA(10,6), ce qui montre une 

bonne reproductibilité. En les comparant aux autres Au-PMAA, le test statistique semble indiquer une 

diminution de la toxicité lorsque la longueur de chaîne augmente, mais seulement pour une p-valeur 

comprise entre 0,05 et 0,1. L’effet n’est donc pas très significatif, et il faudrait confirmer ces résultats 

en répétant l’expérience de nombreuses fois. Dans tous les cas, cela tend à montrer que ce n’est pas 

la quantité d’or internalisée qui détermine la toxicité des NPs, puisque les tests de captation avaient 

mis en évidence une quantité deux fois plus importante dans le cas des chaînes de 18,6 kg/mol. 

C. VARIATION DE LA NATURE DE LA COURONNE 

Après l’impact de la longueur de chaîne, nous avons cherché à déterminer celui de la nature des 

polyméthacrylates greffés sur la toxicité des AuNPs. Les résultats obtenus pour les différentes 

couronnes sont présentés sur la Figure III.25. 
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Figure III.25 - Cytotoxicité des NPs Au-PMAA(10,6), Au-PDMAEMA, Au-P(DMAEMA-MAA), Au-P(HEMA-MAA), Au-P(MAnBu-
MAA) et Au-P(PEGMA-MAA) sur les cellules L929 après une exposition de 48 heures 

L’observation des résultats montre que la présence des monomères HEMA, MAnBu et PEGMA ne 

semble pas induire de forte différence de toxicité par rapport au PMAA seul, excepté à la plus forte 

concentration. Le PDMAEMA, lui, se révèle extrêmement toxique, ce qui confirme donc les 

observations réalisées sur les tests d’internalisation. Cette toxicité du PDMAEMA était attendue, elle 

a déjà été montrée à plusieurs reprises dans la littérature.122,201 Comme dit précédemment, elle 

pourrait s’expliquer par la capacité des NPs cationiques à affecter l’intégrité de la membrane 

cellulaire,107,108 ou bien à induire une rupture physique des endosomes, même si ce dernier point reste 

sujet à débat.166,201 Récemment, il a également été montré que les NPs cationiques peuvent être 

internalisées dans les mitochondries et entraîner des disfonctionnements chez celles-ci.177 Ici, la 

copolymérisation du PDMAEMA avec le PMAA semble toutefois inhiber cette toxicité de manière 

efficace, puisque les Au-P(DMAEMA-MAA) ne présentent aucune toxicité sur l’ensemble des 

concentrations testées. 

Même si la toxicité du PDMAEMA est un résultat attendu, nous avons tout de même cherché à 

confirmer qu’elle ne provenait pas du cuivre issu du catalyseur d’ATRP, qui pourrait être encore 

présent sous forme de traces. En effet, les amines du PDMAEMA pourraient complexer les ions Cu2+. 

Nous avons donc analysé en ICP-MS la quantité de cuivre présente dans les ligands DS-PMAA (DS04) 

et DS-PDMAEMA. Les résultats sont résumés sur le Tableau III.3. Les pourcentages massiques obtenus 

sont très faibles, et ce pour les deux polymères, mais la quantité de cuivre est effectivement plus 

importante dans le cas du PDMAEMA. Si l’on applique ce pourcentage à la quantité de polymère 

présente pour 50 µg/mL d’or (soit la concentration maximale utilisée pour les tests de cytotoxicité), on 

obtient des concentrations en cuivre extrêmement faibles, de l’ordre du ng/mL (Tableau III.3). En 

outre, on fait ici abstraction de l’éventuelle élimination de cuivre lors de la synthèse et des lavages des 

NPs. Ces valeurs correspondent donc à des maximums. Or, les études de toxicité des ions Cu2+ 
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montrent qu’aucune toxicité n’est observée sur les L929 en-dessous de 1 µg/mL.202 La toxicité des Au-

PDMAEMA ne peut donc pas provenir de la présence de cuivre dans l’échantillon. 

Tableau III.3 - Analyses des traces de cuivre dans les polymères 

 DS-PMAA (DS04) DS-PDMAEMA 

%w Cu (ICP-MS) 4,2.10-4 10,5.10-4 

Concentration Cu maximale pour 50 
µg/mL d’or (µg/mL) 

1,7.10-3 7,9.10-3 

 

Outre le cuivre, nous avons également voulu déterminer si la toxicité observée pour les Au-PDMAEMA 

provenait uniquement du polymère, ou bien si elle était accentuée par le fait qu’il entraîne une 

présence accrue d’or dans les cellules. Un test MTT a donc été effectué pour comparer les Au-

PDMAEMA avec le PDMAEMA seul, en même proportion (Figure III.26). Les concentrations supérieures 

à 1 µg/mL d’or (équivalent à 15 µg/mL de doxorubicine) ne sont pas représentées, ni considérées, car 

la forte internalisation des Au-PDMAEMA entraîne un artefact au niveau de la mesure d’absorbance 

sur laquelle repose le calcul de la viabilité. 

 

Figure III.26 - Cytotoxicité des NPs Au-PDMAEMA et du PDMAEMA seul sur les cellules L929 après une exposition de 48 
heures 

Les résultats montrent que le PDMAEMA seul est lui aussi très toxique, ce qui prouve bien un effet 

majoritaire du polymère. On observe cependant une toxicité accrue des Au-PDMAEMA par rapport au 

polymère seul, confirmée par le test statistique (p-valeur < 0,001). L’or internalisé peut donc avoir un 

rôle dans l’effet toxique des NPs. On pourrait aussi supposer que les mécanismes d’internalisation, et 

plus généralement d’interactions avec les cellules, sont impactés par le format de nanoparticule, et 

induisent donc des phénomènes différents. 

Concernant les autres NPs synthétisées, celles-ci ne deviennent toxiques qu’à une concentration en or 

de 50 µg/mL. A cette concentration, des différences importantes sont observées d’une couronne 
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polymère à l’autre, avec des résultats inattendus, puisque les Au-P(DMAEMA-MAA) sont les moins 

toxiques. Nous avons cherché à déterminer si ces différences ne provenaient pas d’un biais 

d’expérience, qui serait la proportion d’eau dans la solution à 50 µg/mL. En effet, toutes les solutions 

ont été préparées à partir d’une solution mère de 10 mg/mL de NPs, préparée par pesée. Or, le 

pourcentage d’or varie énormément entre les NPs (voir § III.B du chapitre 2), et le volume de solution 

mère prélevé pour atteindre les 50 µg/mL d’or varie donc de la même manière. Ainsi, on a 11% d’eau 

dans le cas des Au-P(PEGMA-MAA) mais seulement 1% pour les Au-P(DMAEMA-MAA). Un test MTT a 

donc été réalisé pour des proportions de 1 et 10% d’eau dans le milieu (Figure III.27). 

 

Figure III.27 - Cytotoxicité de l’eau sur les cellules L929 après une exposition de 48 heures. * p < 0,05 comparé au contrôle 

Les résultats obtenus montrent un effet significatif (p-valeur < 0,05) de l’eau lorsque sa proportion 

atteint 10% du milieu de culture. On peut supposer que l’ajout d’eau rend ici la solution hypotonique 

par rapport au cytoplasme des cellules, et génère donc un flux d’eau osmotique vers l’intérieur de 

celles-ci, entraînant une augmentation du volume des cellules qui peut aller jusqu’à provoquer la 

rupture de leur membrane.203 D’après les pourcentages de viabilité observés, le seul effet de l’eau ne 

suffit pas à expliquer la toxicité observée pour les NPs à la concentration la plus élevée, mais il pourrait 

affaiblir les cellules et ainsi augmenter la toxicité des NPs par un effet cumulatif. Les résultats à 50 

µg/mL ne sont donc pas considérés dans la suite. Pour pouvoir réellement comparer la toxicité des NPs 

à cette concentration, il faudrait donc travailler à pourcentage d’eau constant pour tous les types de 

NPs. 

Si l’on effectue un test statistique sans considérer les résultats obtenus pour 50 µg/mL d’or, on 

n’obtient aucune différence significative pour l’ensemble des copolymères par rapport aux Au-PMAA 

de référence. Ainsi, l’augmentation du nombre de NPs internalisées et de la masse d’or présente dans 

les cellules, montrée lors des tests de captation pour les Au-P(DMAEMA-MAA), Au-P(MAnBu-MAA) et 

Au-P(PEGMA-MAA) (§ III.B.2), ne semble pas induire de toxicité supplémentaire. 
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D. IMPACT DE LA DOXORUBICINE GREFFÉE 

Dans le chapitre 2 (§ IV.A), nous avons montré la possibilité de greffer sur nos NPs la doxorubicine, qui 

est un agent thérapeutique utilisé en chimiothérapie. L’objectif est de pouvoir combiner l’effet 

radiosensibilisant des AuNPs et l’effet cytotoxique de la doxorubicine. Nous avons donc évalué la 

toxicité de la molécule greffée, afin de déterminer si le greffage altère ses propriétés de toxicité. La 

comparaison a été effectuée par rapport à la doxorubicine libre préparée aux mêmes concentrations 

et en présence de Au-PMAA, pour inclure l’effet des NPs sur les cellules. Les conditions sont identiques 

à celles utilisées pour le reste des NPs. Les résultats sont présentés sur la Figure III.28. 

 

Figure III.28 - Cytotoxicité des Au-PMAA, Au-PMAA-Dox et Au-PMAA + Dox libre sur les cellules L929 après une exposition de 
48 heures 

La comparaison des viabilités cellulaires obtenues pour les différents composés analysés met en 

évidence la toxicité de la doxorubicine greffée et non greffée. Les Au-PMAA-Dox et Au-PMAA + Dox 

libre sont ainsi bien plus toxiques que les Au-PMAA, et ce dès 0,5 µg/mL de doxorubicine (soit 0,87 

µM) si l’on considère le seuil à 70% établi par la norme NF EN ISO 10993-5. Les viabilités obtenues sont 

d’ailleurs du même ordre que celles rapportées dans la littérature pour la doxorubicine seule, dans des 

conditions d’évaluation proches (test MTT réalisé sur des L929 avec une exposition de 48 heures).204 

Les résultats obtenus pour Au-PMAA-Dox et Au-PMAA + Dox libre semblent très proches. Le test 

statistique montre une différence significative entre les deux composés, avec une toxicité légèrement 

accrue des Au-PMAA + Dox libre (p-valeur < 0,001). Le greffage semble donc avoir atténué la toxicité 

de la doxorubicine, mais l’effet reste faible. Cela pourrait s’expliquer par le fait que l’amine utilisée 

pour le greffage est impliquée dans l’intercalation de la doxorubicine entre les brins d’ADN (Figure 

III.29), qui est un des mécanismes de toxicité de la molécule.205 
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Figure III.29 - Schématisation de la structure du complexe ADN-doxorubicine 205 

Par la suite, il faudra également tester la toxicité de ces nanoparticules sur des cellules cancéreuses, 

pour s’assurer de l’efficacité de la doxorubicine greffée sur les tumeurs.  

E. IMPACT DES PROTÉINES GREFFÉES 

Deux NPs greffées de protéines avaient été obtenues dans le chapitre 2 (§ IV.B), l’une avec la BSA et 

l’autre avec la lactoferrine. Dans le cas de cette dernière, l’objectif était de favoriser l’internalisation 

dans les cancers du cerveau, ce qui semble prometteur d’après les résultats in vitro (§ III.B.3). Au-delà 

des aspects de captation cellulaire, il est également nécessaire d’évaluer la toxicité de ces NPs greffées, 

via un protocole similaire à celui utilisé pour les autres NPs. Les Au-PMAA-Lf sont comparées aux Au-

PMAA-BSA, la BSA servant ici de protéine référence. Les résultats sont présentés sur la Figure III.30. 

 

Figure III.30 - Cytotoxicité des Au-PMAA, Au-PMAA-BSA et Au-PMAA-Lf sur les cellules L929 après une exposition de 48 
heures 
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Les Au-PMAA-BSA et Au-PMAA-Lf présentent des résultats similaires à ceux des Au-PMAA, ce que 

confirme le test statistique réalisé. Ce résultat montre que le greffage de protéines n’induit pas de 

toxicité supplémentaire. Il serait intéressant d’effectuer le même test sur une lignée de cancer du 

cerveau, telle que celle utilisée en internalisation (§ III.B.3). Cela permettrait par exemple de 

déterminer si la captation accrue des Au-PMAA-Lf génère une toxicité plus importante. 

 

Cette étude de toxicité effectuée sur l’ensemble de la gamme de NPs synthétisées montre que les Au-

PMAA et leur dérivés (copolymères ou surgreffage de protéines) ne sont toxiques qu’à forte 

concentration, même pour un temps d’incubation prolongé. Seules les Au-PDMAEMA ont montré un 

fort effet toxique, ce qui était un résultat attendu, ainsi que les Au-PMAA-Dox, ce qui a permis de 

mettre en évidence un bon maintien des effets cytotoxiques de l’agent de chimiothérapie greffé. 

V. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 

Les différentes études présentées dans ce chapitre ont permis de caractériser les interactions de nos 

AuNPs greffées polymères avec les constituants biologiques, à la fois à l’échelle moléculaire (protéines 

du milieu de culture et de la matrice extracellulaire) et cellulaire. Pour cela, nous avons développé 

plusieurs méthodes, telles que l’utilisation de la diffusion des rayons X aux petits angles pour évaluer 

la stabilité colloïdale en milieux biologiques, ou l’utilisation d’un modèle de MEC pour étudier la 

diffusion des NPs. Au-delà des résultats obtenus pour nos objets, ces méthodes pourront être 

appliquées par la suite à d’autres types de NPs. 

A partir du jeu de données collectées dans ce chapitre (résumées dans le Tableau III.4), nous pouvons 

identifier des tendances qui permettent de déterminer quelles caractéristiques des ligands sont 

favorables à l’une ou l’autre des propriétés que l’on recherche pour nos NPs. Nous avons ainsi pu 

montrer que la présence de tout ligand polyméthacrylate constitue un avantage indéniable pour 

assurer la stabilité colloïdale des NPs. Le comportement des NPs vis-à-vis de la MEC ou des cellules 

dépend, lui, des propriétés physico-chimiques des ligands. Certaines caractéristiques ont ainsi pu être 

identifiées comme critiques, notamment la présence de charges positives et de parties hydrophobes. 

Ces tendances sont schématisées sur la Figure III.31. 
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Tableau III.4 - Résumé des résultats obtenus pour la caractérisation des comportements de nos NPs vis-à-vis de différents 
systèmes biologiques 

 
Stabilité colloïdale 

en milieux 
biologiques 

Diffusion dans la 
MEC 

Captation 
cellulaire 

Absence de 
cytotoxicité 

PMAA ++ ++ + ++ 

PDMAEMA ++ - +++ - 

P(DMAEMA-MAA) ++ + +++ ++ 

P(HEMA-MAA) ++ ++ + ++ 

P(MAnBu-MAA) ++ - + ++ 

P(PEGMA-MAA) ++ ++ ++ ++ 

 

 

Figure III.31 - Résumé des caractéristiques des NPs étant favorables ou défavorables aux différentes propriétés 
généralement recherchées pour une NP à visée médicale 

La diversité des comportements résumés dans le Tableau III.4 et la Figure III.31 souligne la difficulté à 

mettre au point une NP optimale, certaines propriétés pouvant favoriser fortement un phénomène 

recherché, tout en induisant un comportement indésirable sur un autre aspect. Le cas du PDMAEMA 

illustre par exemple cet effet, puisqu’il permet une excellente internalisation mais génère également 

une grande toxicité. La possibilité de combiner différentes propriétés dans un même ligand en utilisant 

des copolymères constitue donc un avantage indéniable dans cette quête de la NP idéale, comme le 

montrent les bonnes performances des Au-P(DMAEMA-MAA) en captation et toxicité. 

Cette diversité des comportements peut aussi être tournée en avantage : plutôt que de chercher à 

obtenir un type de NP qui présente toutes les qualités, on peut envisager d’utiliser plusieurs NPs pour 

combiner leurs propriétés. On pourrait par exemple imaginer une injection intratumorale de NPs qui 
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diffusent à des vitesses différentes, afin d’obtenir des « vagues » successives de NPs qui pourraient 

être avantageuses en radiosensibilisation, les traitements par radiothérapie étant souvent réalisés de 

manière fractionnée. Sur le plan de la captation cellulaire, l’utilisation combinée de plusieurs NPs 

pourrait permettre d’exploiter simultanément différents mécanismes de captation, afin de maximiser 

la quantité internalisée, mais aussi de cibler plusieurs localisations intracellulaires. La caractérisation 

approfondie des comportements des différentes NPs est donc indispensable pour pouvoir envisager 

de telles applications. 

 

Pour la suite du projet, nous avons déjà mentionné que l’internalisation devra être étudiée de manière 

plus détaillée. L’ensemble des méthodologies mises au point dans le cas du PMAA pourront tout 

d’abord être appliquées aux autres ligands polymères. La détermination des mécanismes 

d’internalisation sera également primordiale, comme cela a déjà été détaillé dans ce chapitre. Au-delà 

du processus même d’internalisation, le suivi de l’intégrité des NPs internalisées nous semble être un 

autre aspect important. S’il a été relativement négligé dans la littérature, cela provient 

vraisemblablement de la difficulté à analyser les éventuelles modifications que peuvent subir les NPs 

dans la cellule (agrégation, dissolution, échanges de ligands, etc.). L’observation en TEM montre par 

exemple ses limites car elle ne permet pas de visualiser les ligands organiques, ni de quantifier des 

phénomènes fins de dissolution ou d’agrégation, notamment dans le cas de très petites NPs comme 

celles utilisées dans ce projet. 

La dégradation la plus fréquemment observée pour les AuNPs dans la littérature est l’agrégation, à la 

fois in vitro91,142,206 et in vivo.152,207 Cependant, aucune étude à notre connaissance n’a pu quantifier le 

phénomène, puisque les analyses reposent exclusivement sur des observations en TEM. Afin d’évaluer 

par une mesure in situ l’état intracellulaire des NPs, nous avons réalisé au cours de cette thèse des 

mesures en SAXS directement sur des cellules ayant été exposées à des NPs. L’objectif était d’analyser 

les NPs internalisées, afin de caractériser leur état d’agrégation. Pour cela, des cellules ont été 

exposées à des Au-PMAA(10,6) à une concentration de 22 µg/mL d’or pendant 18 heures. Après 

lavages et centrifugations, le culot cellulaire a été injecté dans un capillaire que nous avons analysé en 

SAXS. Le même protocole a été appliqué à des cellules non exposées aux NPs, afin de constituer un 

contrôle. 
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Figure III.32 - Courbes SAXS des cellules contrôles et des cellules exposées aux NPs 

Les résultats (Figure III.32) ne permettent pas d’identifier un signal caractéristique des AuNPs. Il est 

probable que la sensibilité du SAXS n’est ici pas assez élevée, puisque la concentration d’or estimée 

dans le capillaire est de 60 µM. On pourrait réitérer l’expérience avec des NPs internalisées dans de 

plus grandes proportions, comme les Au-P(DMAEMA-MAA), mais cela souligne la difficulté à trouver 

une méthode in situ suffisamment sensible pour caractériser avec précision l’état d’agrégation des 

NPs. 

Une autre possibilité serait d’utiliser la microscopie optique en champ sombre, déjà évoquée 

précédemment. Elle peut en effet être couplée à une analyse spectrale de la lumière diffusée, ce qui 

permet de discriminer à l’intérieur des cellules différents types de AuNPs,82,154 mais aussi différents 

états d’agrégation, car le spectre diffusé s’en trouve modifié.208,209 Sans permettre une analyse aussi 

précise que le SAXS, cette technique d’imagerie peut apporter des informations quantitatives sur les 

proportions respectives de NPs bien dispersées et de NPs agrégées. Elle est cependant limitée à 

l’analyse de NPs de taille supérieure à 10 nm, et ne serait donc pas applicable dans notre cas. 

Sans utiliser de méthode in situ, le défi consiste alors à extraire les NPs internalisées pour pouvoir les 

analyser ex situ. Des techniques d’ultracentrifugation pourraient par exemple être envisagées après la 

lyse des cellules, de manière à faire précipiter sélectivement les AuNPs en exploitant leur forte densité. 

Les techniques plus classiques de caractérisation pourraient alors être utilisées. Cependant, il faut 

garder à l’esprit que le risque de modification des NPs durant le processus d’extraction est assez grand. 

Outre l’agrégation, le cœur métallique peut subir d’autres modifications, telles qu’une dissolution 

partielle ou une réorganisation. Il a par exemple été montré que des AuNPs stabilisées par des thiols 

(petites molécules) peuvent être progressivement dégradées par l’environnement acide des 

lysosomes, entraînant ainsi un relargage d’ions métalliques à l’intérieur de la cellule qui peut induire 

une toxicité.210 Les auteurs suggèrent que la présence de ligands stables et robustes pourrait toutefois 

limiter ce phénomène. Une dégradation des cœurs d’or a également été observée in vivo à long terme 
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(> 7 jours) dans le cas de NPs cœur-coquille recouvertes d’oxyde de fer, situées dans les lysosomes de 

macrophages.211 Après dégradation de la coquille, les observations en TEM mettent tout d’abord en 

évidence une érosion des cœurs d’or, puis leur réorganisation en chapelets ou autres structures.  

Ces aspects de dissolution partielle pourraient être étudiés en analysant en ICP-MS la quantité d’or 

présente dans des solutions cellulaires centrifugées à travers des tubes concentrateurs, de manière à 

éliminer le signal provenant des NPs et ne conserver que celui correspondant aux éventuels ions issus 

de leur dégradation. Des analyses par spectroscopie d’absorption X (XAS) sur synchrotron pourraient 

également permettre d’étudier in situ la spéciation de l’or et de détecter la libération d’or sous forme 

ionique, comme cela a été réalisé par Wang et al.212 

 

Le suivi intracellulaire des ligands se révèle encore plus complexe, notamment car les ligands, souvent 

de nature organique, sont constitués des mêmes atomes que l’ensemble du vivant. Les ligands risquent 

notamment d’être dégradés par le milieu intracellulaire. Un phénomène de saponification a par 

exemple été montré pour diverses molécules, dont plusieurs monomères méthacrylates, sous l’action 

de certaines enzymes comme les estérases, présentes dans les cellules.213–215 Les polyméthacrylates 

semblent toutefois être plus résistants à l’hydrolyse que leurs monomères.215–217 Mais il est très difficile 

d’analyser ces possibles dégradations directement dans la cellule. 

Repérer l’éventuelle dissociation des ligands et des NPs est également ardu. Une des stratégies 

utilisées repose sur le marquage par fluorescence. Sée et al. ont ainsi greffé un fluorophore sur les 

ligands de leurs AuNPs : celles-ci inhibent la fluorescence du marqueur par transfert d’énergie, mais 

uniquement lorsque les deux objets sont proches, c’est-à-dire lorsque le ligand se situe encore en 

surface de la NP. In vitro, les auteurs observent une augmentation de la fluorescence qui traduit donc 

une dissociation des ligands.218 La nécessité de greffer un fluorophore est un désavantage de cette 

technique, car sa présence peut modifier les propriétés de surface des NPs, et donc leur comportement 

in vitro. La quantification est en outre difficile. Une autre technique combinant ICP-MS et LDI-MS 

(désorption-ionisation laser couplée à la spectrométrie de masse) a été développée par l’équipe de 

Rotello.219 La LDI-MS permet de quantifier les ligands qui sont encore présents à la surface de NPs 

internalisées. La comparaison avec la quantité d’or détectée en ICP-MS permet alors de déduire la 

proportion de ligands dissociés des NPs. Cette technique ne nécessite aucun marquage, mais elle ne 

permet pas actuellement de détecter tous les types de ligands. De plus, elle ne donne aucune 

information concernant la localisation des différents constituants de la NP, à moins d’effectuer les 

analyses sur des constituants cellulaires préalablement isolés.  
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Les techniques actuelles ne semblent donc pas permettre d’effectuer un suivi à la fois de l’intégrité 

des NPs et de la localisation de leurs constituants. Les récents développements des analyses 

isotopiques par SIMS (Secondary Ion Mass Spectrometry) ou EELS vibrationnel (Electron Energy-Loss 

Spectroscopy) en microscopie électronique pourraient cependant permettre à terme l’identification, 

avec une bonne résolution spatiale, de composés préalablement marqués par des isotopes (Figure 

III.33).220,221 Des cartographies isotopiques pourraient aussi être envisagées avec la technique AFM-IR, 

même si la résolution spatiale est moins bonne qu’en TEM.222 Cela pourrait ouvrir la voie à tout un 

champ d’étude jusqu’ici peu exploré, en utilisant un marquage isotopique des ligands organiques. 

 

Figure III.33 - Analyse isotopique à haute résolution spatiale réalisée par EELS vibrationnel dans un TEM 
(a) Image en champ sombre montrant les deux zones isotopiques 

(b) Evolution de la position du pic de la liaison C-O le long du profil repéré sur (a) 221 

 

Dans une perspective plus spécifique d’utilisation de nos NPs pour traiter les cancers du cerveau, le 

passage de la barrière hémato-encéphalique (Blood Brain Barrier en anglais, ou BBB) reste un critère 

clé. Pour prédire la perméabilité des NPs, nous avons utilisé un test nommé PAMPA (Parallel Artificial 

Membrane Permeation Assay), qui utilise des membranes artificielles recouvertes de lipides pour 

modéliser les membranes biologiques, et en particulier la BBB (Figure III.34).223 

 

Figure III.34 - Schématisation du principe du test PAMPA pour prédire la perméabilité des NPs à travers la BBB 224 
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Ce test a été appliqué à plusieurs de nos AuNPs, mais aucune n’a été détectée dans le compartiment 

accepteur, ce qui tend à montrer qu’elles ne peuvent passer la BBB par simple diffusion passive. Ce 

résultat est toutefois sujet à caution, puisque les NPs semblaient adsorbées sur la membrane. Des 

modèles de PAMPA plus perfectionnés pourraient être testés, comme celui commercialisé par 

Corning®, qui est caractérisé par une couche de lipides structurée, plus représentative de la BBB.224 On 

pourrait également tester des modèles cellulaires de BBB, qui, eux, prennent en compte à la fois la 

perméabilité par diffusion passive et par des mécanismes actifs.225 Prades et al. ont par exemple 

montré que leurs AuNPs conjuguées à des peptides ciblant la transferrine présentaient une bonne 

perméabilité pour les modèles cellulaires, mais aucune pour les tests PAMPA.226 L’évaluation in vitro 

du passage de la BBB par nos Au-PMAA-Lf devra donc être effectuée sur des modèles cellulaires, 

puisqu’on s’attend plutôt à des mécanismes actifs liés aux récepteurs spécifiques de la lactoferrine 

situés sur certaines cellules constituant la BBB.227 

 

Les perspectives évoquées ici soulignent la multitude de tests nécessaires pour caractériser de manière 

complète le comportement des NPs in vitro, et ainsi espérer prédire celui qu’elles auront in vivo. Toutes 

ces considérations ne s’appliquent pas uniquement au contexte de la radiosensibilisation, mais bien à 

toutes les NPs à visée médicale. L’étude plus spécifique du comportement de nos NPs sous irradiation 

va maintenant faire l’objet du chapitre suivant.  
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Le chapitre précédent a permis de caractériser le comportement général des AuNPs greffées de 

polyméthacrylates en présence de systèmes biologiques, indépendamment de tout contexte 

d’irradiation. Puisque ces NPs ont d’abord été développées dans une perspective d’utilisation en 

radiothérapie, l’objectif était ensuite d’évaluer leur comportement sous rayonnement, en termes 

d’effets sur les cellules mais aussi dans une perspective de compréhension des mécanismes.  

Nos NPs possèdent l’avantage d’être bien caractérisées, y compris en environnement biologique, et 

de présenter une excellente stabilité. Leur synthèse permet en outre d’obtenir des lots reproductibles. 

Ces qualités sont particulièrement recherchées pour établir des matériaux de référence. Le domaine 

de la radiosensibilisation des NPs manque en effet de tels matériaux, qui pourraient permettre de 

mettre au point des techniques standardisées d’évaluation des propriétés radiosensibilisantes. Cette 

lacune a déjà été identifiée dans la littérature,1,2 et un consortium européen avait proposé d’y 

répondre en 2017 dans le cadre du programme EMPIR (European Metrology Programme for Innovation 

and Research) de l’Union Européenne, avec un projet intitulé « Metrological quantification of physical, 

chemical and biological radio-sensitising effects of high-Z nanomaterials ».  

Certaines de nos NPs ont ainsi été utilisées en tant que matériaux de référence dans le cadre de 

collaborations qui visaient à étudier le comportement sous irradiation de NPs à numéro atomique 

élevé. Plusieurs aspects ont été traités et vont être présentés dans ce chapitre. Nous avons tout 

d’abord observé les effets de l’irradiation sur nos NPs, puis des tests de radiosensibilisation ont été 

effectués pour plusieurs types de rayonnements. Enfin, nous avons étudié la possibilité de détecter les 

NPs in situ lors d’une irradiation grâce à une technique d’analyse qui repose sur l’émission de rayons 

X induite par les particules (Particle-Induced X-ray Emission en anglais, ou PIXE). 

I. EFFETS DE L’IRRADIATION SUR LES NPS GREFFÉES POLYMÈRES 

Comme cela a été évoqué dans le chapitre 1 (§ II.C), les mécanismes sous-jacents aux effets 

radiosensibilisants des NPs métalliques sont complexes, et pas encore complètement compris ni 

maîtrisés. De nombreuses études se sont intéressées à ces mécanismes mais peu ont analysé en amont 

l’effet des rayonnements sur la structure des NPs utilisées. Les rayonnements ionisants peuvent 

pourtant induire des modifications importantes, au niveau du cœur métallique comme des ligands 

organiques. 

Concernant le cœur d’or, il a été montré que l’irradiation de nanoparticules et nanobâtonnets d’or par 

des ions légers (He+) et lourds (Cu3+, Xe+) impactait fortement leur morphologie, notamment à travers 

des phénomènes de frittage, d’agglomération et de pulvérisation.3,4 Ces études n’ont pas été réalisées 
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avec des rayonnements et des conditions représentatives du contexte de la radiothérapie, mais elles 

montrent que des dégradations sont possibles. Zhang et al. sont les seuls, à notre connaissance, à avoir 

déjà étudié l’impact d’une irradiation sur des AuNPs dans une perspective d’application en 

radiothérapie.5 Ils ont montré un phénomène d’agrégation de leurs NPs après irradiation. Si aucune 

autre étude n’a depuis traité ce sujet, une revue récemment publiée par Briggs et Hattar, à propos de 

l’évolution des AuNPs sous irradiation, souligne la nécessité d’étudier ces aspects en détails dans le 

cadre de la radiosensibilisation.6 

Outre le cœur d’or, les ligands organiques en surface des AuNPs peuvent également subir des 

dégradations lorsqu’ils sont exposés à des rayonnements ionisants, soit par l’action directe du 

rayonnement, soit par l’intermédiaire des espèces réactives produites par la radiolyse de l’eau. Dans 

le cas des polymères, plusieurs comportements peuvent être observés : scission, réticulation, 

production de petites molécules, et changements de composition ou de structure.7 Là encore, dans le 

domaine de la radiosensibilisation, aucune étude concernant la stabilité des ligands (polymères ou 

non) sous irradiation n’a été portée à notre connaissance. 

A partir de ces observations, il apparaît que ces potentielles dégradations des NPs sous irradiation 

pourraient non seulement modifier leurs propriétés physico-chimiques, mais également générer des 

produits qui pourraient se révéler toxiques et donc contribuer à l’action biologique des NPs. Le fait que 

la radiothérapie soit très souvent appliquée par irradiations fractionnées souligne d’autant plus la 

nécessité d’étudier ces aspects. Les NPs pourraient en effet être dégradées lors de la première 

irradiation, et ainsi changer de comportement pour les suivantes. Avant tout test de 

radiosensibilisation, nous avons donc mené une étude de la stabilité de nos NPs sous irradiation, puis 

comparé la cytotoxicité des NPs irradiées et non irradiées. 

A. STABILITÉ DES NPS SOUS IRRADIATION 

Cette étude de stabilité a été réalisée au laboratoire dans le cadre de la thèse d’Aurélie Paquirissamy.8 

Elle concerne uniquement les Au-P(HEMA-MAA) et Au-PMAA(10,6). Des solutions aqueuses de ces 

deux types de NPs ont été irradiées par des rayons gamma (voir détails en Annexe A) avant d’être 

analysées via plusieurs techniques telles que la RMN 1H, la SEC, le SAXS et le SANS. Plusieurs doses ont 

été testées, entre 40 et 20000 Gy.  

Les résultats n’ont montré aucune modification de la nature chimique des ligands polymères (données 

RMN non présentées), ni de la morphologie du cœur d’or (courbes SAXS visibles sur la Figure IV.1 a et 

b), et ce quelle que soit la dose appliquée. De plus, l’étude en SANS à 400 Gy a permis de mettre en 

évidence la conservation de la structure des couronnes polymères (Figure IV.1 c et d). Pour des doses 
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thérapeutiques (typiquement inférieures à 100 Gy), on s’attend donc à ce que les nano-objets ne 

subissent pas de dégradation majeure. 

    

     

Figure IV.1 - Diagrammes de diffusion SAXS (a et b) et SANS (c et d) des NPs dans l’eau avant et après irradiation : 
(a et c) Au-PMAA(10,6) et (b et d) Au-P(HEMA-MAA)  

Les analyses en SEC et SANS ont toutefois révélé des phénomènes de scission des ligands polymères 

pour des doses plus élevées (4000 et 20000 Gy, résultats non présentés), avec une localisation 

préférentielle aux extrémités des chaînes ou proche de la surface des AuNPs.8,9 Cela implique donc que 

des fragments de polymères sont libérés dans le milieu après irradiation. Ainsi, il n’est pas exclu que 

de tels phénomènes aient également lieu pour des doses inférieures, mais dans des proportions trop 

faibles pour les détecter via les techniques d’analyse utilisées. D’autre part, il est intéressant de noter 

que les localisations des scissions ne semblent pas réparties de la même manière pour les deux types 

de NPs étudiés : elles s’effectuent principalement proches du cœur pour les Au-P(HEMA-MAA), tandis 

que les coupures en bout de chaîne sont favorisées pour les Au-PMAA.9 L’impact de la nature de la 

couronne est à nouveau mis en évidence. 
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Cette étude, réalisée en amont de ce projet de thèse, a donc permis de démontrer l’absence de 

modifications notables de la structure de nos NPs sous irradiation. On pourrait poursuivre ces analyses 

en effectuant les irradiations dans un milieu plus représentatif du contexte biologique, tel que du 

milieu de culture. Cela permettrait de prendre en compte les interactions avec l’environnement des 

NPs. Des tests réalisés avec des rayons X produits sur synchrotron ont par exemple montré un fort 

effet stabilisant du milieu de culture. Une diminution progressive du signal des NPs a en effet été 

observée sous faisceau dans l’eau ultrapure, parfois dans le DPBS, mais jamais dans le DMEM, qu’il soit 

supplémenté ou non. 

Bien que les Au-PMAA et Au-P(HEMA-MAA) aient montré de bonnes propriétés de stabilité sous 

irradiation, il est possible que des phénomènes fins n’aient pas été détectés (pulvérisation du cœur 

d’or en surface, libération de quelques fragments de polymères). Nous avons donc cherché à 

déterminer si les NPs irradiées généraient une toxicité accrue au niveau des cellules. 

B. CYTOTOXICITÉ DES NPS IRRADIÉES 

La toxicité a été évaluée par un test MTT, en utilisant le même protocole que celui détaillé dans le 

chapitre 3 (§ IV.A). Les dilutions de NPs ont été préparées dans le DMEM supplémenté à partir de 

solutions mères de concentration en or équivalente pour toutes les NPs. La moitié des solutions mères 

ont été irradiées au préalable par des rayons gamma à une dose de 400 Gy. Afin d’évaluer l’impact de 

l’irradiation, des tests statistiques basés sur des modèles linéaires ont été réalisés. 

Plusieurs NPs ont ainsi été comparées en termes de toxicité avant et après irradiation : les Au-

PMAA(10,6) et Au-P(HEMA-MAA) dans un premier temps, puis les Au-PMAA-Dox. 

1. Au-polyméthacrylates 

Les résultats obtenus pour les Au-PMAA(10,6) et Au-P(HEMA-MAA) sont présentés respectivement sur 

la Figure IV.2 a et b. 
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Figure IV.2 - Comparaison de la cytotoxicité des NPs non irradiées et irradiées à 400 Gy 
(a) Au-PMAA(10,6) et (b) Au-P(HEMA-MAA)  

La toxicité des NPs irradiées semble très proche de celle des NPs équivalentes non irradiées, et ce pour 

les deux types étudiés. Cependant, d’après les tests statistiques effectués, une différence faible mais 

significative est observée (p-valeur < 0,01) dans le cas des Au-P(HEMA-MAA), pour lesquelles 

l’irradiation accroît légèrement la toxicité. Cette petite différence de comportement montre que les 

phénomènes générés par l’irradiation sont dépendants de la nature de la couronne polymère, 

confirmant ainsi les résultats obtenus lors de l’étude de stabilité des NPs sous irradiation. 

La toxicité accrue des Au-P(HEMA-MAA) irradiées pourrait provenir des fragments de polymères 

libérés par les scissions. Contrairement au PMAA, pour lequel elles sont majoritaires en bout de 

chaînes, les scissions du P(HEMA-MAA) ont en effet lieu près du cœur, ce qui entraîne la libération 

d’une plus grande quantité de polymère. On peut aussi supposer que l’irradiation entraîne la formation 

d’autres produits persistants qui auraient un effet toxique, tels que des aldéhydes ou des peroxydes.10 

Ces phénomènes de toxicité sont à distinguer des mécanismes chimiques de radiosensibilisation, qui 

reposent en partie sur la production de radicaux libres de faible durée de vie qui peuvent induire des 

dommages dans les cellules. 

Cette étude de la toxicité des NPs irradiées montre que l’impact, même faible, de l’irradiation sur la 

structure des objets peut entraîner des différences de comportement vis-à-vis des cellules. Les effets 

observés sont ici minimes, mais puisqu’ils varient en fonction de la nature du polymère, il faudrait 

effectuer ce type d’étude de manière systématique avant d’utiliser des NPs en radiosensibilisation, 

notamment dans le cas d’objets plus complexes comportant des molécules fonctionnelles surgreffées. 

Nous avons ainsi étudié l’impact de l’irradiation sur la toxicité de nos Au-PMAA-Dox. 

2. Doxorubicine greffée 

Pour les NPs sur lesquelles une molécule fonctionnelle est greffée, l’irradiation peut entraîner au moins 

deux phénomènes : la libération de la molécule par rupture de certaines liaisons covalentes, ou alors 
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la dégradation de cette molécule. Pour un agent de chimiothérapie, le premier cas peut permettre une 

action toxique facilitée, mais également une circulation non désirée dans le corps. Dans le second cas, 

le risque est la perte de fonctionnalité de l’agent. 

Plusieurs études ont déjà rapporté le greffage de la doxorubicine sur des AuNPs radiosensibilisantes.11–

14 Seuls Starkewolf et al. se sont intéressés à la stabilité sous irradiation de leurs systèmes constitués 

de AuNPs greffées d’ADN-thiols, eux-mêmes fonctionnalisés par de la doxorubicine. Leurs résultats 

tendent à montrer que les rayons X provoquent la scission de leurs brins d’ADN, ce qui permet de 

libérer la doxorubicine et d’ainsi augmenter la toxicité des objets sous irradiation.11 En remplaçant 

l’ADN par des ligands PEG, le taux de relargage est nettement moins important, ce qui montre que le 

polymère est moins impacté par l’irradiation. Ils n’ont cependant pas étudié la toxicité de la 

doxorubicine après irradiation, que ce soit sous sa forme libre ou greffée, afin de déterminer l’effet de 

l’irradiation sur la molécule elle-même. 

Varshney et al. s’étaient eux intéressés à la dégradation sous irradiation de plusieurs agents 

anticancéreux, dont la doxorubicine, afin de déterminer s’ils pouvaient être radiostérilisés.15 Ils ont 

montré une excellente stabilité de la molécule après irradiation aux rayons gamma, et n’ont détecté 

que de très faibles quantités des deux produits de dégradation identifiés. Il faut souligner que les doses 

utilisées dans cette étude sont de l’ordre de la dizaine de kGy, puisque les auteurs se placent dans le 

contexte de la radiostérilisation, et non de la radiothérapie. 

Dans notre cas, nous avons cherché à déterminer si l’irradiation avait un impact sur nos objets Au-

PMAA-Dox de façon indirecte uniquement, en comparant la toxicité des NPs irradiées et non irradiées. 

L’effet du greffage a également été évalué en effectuant le même test pour la doxorubicine libre en 

présence de Au-PMAA, qui nous sert ici de référence. Les résultats sont présentés sur la Figure IV.3. 

     

Figure IV.3 - Comparaison de la cytotoxicité des NPs non irradiées et irradiées à 400 Gy 
(a) Au-PMAA-Dox et (b) Au-PMAA + Dox libre 
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Pour les deux états de la doxorubicine (greffée et libre), on observe une petite augmentation de la 

toxicité après irradiation. Cet effet est confirmé par les tests statistiques effectués (p-valeur < 0,001). 

Il pourrait provenir des produits de dégradation de la doxorubicine. L’étude de Varshney et al. a 

démontré que ceux-ci sont présents en faible quantité, mais sans s’intéresser à leur éventuel effet 

toxique.15 Le fait que l’effet soit identique pour la molécule greffée et libre montre en outre que le 

greffage n’induit ni protection ni amplification vis-à-vis des effets de l’irradiation. 

L’irradiation semble donc impacter la doxorubicine, avec pour conséquence d’accroître légèrement ses 

propriétés de cytotoxicité. Les tests effectués ici ne permettent pas de comprendre le mécanisme sous-

jacent, mais des analyses chromatographiques pourraient par exemple être effectuées pour identifier 

d’éventuels produits de dégradation. Il serait également intéressant de mener la même expérience 

pour la doxorubicine seule, sans AuNPs, afin de déterminer si ces dernières ont un impact sur sa 

dégradation et/ou sa toxicité qui pourrait s’apparenter à un effet radiosensibilisant. Enfin, des doses 

inférieures pourraient être testées, afin de se rapprocher des valeurs utilisées en clinique. 

 

De manière générale, l’ensemble de cette étude témoigne de l’importance des aspects de stabilité des 

NPs sous irradiation. Au-delà du contexte de la radiothérapie, la problématique se pose également 

dans le cadre de la stérilisation des NPs, l’irradiation étant un procédé communément utilisé. Ainsi, 

plusieurs études ont déjà montré que les doses appliquées pouvaient générer d’importantes 

modifications chez différents types de NPs, à la fois de nature organique et inorganique.16,17 

En ce qui concerne nos objets, l’étude a permis d’identifier, pour certains types de couronne, une 

toxicité légèrement accrue après irradiation. Ces effets seront à prendre en compte lors de l’analyse 

des tests de radiosensibilisation, que nous allons maintenant présenter. 

II. ÉTUDE DE LA RADIOSENSIBILISATION SOUS PLUSIEURS TYPES DE 

RAYONNEMENTS 

Comme cela a été mentionné dans le chapitre 1 (§ II.B), les AuNPs sont parmi les plus étudiées en 

radiosensibilisation. Dans le cadre d’études in vitro et in vivo, elles ont été combinées à plusieurs 

reprises avec différents types de rayonnements utilisés en radiothérapie externe : initialement des 

rayons X,18 puis des rayons gamma, des ions carbone, des protons, des électrons, et plus récemment 

des neutrons.19,20 A l’inverse, peu d’études se sont intéressées à leur application en radiothérapie 

interne. 
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Dans le cadre d’une collaboration avec Béatrice Cambien et Thierry Pourcher, du laboratoire TIRO 

(Transporteurs, Imagerie et Radiothérapie en Oncologie) de l’Université Nice Sophia Antipolis, notre 

objectif initial était de tester la possibilité d’utiliser les AuNPs en association avec la radiothérapie 

métabolique (injection systémique de sources radioactives), grâce à leur expertise dans le traitement 

des cancers de la thyroïde par utilisation d’iode radioactif. L’excellente stabilité de nos AuNPs greffées 

polymères a permis d’effectuer des tests in vitro mais aussi in vivo. Les tests de radiosensibilisation ont 

ensuite été étendus à un type de rayonnement externe, les protons, bénéficiant ainsi de 

l’infrastructure privilégiée dont dispose le Centre Antoine Lacassagne, centre de lutte contre le cancer 

situé à Nice, qui est un des trois centres de protonthérapie en France. 

A. RADIOTHÉRAPIE INTERNE : IODE 131 

L’iode 131 est un des radioisotopes les plus utilisés en radiothérapie métabolique. Lorsqu’il est injecté 

de manière systémique, il s’accumule naturellement dans la thyroïde, ce qui explique qu’il soit exploité 

pour traiter les cancers de la thyroïde.21 Il est le plus souvent utilisé en complément d’une ablation 

chirurgicale, afin d’éliminer les tissus thyroïdiens restants. Cependant, certaines tumeurs se révèlent 

réfractaires au traitement par l’iode (notamment les métastases), et cette résistance est à l’origine de 

la plupart des décès causés par ce type de cancer.22 L’utilisation de NPs radiosensibilisantes pourrait 

donc constituer une stratégie intéressante pour améliorer l’efficacité du traitement. 

Comme cela vient d’être évoqué, l’application des AuNPs, et plus généralement de NPs métalliques 

radiosensibilisantes, en radiothérapie interne a été très peu étudiée dans la littérature. En 

brachythérapie (sources radioactives scellées), Ngwa et al. ont utilisé des sources d’iode 125 pour 

irradier des cellules et ont montré des dommages accrus au niveau de l’ADN lorsque les cellules sont 

incubées avec des AuNPs.23 Plusieurs études de modélisation semblent elles aussi mettre en évidence 

un effet radiosensibilisant pour des cas similaires (AuNPs exposées à des sources d’iode 125).24–26 Une 

approche différente consiste à utiliser les NPs elles-mêmes comme sources radioactives. Chanda et al. 

ont par exemple utilisé avec succès des AuNPs constituées d’un isotope de l’or radioactif (198Au) pour 

traiter des tumeurs de la prostate chez des souris.27 Plus récemment, Laprise-Pelletier et al. ont 

développé des NPs cœur-coquille palladium-or radiomarquées avec du palladium 103.28 Les 

simulations Monte-Carlo effectuées à partir des données de distribution intratumorale obtenues in 

vivo semblent indiquer un effet « auto-radiosensibilisant » dû à la présence d’or dans leurs NPs.29 

En radiothérapie métabolique, plusieurs publications récentes rapportent également l’utilisation de 

NPs métalliques conjuguées à des radioisotopes : des NPs de sulfure de cuivre contenant de l’iode 

131,30 des nanoflakes de disulfure de tungstène liées à du rhénium 188,31 ou encore des NPs contenant 

du hafnium et liées à du technétium 99m.32 Les deux dernières ont démontré in vivo un effet auto-
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radiosensibilisant. Ils montrent en effet que les NPs métalliques produisent des particules secondaires 

chargées lorsqu’elles sont associées à l’élément radioactif, et supposent que cette émission secondaire 

est à l’origine de la toxicité accrue observée sur les tumeurs.32  

Si l’ensemble de ces études semble valider l’efficacité des NPs métalliques pour amplifier les effets des 

rayonnements émis par divers radioisotopes, aucune ne propose de stratégie pertinente pour le cancer 

de la thyroïde. Les NPs incorporant des radioisotopes vont en effet modifier la pharmacocinétique de 

ces derniers, en particulier la capacité à être captée par la thyroïde dans le cas de l’iode 131. Le ciblage 

sera donc moins efficace, et la probabilité d’impacter les tissus sains d’autant plus grande. De plus, la 

forte complexité des nano-objets décrits les rend difficilement transférables vers la clinique.  

Dans cette étude, nous avons fait le choix d’une approche de radiosensibilisation de l’iode 131 par les 

NPs qui soit transposable en clinique, en combinaison avec le traitement de référence par injection 

systémique de l’iode. Les AuNPs et l’iode ont donc été administrés séparément. Ce type de stratégie 

est considéré comme cliniquement pertinent par les médecins nucléaires pour les cancers de la 

thyroïde. Découpler les NPs radiosensibilisantes et le radioisotope permet notamment de limiter les 

risques associés à la toxicité intrinsèque des NPs, et de générer au contraire une toxicité localisée, 

grâce au rayonnement émis par le radioisotope au niveau de la tumeur. Les NPs utilisées sont les Au-

PMAA(10,6), qui sont peu toxiques, stables en milieux biologiques et sous irradiation, et qui ont une 

bonne capacité à diffuser dans la MEC. L’ensemble des expériences a été mené par Béatrice Cambien. 

1. Étude in vitro 

Pour évaluer l’effet radiosensibilisant des NPs en combinaison avec l’iode 131, des tests in vitro de 

clonogénicité ont d’abord été effectués. Le test clonogénique est la méthode la plus utilisée pour 

évaluer l’efficacité d’un traitement en radiobiologie.1 Il a pour but de tester la capacité des cellules à 

se diviser et croître en colonies après une irradiation. Une cellule est en effet considérée comme morte 

radiobiologiquement si elle perd sa capacité à se reproduire. Le test clonogénique consiste à 

ensemencer un très faible nombre de cellules, de manière à ce qu’elles ne soient pas en contact les 

unes avec les autres. Après avoir réalisé les traitements voulus et l’irradiation, les cellules sont laissées 

en incubation pendant une dizaine de jours environ, pour qu’elles puissent se diviser et former des 

colonies. Celles-ci sont colorées au cristal violet puis dénombrées pour remonter à la quantité de 

cellules encore capables de proliférer, c’est-à-dire celles qui sont encore vivantes au sens 

radiobiologique du terme. Un exemple de résultat de test clonogénique est présenté sur la Figure IV.4. 
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Figure IV.4 - Illustration du résultat typiquement obtenu pour un test clonogénique réalisé sur des B16F10 

Les modèles cellulaires de tumeurs thyroïdiennes ayant une capacité réduite à capter l’iode, nous 

avons utilisé un modèle artificiel tumoral formé à partir de la lignée cellulaire B16F10 (mélanome 

murin), car les mélanomes sont connus pour leur radiorésistance, comme précisé dans le chapitre 3. 

Ne pouvant pas naturellement accumuler de l’iode, les cellules ont été transfectées par un gène qui 

leur permet d’exprimer le symporteur de l’iode nommé NIS (symporteur Na/I).33 Des tests de captation 

à l’iode 131 ont permis de valider l’accumulation du radioisotope dans la lignée transfectée B16F10-

NIS.34 

Pour les tests de clonogénicité, les cellules sont exposées pendant 2 heures à des solutions de NPs 

préparées à une concentration de 2,5 ou 25 µg/mL dans le milieu de culture. Les contrôles sont incubés 

avec du milieu de culture seul. Au terme de l’exposition, les solutions sont aspirées et trois lavages 

sont effectués avec du DPBS. Les cellules sont ensuite exposées pendant 4 heures à 0,2 MBq d’iode 

131, en présence ou non de perchlorate de sodium, qui est un inhibiteur spécifique du NIS. En sa 

présence, les cellules n’internalisent donc pas le radioisotope. La croissance des colonies se fait ensuite 

pendant 9 à 14 jours. Chaque condition a été réalisée en triplicata. Le protocole détaillé est disponible 

en Annexe A. Les résultats sont présentés sur la Figure IV.5. Les tests statistiques ont été effectués 

avec le modèle ANOVA (Analysis of variance). 

 

Figure IV.5 - Test de clonogénicité réalisé avec les Au-PMAA(10,6) sur les cellules B16F10-NIS pour une exposition à 0,2 MBq 
d’iode 131 (* p < 0,05) 
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En présence de perchlorate de sodium, on n’observe pas de toxicité significative des NPs par rapport 

au contrôle, ce qui montre l’absence d’effet radiosensibilisant lorsque l’iode n’est pas internalisé. Sans 

perchlorate, on observe au contraire une diminution de la survie cellulaire en présence des NPs, avec 

un effet croissant à mesure qu’on augmente la concentration en NPs. L’effet radiosensibilisant semble 

déjà présent à 2,5 µg/mL d’or, mais il est non significatif d’après les tests statistiques. Il le devient à 25 

µg/mL. 

Pour évaluer quantitativement cet effet radiosensibilisant, nous avons calculé un indicateur qui se 

définit de la manière suivante : 

𝑅𝐸𝑅 =  
𝑆𝐹0

𝑁𝑃𝑠

𝑆𝐹𝑖𝑟𝑟
𝑁𝑃𝑠     ⁄

𝑆𝐹0
𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟ô𝑙𝑒

𝑆𝐹𝑖𝑟𝑟
𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟ô𝑙𝑒

           (𝐼𝑉. 1) 

avec 𝑆𝐹  (Surviving Fraction) le pourcentage de survie cellulaire référencé sur la Figure IV.5. 𝑆𝐹0 

correspond aux conditions non irradiées. 

Cet indicateur correspond à une version normalisée du RER (Radiation Enhancement Ratio) défini par 

Subiel et al.,1 afin de prendre en compte la toxicité initiale des NPs. L’effet radiosensibilisant est 

présent lorsque le RER est supérieur à 1. Ici, en considérant la condition avec perchlorate comme 

condition de référence, on obtient des valeurs de 1,2 et 1,4 respectivement pour les concentrations 

d’or de 2,5 et 25 µg/mL, ce qui confirme la radiosensibilisation observée qualitativement. 

Cette étude in vitro montre donc que les Au-PMAA ont la capacité de potentialiser les effets toxiques 

de l’irradiation émise par l’iode 131. Il est intéressant de souligner que cet effet radiosensibilisant a 

été observé pour une faible dose de radioactivité, pour laquelle l’utilisation d’iode seul n’est pas 

efficace (Figure IV.5, condition sans NPs). Considérant les bons résultats obtenus, l’étude a été 

prolongée par des tests in vivo. 

2. Étude in vivo 

L’étude de radiosensibilisation in vivo a été réalisée chez la souris, sur des greffes de mélanome murin 

exprimant le symporteur NIS (B16F10-NIS). Là encore, des tests préliminaires ont été effectués pour 

vérifier leur capacité à capter l’iode 131.34 Les tumeurs ont été générées chez la souris par injection 

sous-cutanée de B16F10-NIS. Pour les tests de radiosensibilisation, les souris ont été séparées en 4 

groupes de 5 souris chacun : contrôle, Au-PMAA, iode 131, iode 131 + Au-PMAA. Les NPs ont été 

administrées 6 jours après l’implantation des tumeurs, par 3 injections intratumorales réparties à 

différents endroits de la tumeur. Environ 10 µL d’une solution contenant 1 mg/mL d’or ont ainsi été 
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injectés dans chaque tumeur. L’iode 131 a lui été administré le lendemain à une dose de 22 MBq, par 

voie intrapéritonéale*. Le protocole est schématisé sur la Figure IV.6. 

 

Figure IV.6 - Schématisation du protocole utilisé pour les tests de radiosensibilisation in vivo avec l’iode 131 et les Au-PMAA 

La progression des tumeurs a été évaluée par la mesure de leur volume à différents temps post-

implantation. Les évolutions obtenues pour les 4 groupes sont présentées sur la Figure IV.7. Les tests 

statistiques ont été effectués avec le modèle ANOVA. 

 

Figure IV.7 - Courbes de croissance des tumeurs post-implantation 

On peut tout d’abord remarquer que le traitement avec les Au-PMAA seules n’a aucun impact sur la 

croissance de la tumeur, ce qui tend à montrer que les NPs ne sont pas toxiques lorsqu’elles sont 

administrées seules. Le traitement systémique à l’iode 131 entraîne quant à lui, après seulement 5 

jours, une réduction significative (p < 0,05) de 15% du volume tumoral par rapport au contrôle. Lorsque 

les deux traitements sont combinés, on observe une forte atténuation de la croissance de la tumeur : 

27% après seulement 2 jours, par rapport au traitement à l’iode 131 seul, et 34% après 5 jours (p < 

0,01). 

L’observation de coupes histologiques réalisées à partir des différentes tumeurs a également permis 

de mettre en évidence de plus larges zones de cellules nécrotiques pour les souris auxquelles les deux 

                                                             
* Voie intrapéritonéale : injection dans la cavité péritonéale, qui est l’espace situé entre les deux membranes qui 
tapissent l’intérieur de l’abdomen et qui recouvrent les organes tels que l’estomac, le foie, le pancréas, etc. 
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traitements ont été administrés.34 Ces observations au niveau histologique confirment bien les 

résultats obtenus à partir des courbes de croissance tumorale. 

Ainsi, cette étude in vivo montre un fort effet radiosensibilisant des Au-PMAA vis-à-vis de l’iode 131 

dans le cas où les deux traitements sont administrés par deux voies différentes, et de manière non 

concomitante. Même si le modèle tumoral utilisé n’est pas thyroïdien, cette stratégie paraît 

prometteuse pour le traitement des cancers de la thyroïde, naturellement capables de capter l’iode. 

Toutefois, dans la mesure où le traitement à l’iode intervient après une ablation chirurgicale de la 

tumeur, l’administration intratumorale des AuNPs semble peu appropriée, et devra évoluer vers une 

injection systémique. Nous avions par exemple envisagé de greffer la thyréostimuline (thyroid-

stimulating hormone en anglais, ou TSH) sur nos NPs, afin d’assurer un ciblage des tissus thyroïdiens 

résiduels (métastatiques ou non).35,36  

Cette étude constitue donc une première preuve de concept que ce type de traitement combiné 

pourrait permettre de prendre en charge les tumeurs thyroïdiennes réfractaires à l’iode, mais aussi, 

plus généralement, de réduire les doses utilisées, et donc la toxicité associée aux organes à risque 

(glandes salivaires, estomac, intestins, voies urinaires).37  

Ces dernières années, l’utilisation d’iode 131 est également explorée pour des tumeurs extra-

thyroïdiennes, après induction de l’expression du symporteur NIS, en particulier pour les cancers du 

sein et les cancers urologiques.38 Toutefois, l’efficacité du traitement est limitée par la capacité réduite 

de ces tumeurs à capter l’iode et à l’accumuler de manière durable, même après expression du NIS.39 

Les cellules thyroïdiennes sont en effet capables d’organifier l’iode, c’est-à-dire de l’incorporer dans la 

production des hormones thyroïdiennes, ce qui permet de maintenir l’iode dans la thyroïde pendant 

une durée prolongée. Les tumeurs extra-thyroïdiennes n’ayant pas cette capacité, les doses qu’elles 

reçoivent sont donc assez faibles. Sensibiliser les tumeurs aux radiations via l’utilisation de 

radiosensibilisants pourrait ainsi être une opportunité pour améliorer cette stratégie.  

B. RADIOTHÉRAPIE EXTERNE : PROTONS 

Afin de comparer différents types de rayonnements, l’étude de radiosensibilisation a ensuite été 

étendue à une modalité de radiothérapie externe, ici les protons. Comme cela a été évoqué dans le 

chapitre 1 (§ II.A.1), la protonthérapie a l’avantage de permettre un dépôt de dose important et localisé 

(pic de Bragg), sans irradier les tissus en aval (voir Figure I.4 du chapitre 1). Les irradiations ont pu être 

effectuées sur un irradiateur médical, le cyclotron MEDICYC situé au CAL à Nice, qui délivre une énergie 

de 65 MeV. L’ensemble des expériences ont été réalisées en collaboration avec Béatrice Cambien. 
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Seule une étude in vitro a été menée, via des tests de clonogénicité réalisés sur les cellules B16F10. 

Elles ont été exposées pendant 4 heures à des solutions de NPs de Au-PMAA(10,6) préparées à 0,06, 

0,6 ou 6 µg/mL d’or, ou bien de Au-PMAA-Dox à 0,06 µg/mL d’or. Deux lavages ont ensuite été 

effectués avec du DPBS, avant d’incuber les cellules dans du milieu de culture seul. Elles ont ensuite 

été transportées jusqu’au CAL où elles ont été irradiées sur le cyclotron MEDICYC à des doses de 0,25 

et 0,75 Gy. La configuration a été choisie de manière à ce que les cellules se trouvent au centre du pic 

de Bragg. Les résultats sont visibles sur la Figure IV.8. Ils correspondent à la moyenne de deux 

campagnes de tests, effectuées dans les mêmes conditions. Dans chaque campagne, les contrôles 

(sans NPs) ont été réalisés en cinq exemplaires, et les conditions exposées aux NPs en trois 

exemplaires. 

 

 

 

Figure IV.8 - Tests de clonogénicité réalisés sur les cellules B16F10 pour une exposition à des protons 65 MeV - 3 doses 
testées : 0, 0,25 et 0,75 Gy 

(a) Au-PMAA et (b) Au-PMAA-Dox 

On observe tout d’abord une forte toxicité intrinsèque des Au-PMAA, et ce pour les 3 concentrations 

testées. Ce résultat est assez inattendu puisqu’il ne correspond pas à ceux présentés dans le chapitre 

3 sur la lignée L929 (§ IV.B), ni surtout à ceux visibles sur la Figure IV.5. Cette toxicité initiale limite la 

possibilité d’observer d’un effet radiosensibilisant additif puisqu’on perd en sensibilité. Si on calcule 
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les RER correspondant aux différentes conditions (Tableau IV.1), on n’obtient d’ailleurs pas de valeur 

supérieure à 1, excepté dans le cas où la concentration et la dose sont les plus fortes (6 µg/mL Au / 

0,75 Gy). Seule cette condition semble donc montrer un léger effet radiosensibilisant, peu significatif 

au vu des écarts-types observés.  

Dans le cas des Au-PMAA-Dox, la toxicité intrinsèque des objets est bien trop forte pour pouvoir 

observer un effet radiosensibilisant (Figure IV.8b). Il faudrait tester des concentrations plus faibles. 

Cela permet toutefois de valider l’effet toxique de la doxorubicine greffée sur des cellules cancéreuses. 

Par la suite, l’objectif sera de déterminer si l’association entre des NPs radiosensibilisantes et un agent 

de chimiothérapie peut générer une toxicité accrue par un effet de synergie entre les deux mécanismes 

d’action. Comme dit précédemment, de tels objets ont déjà été rapportés à plusieurs reprises dans la 

littérature dans le cas de AuNPs associées à la doxorubicine. Si les auteurs concluent sur une synergie, 

il apparaît en réalité que leurs résultats ne montrent au mieux qu’une simple addition d’effets 

toxiques.13,14 Cela souligne la difficulté à évaluer l’effet radiosensibilisant, et  l’importance d’utiliser des 

indicateurs fiables, comme souligné par Subiel et al. dans leur revue.1 

Tableau IV.1 - Résumé des RER (Radiation Enhancement Ratio) calculés à partir des tests de clonogénicité en protons (Figure 
IV.8) 

 RER 

Concentration Au 
(µg/mL) 

Au-PMAA Au-PMAA-Dox 

0,25 Gy 0,75 Gy 0,25 Gy 0,75 Gy 

0,06 0,8 0,8 0,9 0,8 

0,6 0,8 0,9 / / 

6 0,9 1,3 / / 

 

C. DISCUSSION 

Si les Au-PMAA ont montré de très bons résultats lorsqu’elles étaient associées à l’iode 131, les tests 

réalisés sous irradiation de protons semblent moins prometteurs. Ces différences de comportement 

vont maintenant être discutées. 

Les résultats mitigés obtenus en protonthérapie s’expliquent d’abord par des considérations pratiques 

liées aux conditions de l’expérience. Il est ainsi probable que la toxicité inhabituelle des Au-PMAA 

provienne d’une combinaison de facteurs pouvant sensibiliser les cellules : 

- A cause des contraintes imposées par la géométrie de MEDICYC (faisceau horizontal) et par la 

quantité limitée de NPs dont nous disposions, nous avons cultivé les cellules dans des flacons 

à la verticale. La paroi utilisée n’était donc pas celle prévue par le fabricant (Figure IV.9), ce qui 

pourrait avoir impacté la croissance des cellules. 
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- Les cellules ont dû être transportées jusqu’au centre du CAL pour être irradiées, ce qui a 

impliqué une durée hors incubateur de 2h30-3h, sans compter les mouvements qu’elles ont 

subis durant le trajet. L’ensemble de ces événements a pu les fragiliser. 

- Pour l’irradiation, les flacons ont été placés à l’horizontale (Figure IV.9). Les cellules se sont 

donc retrouvées sans milieu environnant pendant quelques minutes, et notamment pendant 

l’irradiation. Là encore, il est possible qu’une fragilité des cellules en ait résulté. 

  

Figure IV.9 - Configuration des irradiations réalisées au CAL sur MEDICYC 

Même si les contrôles ont subi les mêmes conditions, l’addition de tous ces phénomènes a pu rendre 

les cellules plus sensibles à la présence intracellulaire de NPs. L’ensemencement d’une faible densité 

cellulaire dans les échantillons, imposée par les conditions des tests clonogéniques, implique en outre 

un ratio NPs/cellules très élevé lors de la phase d’exposition aux NPs, ce qui peut également constituer 

un stress pour les cellules, en amont du transport et de l’irradiation. La toxicité observée pour les Au-

PMAA pourrait donc provenir en partie de l’ensemble des conditions de l’expérience. L’expérience 

pourra donc être répétée par la suite dans des conditions plus optimisées, afin de s’affranchir de cette 

toxicité. 

 

De manière plus générale, au-delà de cette toxicité des NPs, on peut se demander si d’autres facteurs 

peuvent expliquer un effet radiosensibilisant limité. Notamment, il est possible que les quantités d’or 

internalisées soient un peu faibles. En se basant sur les résultats de captation cellulaire des Au-

PMAA(10,6), présentés dans le chapitre 3 (§ III.B), la masse d’or mesurée est de l’ordre de 10-2 pg par 

cellule, et ce pour toutes les concentrations testées. Même si les conditions d’incubation ne sont pas 

identiques (temps d’exposition inférieur et rapport NPs/cellules plus élevé dans le cas de la 

clonogénicité), on peut supposer que la quantité d’or ne sera pas très différente, notamment parce 

qu’une saturation progressive semblait être observée lorsqu’on augmentait la concentration (chapitre 

3 § III.B.1). Si l’on compare cette valeur aux publications qui ont montré in vitro un effet 

radiosensibilisant de AuNPs en protonthérapie40,41 ou en radiothérapie,42,43 elles rapportent une 

quantité 10 à 1000 fois plus élevée que dans notre cas. Les études de modélisation qui mettent en jeu 

une irradiation sous protons utilisent également des proportions d’or supérieures.44–46 Ainsi, il est 
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possible que la faible quantité d’or internalisée ici limite la possibilité d’observer de la 

radiosensibilisation. Le léger effet observé à 0,75 Gy et 6 µg/mL d’or semble donc assez encourageant. 

D’autre part, la présence des ligands polymères pourrait défavoriser l’observation d’un effet 

radiosensibilisant. Plusieurs études, à la fois expérimentales et de simulation, ont en effet montré que 

la fonctionnalisation des AuNPs par des petites molécules ou des polymères diminuait la production 

d’électrons secondaires de basse énergie.47–49 Gilles et al. ont également observé une réduction du 

nombre de radicaux libres générés lorsque les AuNPs étaient recouvertes de PEG simplement adsorbés 

ou greffés.50 Les auteurs font l’hypothèse que les ligands peuvent intervenir au niveau de trois étapes 

distinctes du mécanisme : piéger les électrons secondaires avant que ceux-ci puissent réagir avec l’eau 

pour former des radicaux libres, diminuer la réactivité particulière de l’interface eau/NP, qui explique 

le chemical enhancement des NPs sous irradiation (voir chapitre 1, § II.C.2), et enfin piéger les radicaux 

libres générés. Haume et al. observent eux aussi, par simulation, une réduction du nombre de radicaux 

produits en présence de ligands.48 Ils notent cependant que l’effet sera atténué dans le cas de 

couronnes hydrophiles peu denses, car la présence d’eau à la surface joue un rôle majeur. La faible 

densité de greffage des ligands PMAA calculée à partir de l’étude de neutrons (chapitre 2 § III.C), ainsi 

que le caractère hydrophile du polymère, pourraient donc limiter dans notre cas l’effet délétère de la 

couronne sur la radiosensibilisation des AuNPs. 

 

Ces différentes considérations soulignent d’autant plus les très bons résultats obtenus avec l’iode 131. 

En raisonnant du point de vue des mécanismes de radiosensibilisation, l’iode semble en effet présenter 

différentes propriétés avantageuses pour une combinaison avec des AuNPs. 

Tout d’abord, le type d’irradiation joue probablement un rôle. L’iode 131 est un radioisotope qui subit 

des désintégrations β- ; il émet principalement des particules β- d’énergie maximale 606 keV et des 

rayons γ de 364 keV.51 Or, Lin et al. ont montré par modélisation Monte-Carlo que l’irradiation de 

AuNPs par des photons de 250 kVp† générait des dépôts de dose plus importants que lors d’une 

irradiation par des photons de 6 MV ou des protons, avec un accroissement de la tendance à mesure 

qu’on s’éloigne de la NP (Figure IV.10).52 Les auteurs expliquent cette différence par une portée plus 

importante des électrons secondaires produits. Ainsi, à 1 µm de la surface de la NP, la dose produite 

lors d’une irradiation par des photons 250 kVp est respectivement 2 fois et 8 fois supérieure à celle 

produite lors d’une irradiation par des photons 6 MV et des protons. On s’attend donc à une portée 

de l’effet radiosensibilisant des NPs bien plus grande dans le cas de l’iode 131 (photons 364 keV). Dans 

                                                             
† kVp : kilovolt peak, cette valeur correspond à la tension appliquée au générateur de rayons X. Elle définit 
l’énergie maximale des rayons X produits. L’énergie du faisceau incident est distribuée entre 0 et cette valeur 
maximale. 
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des conditions où la quantité de NPs internalisées est relativement faible, comme ici, cette différence 

de portée peut permettre de propager les dommages à des zones de la cellule, voire à d’autres cellules, 

qui ne contiennent pas de NPs, ou bien qui n’ont pas été impactées directement par le rayonnement. 

 

Figure IV.10 - Profils de dépôt de dose généré par une AuNP par MeV d’énergie absorbé : comparaison de faisceaux de 
protons, photons 6 MV et photons 250 kVp 52 

Les particules β- émises par l’iode 131 peuvent également jouer un rôle. En effet, ces électrons ont  

une portée d’environ 1 mm dans les tissus mous,37 ce qui permet à l’iode d’impacter les cellules et 

tissus environnants, même sans avoir capté d’iode. C’est ce qu’on appelle le cross-fire effect.53 Cet effet 

permet d’obtenir un dépôt de dose plus homogène, et devrait permettre d’atteindre des AuNPs 

internalisées par des cellules n’ayant pas capté d’iode, renforçant ainsi l’efficacité globale de la 

radiosensibilisation. 

Outre ces deux avantages de l’irradiation par l’iode 131, on peut également formuler l’hypothèse d’une 

interaction entre l’iode et les AuNPs qui favoriserait l’effet radiosensibilisant. Plusieurs études ont en 

effet montré que l’iode (sous forme de diiode ou d’iodure) a une forte affinité pour l’or et qu’il est 

capable de se chimisorber sur des surfaces d’or.54–58 En particulier, divers auteurs ont utilisé des AuNPs 

marquées avec de l’iode 125 chimisorbé à leur surface.59–61 Walsh a récemment montré que ce 

processus de chimisorption s’effectue même en présence de ligands thiols, et qu’il est stable dans le 

DMEM. Une désorption est toutefois observée en présence d’iodure de potassium ou de thiols, 

suggérant une dynamique d’échanges de ligands en surface des AuNPs.61 Ainsi, on peut supposer que 

l’iode 131 est capable de se chimisorber sur les AuNPs, ce qui favoriserait la probabilité d’interaction 

des NPs avec les rayonnements émis par le radioisotope, et amplifierait l’effet radiosensibilisant. Le 

fait qu’on n’observe pas in vitro d’effet radiosensibilisant lorsque l’iode 131 n’est pas internalisé par 

les cellules (présence de perchlorate de sodium), malgré la longue portée de ses effets, semble aussi 

aller dans ce sens. 
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Jusqu’à présent, peu d’articles expérimentaux se sont intéressés à la problématique de l’impact de la 

nature du rayonnement sur l’effet radiosensibilisant.62–64 Ce sujet semble pourtant clé pour mieux 

comprendre les mécanismes sous-jacents. Ici, les deux études de radiosensibilisation menées avec les 

Au-PMAA(10,6) ont permis de souligner les différences pouvant exister entre deux types d’irradiation, 

mais également entre deux modalités de radiothérapies. En particulier, considérant les bons résultats 

obtenus en radiothérapie interne malgré une captation d’or limitée, l’hypothèse d’une synergie 

particulière entre l’iode 131 et les AuNPs semble crédible. L’étude in vivo valide en tout cas la 

possibilité d’adopter une telle stratégie pour améliorer le traitement du cancer de la thyroïde. 

III. MÉTHODE PIXE POUR LOCALISER LES NPS 

Dans le cadre de la radiosensibilisation, il serait intéressant de pouvoir détecter les NPs dans la tumeur, 

mais aussi de les quantifier et les localiser, afin de suivre leur accumulation et leur répartition. Nous 

avons étudié la possibilité d’effectuer ces analyses de manière non invasive et in situ, directement lors 

d’un traitement par protonthérapie, en exploitant la fluorescence X émise par les NPs irradiées 

(technique du PIXE - Particle-Induced X-ray Emission). Cette étude s’inscrit dans le cadre du projet 

NanoPIXE, initié en 2016 et mené en collaboration avec Béatrice Cambien et Thierry Pourcher, du 

laboratoire TIRO, et Hermine Lemaire, Adrien Stolidi, Hugues Paradis et Dominique Chambellan, du 

laboratoire LIST au CEA Saclay. Des radiothérapeutes et radiophysiciens du CAL ont également été 

associés au projet, ainsi que des chercheurs de Subatech/Arronax à Nantes. 

Le PIXE est une technique d’analyse multi-élémentaire, utilisable pour tous les éléments dont le 

numéro atomique est supérieur à 10 (en-dessous, énergies faibles difficiles à détecter). En biologie, 

elle est souvent appliquée en microfaisceau (méthode microPIXE) pour réaliser des cartographies 

chimiques à l’échelle cellulaire et subcellulaire.65 Dans le domaine des NPs, la technique a ainsi permis 

de quantifier, cellule par cellule, la masse d’or internalisée, avec une limite de détection de 0,5 pg 

environ.66 Un des avantages est de pouvoir déterminer l’hétérogénéité de captation entre les 

différentes cellules.67,68 Le microPIXE a également été utilisé in vivo, pour étudier la distribution de NPs 

de gadolinium après une injection intratumorale.69  

L’ensemble de ces études montre qu’il est possible d’utiliser la technique du PIXE pour quantifier des 

NPs, voire les localiser, dans des échantillons biologiques. Cependant, les mesures sont toutes réalisées 

sur des échantillons de très faible épaisseur (monocouches de cellules,67,68 ou sections de 50 µm 

d’épaisseur dans le cas des tumeurs69). De plus, les énergies des faisceaux utilisés sont bien plus faibles 

que celles mises en jeu en protonthérapie (quelques MeV au lieu de plusieurs dizaines voire centaines 

de MeV). Ces conditions ne sont donc pas représentatives d’une mesure in situ dans le cadre d’un 
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traitement en protonthérapie. Notre objectif était ici de tester la possibilité d’utiliser le PIXE sur des 

échantillons plus épais, représentatifs d’un environnement tumoral, et sous des irradiations de type 

clinique.  

Les échantillons préparés, appelés fantômes, sont constitués d’un gel d’agarose vierge au centre 

duquel se situe une zone constituée du même gel et contenant des AuNPs (Figure IV.11). Le gel 

d’agarose est un modèle réaliste de tissu biologique.70 La concentration d’agarose a ici été choisie assez 

élevée (5% en masse) pour empêcher la diffusion des AuNPs au-delà de la zone définie et ainsi 

conserver une forte concentration localisée. Plusieurs concentrations de NPs ont été testées au cours 

du projet. Le diamètre de la zone centrale a lui été adapté de manière à être inférieur à celui du 

faisceau utilisé. 

  

Figure IV.11 - Fantôme contenant des AuNPs typiquement utilisé pour les essais de PIXE 

Plusieurs campagnes de mesures ont été réalisées sur trois cyclotrons, à différentes énergies :  

- Arronax - 67,5 MeV 

- Centre Antoine Lacassagne - 10 et 62 MeV 

- Centre de Protonthérapie de l’Institut Curie - 62 et 230 MeV 

Au cours de ces campagnes, plusieurs configurations et détecteurs ont été testés. La détection des pics 

de fluorescence de l’or s’est révélée très ardue. Seules les mesures à 230 MeV (description des 

paramètres en Annexe A) ont en effet permis d’obtenir un signal détectable sur les fantômes 

contenant les AuNPs (Figure IV.12). Le blanc correspond à une mesure sans échantillon. 

Gel d’agarose + AuNPs 

Gel d’agarose vierge 
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Figure IV.12 - Spectres PIXE émis pour une irradiation par des protons 230 MeV - Acquisition de 600 sec par un détecteur 
tellurure de cadmium - Comparaison du blanc et du fantôme contenant les AuNPs (7 mg Au) 

Sur le spectre du fantôme, on peut tout d’abord noter un fort bruit de fond aux basses énergies, qui 

provient vraisemblablement du gel d’agarose et qui gêne la détection des raies L de l’or (9,7 et 11,4 

keV). Malgré ce signal indésirable, les deux raies L sont bien visibles sur ce spectre, démontrant la 

présence d’or. La présence des raies K (68,8 et 78,0 keV) est quant à elle plus incertaine. De manière 

générale, les raies L de l’or ont toujours été mieux détectées que les K, même sur des feuilles d’or pur. 

Ce résultat est confirmé par la littérature.71 Il s’explique en partie par la section efficace d’ionisation, 

qui est 10 à 100 fois plus élevée pour les couches L que pour les couches K à l’énergie considérée. Cette 

différence doit cependant être légèrement compensée par une plus forte atténuation des photons de 

la raie L. 

Les résultats obtenus semblent montrer les limites de la technique PIXE pour réaliser des mesures in 

situ sur tumeur. Pour réussir à détecter l’or, il a en effet fallu augmenter considérablement sa 

concentration dans la zone centrale, jusqu’à environ 10 mg/mL d’or pour l’échantillon correspondant 

à la Figure IV.12. Cette valeur n’est absolument pas représentative des concentrations mises en jeu en 

nanomédecine. D’autre part, l’épaisseur du fantôme utilisé n’est que de quelques millimètres, tandis 

qu’une analyse in situ impliquera nécessairement une plus grande épaisseur de tissu. Les raies L de l’or 

étant fortement atténuées (7% transmis pour 5 mm d’eau72), il est peu probable qu’on puisse encore 

les détecter. Ainsi, seules d’importantes améliorations au niveau des performances (meilleur 

détecteur, configuration optimisée) pourraient permettre d’envisager appliquer le PIXE à de la 

détection in situ sur patients. 

Il est toutefois intéressant de noter que la fluorescence X émise sous irradiation par des photons 

semble plus prometteuse. Les analyses menées en parallèle au LIST ont en effet permis de détecter les 

AuNPs dans les fantômes plus facilement qu’avec les protons. Cela pourrait s’expliquer par un 

rendement de fluorescence bien plus élevé. Pour tenter de confirmer cette observation, une étude par 
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simulation numérique a été effectuée avec un code Monte-Carlo de transport des particules (Monte-

Carlo N-particle, MCNP), qui est un outil de simulation souvent utilisé dans le cadre des études en 

protonthérapie.73–75 Le système choisi est constitué d’une sphère de 1 cm de rayon contenant 2% d’or, 

située sous une couche d’eau de 10 cm d’épaisseur. Deux types d’irradiation cliniquement pertinentes 

ont été simulées : des photons 6 MeV (spectre typique d’un accélérateur linéaire utilisé en médical) et 

des protons 100 MeV. Les mesures sont prises à 90°C du faisceau incident, en sortie de la sphère pour 

limiter l’atténuation par l’eau. Les résultats ont été convolués par la résolution d’un détecteur CdTe, 

afin de mieux rendre compte des conditions de mesure. Ils sont présentés sur la Figure IV.13. Aux 

énergies correspondant aux raies K et L de l’or, on peut observer une probabilité d’émission de 

fluorescence (pour un même nombre de particules incidentes) respectivement 1000 et 100 fois 

supérieure dans le cas des photons par rapport aux protons, ce qui semble confirmer que la 

fluorescence X émise sous irradiation de photons a plus de chances d’être détectée que l’effet PIXE. 

La fluorescence X sous photons a d’ailleurs déjà été exploitée sur synchrotron pour effectuer l’analyse 

tomographique élémentaire de sphéroïdes‡ de plusieurs centaines de microns, permettant ainsi de 

cartographier du platine avec une limite de détection de 10 µg/mL.76,77 L’analyse sur synchrotron de 

fantômes de AuNPs a produit des résultats similaires.78 Plus récemment, Larsson et al. ont montré que 

l’utilisation de la tomographie par fluorescence X en laboratoire pouvait permettre d’obtenir la 

biodistribution de NPs de molybdène chez la souris, avec une résolution spatiale de 200 µm.79 Ces 

résultats semblent indiquer que la fluorescence X émise sous irradiation par des photons serait une 

technique envisageable pour effectuer des analyses in situ en radiothérapie. 

  

Figure IV.13 - Spectres de probabilité obtenus par simulation avec un code Monte-Carlo de transport de particules. Le 
modèle est une sphère contenant 2% d’or et située à une profondeur de 10 cm d’eau. 

Comparaison d’une irradiation par des photons 6 MeV ou des protons 100 MeV 

                                                             
‡ Sphéroïde : Assemblage tridimensionnel de cellules 
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IV. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 

L’ensemble des études présentées dans ce chapitre ont permis d’obtenir un premier aperçu du 

comportement de nos NPs sous irradiation. Une bonne stabilité des objets a tout d’abord pu être 

démontrée, mais certains phénomènes fins n’ont vraisemblablement pas pu être détectés, puisqu’une 

toxicité accrue des NPs irradiées a parfois été observée. Les tests de radiosensibilisation effectués avec 

les Au-PMAA ont montré des différences notables de performances, selon le type d’irradiation utilisé. 

L’association avec un traitement à l’iode 131 semble ainsi très prometteuse, et pourrait laisser 

supposer l’existence d’un effet de synergie entre l’or et le radioisotope. Les conditions défavorables 

de l’étude en protonthérapie n’ont toutefois pas permis de démontrer clairement un effet 

radiosensibilisant des AuNPs pour ce type de rayonnement. Nous avons enfin évalué la possibilité 

d’utiliser la méthode PIXE pour détecter les NPs in situ lors de l’irradiation en protons. Les résultats 

obtenus montrent les limites de la technique pour une utilisation en conditions cliniques. 

 

Pour la suite du projet, il serait intéressant d’étudier plus en détails ce possible effet de synergie entre 

les AuNPs et l’iode 131. Des analyses pourraient tout d’abord être effectuées sur des AuNPs exposées 

à de l’iode non radioactif. La spectroscopie de photoélectrons X (XPS) permettrait par exemple de 

détecter des variations d’énergie de liaison de l’or et ainsi de valider la présence d’iode à la surface 

des AuNPs, comme l’ont montré Kim et al.60 Des cartographies élémentaires par EDX pourraient 

également être utilisées pour visualiser directement leur localisation, à condition que la quantité 

d’iode soit suffisante. 

Sur le plan des tests biologiques, des comparaisons d’efficacité de radiosensibilisation pourraient être 

effectuées avec d’autres radioisotopes, pour des caractéristiques d’émission proches et des activités 

équivalentes, afin de déterminer si la chimisorption de l’iode sur les AuNPs joue ici un rôle. D’un point 

de vue mécanistique, on pourrait comparer les caractéristiques de l’émission de particules β- de l’iode 

131 avec et sans AuNPs, pour observer si le phénomène de chimisorption peut impacter les propriétés 

d’émission de l’iode. Cela pourrait être effectué par spectroscopie de scintillation, comme réalisé par 

Chao et al. sur leurs NPs combinant du hafnium et du technétium 99m.32 

 

Concernant la protonthérapie, comme cela a déjà été évoqué, les résultats mitigés obtenus 

proviennent probablement en partie d’une quantité d’or internalisée insuffisante. Ces expériences 

ayant été menées relativement tôt durant la thèse, nous avions opté pour les Au-PMAA, qui avaient 

démontré d’excellents résultats avec l’iode 131. Depuis, les résultats des expériences de captation 
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cellulaire (chapitre 3 § III.B) ont mis en évidence que certains ligands, comme le P(DMAEMA-MAA), 

entraînent une internalisation plus efficace. La captation accrue des Au-PMAA-Lf par les cellules de 

glioblastome, notamment à faible concentration, semble elle aussi prometteuse. Ces NPs pourraient 

donc faire l’objet de nouveaux tests de radiosensibilisation. 

Si l’on reste dans la perspective de maximiser la quantité d’or internalisée, on pourrait également 

envisager d’augmenter la taille du cœur de nos NPs. Nous avons en effet montré dans le chapitre 3 

qu’un plus gros cœur permettait d’internaliser une masse d’or plus importante. Les considérations 

concernant la taille du cœur sont cependant plus complexes, car celle-ci va aussi avoir un impact sur 

l’effet radiosensibilisant lui-même. Sur le plan des mécanismes physiques, McMahon et al. ont ainsi 

montré, dans le cas d’une irradiation par des photons, que l’effet radiosensibilisant dépend du ratio 

surface/volume : les électrons secondaires produits à l’intérieur de la NP étant fortement absorbés par 

l’or, seuls ceux produits par les atomes proches de la surface vont pouvoir s’échapper de la NP et 

générer des dommages autour d’elle.80 Pour une masse d’or équivalente, les petites NPs génèrent 

donc un effet radiosensibilisant plus important. Lin et al. ont tiré les mêmes conclusions de leur 

simulation avec des protons.81 Au-delà des mécanismes physiques, on peut aussi supposer que les 

phénomènes de catalyse de surface, évoqués par plusieurs équipes comme participant à l’effet 

radiosensibilisant (chapitre 1 § II.C.2),82–84 sont eux aussi favorisés pour les ratios surface/volume 

élevés. Ce meilleur effet radiosensibilisant des petites NPs a été vérifié expérimentalement.84 Ainsi, un 

compromis doit être trouvé entre augmenter la masse d’or internalisée et conserver des NPs de petite 

taille pour optimiser les mécanismes de radiosensibilisation. Dans notre cas, cela souligne d’autant 

plus l’intérêt à jouer sur l’utilisation de ligands polymères et de greffages de molécules permettant une 

captation accrue, plutôt que sur la taille du cœur d’or. 

 

De manière plus générale, l’utilisation de NPs radiosensibilisantes en protonthérapie nécessitera 

d’étudier plus en détails les mécanismes sous-jacents, car certains aspects restent mal compris, 

notamment l’impact de la position du pic de Bragg. 

En effet, les caractéristiques du rayonnement varient à mesure que le rayonnement pénètre dans les 

tissus : les particules perdent de l’énergie, et le transfert linéique d’énergie (LET) augmente 

progressivement jusqu’à atteindre son maximum au pic de Bragg. Ces deux paramètres peuvent ainsi 

influer sur l’effet radiosensibilisant des NPs. Haume et al. ont par exemple montré qu’une énergie plus 

élevée favorise la production d’électrons secondaires et de radicaux libres, tandis que Li et al. 

observent in vitro une radiosensibilisation pour des protons possédant un LET de 25 keV/µm mais pas 

pour un LET de 10 keV/µm.41 
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Actuellement, puisque la dose déposée est plus importante au niveau du pic de Bragg, de nombreuses 

études adaptent leur faisceau de manière à localiser le pic de Bragg sur leur échantillon.40,85,86 

Cependant, une des deux seules études in vivo associant protons et NPs à numéro atomique élevé a 

montré un effet radiosensibilisant plus marqué lorsque la tumeur était irradiée par des protons 

traversants, plutôt que par le pic de Bragg (Figure IV.14).87 De même, à l’échelle des mécanismes, une 

publication récente rapporte une production plus importante d’électrons basse énergie et de radicaux 

libres dans le cas d’un rayonnement traversant d’ions carbone plutôt que dans le cas du pic de Bragg.48 

A l’inverse, Schlathölter ont obtenu des dommages plus importants sur l’ADN pour des protons en fin 

de parcours.88  

 

Figure IV.14 - Schématisation des deux conditions d’irradiation par protons utilisées dans la référence 87    

Les résultats divergents soulignent que des études supplémentaires seront donc nécessaires pour 

mieux comprendre d’un point de vue physique les interactions entre les particules incidentes et les 

NPs, et ainsi optimiser les configurations adoptées lors des études de radiosensibilisation en 

protonthérapie, et plus généralement en hadronthérapie. Cela permettra également à la communauté 

d’établir des protocoles standardisés pour l’évaluation des propriétés radiosensibilisantes des NPs. Du 

point de vue expérimental, on se heurte cependant à la difficulté d’accéder aux faisceaux médicaux, 

ce qui limite la possibilité d’effectuer des tests de manière systématique et à grande échelle, en 

conditions réelles. Si la simulation peut en partie pallier ce manque, cela souligne malgré tout l’intérêt 

de développer des protocoles expérimentaux simplifiés, qui permettront de multiplier les tests plus 

aisément. Cette rationalisation des études menées semble indispensable pour pouvoir déterminer les 

facteurs clés du phénomène de radiosensibilisation.  

Tumeur 

Pic de Bragg Rayonnement 
traversant 

Profil du 
dépôt de dose 
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Conclusion générale 
 

 

Dans le contexte du développement de NPs à visée médicale, cette étude avait pour objectif de 

déterminer de manière fiable l’impact des propriétés physico-chimiques de NPs sur leur 

comportement en milieu biologique. Nous avons ainsi cherché à synthétiser une gamme de nano-

objets de référence, constitués d’un cœur d’or et d’une couronne polyméthacrylate dont les propriétés 

peuvent être variées. Ces objets bien définis, obtenus via une synthèse maîtrisée et caractérisés de 

manière approfondie, ont été utilisés en combinaison avec des protocoles in vitro standardisés, nous 

permettant d’identifier certains facteurs clés qui régissent les interactions des NPs avec différents 

systèmes biologiques. La présence de charge positives et de parties hydrophobes s’est notamment 

révélée très favorable pour la captation cellulaire, mais bloque toute diffusion dans la matrice 

extracellulaire. 

Du point de vue plus spécifique de la radiosensibilisation, cette étude a permis de mettre en évidence 

un comportement prometteur de nos NPs, à la fois en termes de stabilité sous irradiation et de 

propriétés radiosensibilisantes. L’association avec l’iode 131 en radiothérapie interne, jamais explorée 

jusqu’à présent, a notamment montré d’excellents résultats, à la fois in vitro et in vivo. 

Une des forces de cette étude repose sur la conservation d’une structure similaire d’un type de NP à 

l’autre. S’affranchir ainsi de la taille et de la forme des objets permet une comparaison fiable de 

l’impact de leurs propriétés physico-chimiques, un aspect négligé dans nombre d’études publiées à ce 

sujet. La grande stabilité de nos objets constitue le deuxième point fort de l’étude. Nous avons en effet 

montré que nos NPs étaient extrêmement stables dans le temps, dans des milieux biologiques et sous 

irradiation. Cette stabilité soulève cependant la question de leur élimination sur le long terme, comme 

nous l’évoquerons plus loin. 

Les résultats obtenus dans le cadre de ce projet ont fait l’objet de deux publications1,2 : Irradiation 

Effects on Polymer-Grafted Gold Nanoparticles for Cancer Therapy, publiée en 2019 dans ACS Applied 

Biomaterials et Improving 131I radioiodine therapy by hybrid polymer-grafted gold nanoparticles, 

actuellement en processus de soumission. 

Bien que cette étude s’inscrive dans le contexte de la radiosensibilisation, son spectre d’application est 

bien plus large et concerne en réalité toutes les NPs développées dans le cadre du traitement du 

cancer. L’approche systématique de variation des propriétés physico-chimiques pour en étudier 

l’impact, ainsi que les protocoles expérimentaux mis en place, pourront tout à fait être utilisés pour 



Conclusion générale 

222 
 

étudier le comportement de nano-objets pour l’imagerie, la délivrance de médicaments, la 

photothérapie, etc. 

EXTENSION DE LA STRATÉGIE À D’AUTRES ASPECTS DU COMPORTEMENT DES NPS IN VITRO 

Concernant nos objets, cette approche systématique de l’impact de la couronne pourra être appliquée 

à d’autres problématiques déjà évoquées dans le chapitre 3, comme le passage de la barrière hémato-

encéphalique, la localisation intracellulaire ou la dégradation. Les études de radiosensibilisation 

pourront également être complétées, notamment sur les objets qui n’ont pas pu être testés ici. Les 

premières expériences de stabilité des NPs sous irradiation et de toxicité post-irradiation ont toutefois 

déjà montré que la nature du polymère influait sur les résultats. 

En radiosensibilisation, les effets pourront être étudiés au niveau cellulaire, par exemple avec les tests 

clonogéniques, mais aussi au niveau moléculaire, pour déterminer les mécanismes sous-jacents. Si 

l’ADN a longtemps été considéré comme la cible principale de l’effet radiosensibilisant des NPs, 

d’autres constituants cellulaires commencent à être évoqués ces dernières années, comme la 

membrane plasmique, les lysosomes, les mitochondries ou le réticulum endoplasmique.3–5 L’impact 

sur les membranes, plasmiques ou intracellulaires, nous semble donc être un aspect particulièrement 

intéressant, car tous les organites évoqués sont délimités par des membranes. Différents modèles de 

bicouches lipidiques pourraient être utilisés, comme cela a déjà été réalisé pour étudier les interactions 

entre NPs et membranes, hors du contexte de la radiosensibilisation.6,7 A notre connaissance, cela n’a 

encore jamais été appliqué pour des NPs radiosensibilisantes, sous irradiation. 

L’impact de la couronne polymère sur l’opsonisation constitue également un point intéressant à 

étudier, car le temps de circulation des NPs après injection intraveineuse dépend fortement de 

l’amplitude de ce phénomène. Si le PEG permet de réduire l’adsorption des protéines, il faudra 

déterminer si les polyméthacrylates peuvent en faire de même. L’opsonisation constituant un 

mécanisme de reconnaissance par le système immunitaire, cela soulève également la question de la 

capacité des NPs à stimuler la réponse immunitaire. Cet aspect est étudié depuis peu dans le cadre du 

traitement du cancer, afin de générer des morts cellulaires immunogènes qui conduisent à l’activation 

d’une réponse immunitaire antitumorale spécifique.8 La société Nanobiotix a par exemple récemment 

annoncé que leurs NPs NBTXR3 avaient montré de bons résultats à ce sujet en radiothérapie.9 Les 

propriétés de surface des NPs vont là encore jouer un rôle majeur, et notre approche pourrait donc 

être utilisée. 
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QUELLES ALTERNATIVES AUX ÉTUDES IN VIVO ? 

L’approche systématique que nous avons choisie requiert de nombreuses expériences, afin de 

caractériser le comportement d’une grande librairie de NPs et de pouvoir en tirer des conclusions sur 

l’impact des différentes propriétés de surface. Elle semble donc peu adaptée aux études in vivo, qui 

sont bien plus complexes à mettre en place. Cela nécessiterait en outre l’utilisation de nombreux 

animaux, alors que les enjeux éthiques des tests précliniques sont questionnés. D’autre part, la 

pertinence des modèles animaux est de plus en plus remise en cause, comme cela a notamment été 

évoqué dans le cadre de l’effet EPR dans le chapitre 1 (§ I.B). Il semble donc indispensable de trouver 

des alternatives aux études précliniques classiques. 

Grâce aux progrès en microfabrication et en ingénierie tissulaire, le domaine des organes sur puce a 

connu ces dernières années un essor important, permettant de recréer les fonctions de différents 

organes, les propriétés de barrière de certains tissus, ou encore des interactions inter-organes.10 Dans 

le domaine du cancer, des tumeurs sur puce commencent aussi à être développées.11,12 Wang et al. 

ont ainsi fabriqué un modèle microfluidique qui reproduit les caractéristiques des vaisseaux et de la 

matrice extracellulaire tumoraux, afin d’étudier les phénomènes d’extravasation des NPs et leur 

accumulation dans la tumeur.13 Les résultats qu’ils obtiennent correspondent bien à ceux provenant 

des études in vivo. Cette utilisation des tumeurs sur puce semble donc prometteuse pour étudier 

certains aspects du comportement des NPs qui étaient jusque-là seulement accessibles in vivo. 

Une autre alternative, possiblement complémentaire de la première, repose sur l’utilisation de 

modèles de prédiction in silico. Ces programmes informatiques, baptisés QSAR (Quantitative Structure-

Activity Relationships), sont basés sur le postulat que des propriétés physico-chimiques comparables 

vont générer des comportements identiques vis-à-vis des systèmes biologiques.14 A partir de jeux de 

données existants, les modèles sont par exemple capables de prédire la toxicité, la captation cellulaire 

ou la biodistribution de NPs n’ayant pas encore été étudiées, en se basant sur des similarités de 

structures (Figure V.1).15 Les progrès récents dans le domaine du machine learning devraient 

permettre d’analyser des volumes de données importants, et ainsi gagner en fiabilité de prédiction. Ce 

type de stratégie pourrait ainsi limiter le nombre d’expériences à réaliser et accélérer les processus de 

caractérisation des NPs in vitro, mais aussi in vivo. 

L’utilisation de tels modèles nécessite cependant d’avoir des données comparables. La grande 

diversité de protocoles expérimentaux utilisés actuellement dans la littérature de la nanomédecine 

empêche donc d’exploiter toutes les données déjà publiées. L’approche systématique utilisée dans ce 

projet semble ainsi parfaitement en cohérence avec l’utilisation de modèles in silico. La communauté 

aura intérêt, dans un futur proche, à établir des protocoles standardisés qui permettront de comparer 
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correctement les différents types de nano-objets étudiés. Cela semble être la condition sine qua non 

pour améliorer la compréhension des phénomènes, accroître la vitesse de développement de NPs 

efficaces, et ainsi accélérer leur transfert vers la clinique. 

 

Figure V.1 - Schématisation du principe des méthodes QSAR 14 

VERS UNE NANOMÉDECINE PERSONNALISÉE ? 

Avoir à disposition une grande librairie de nano-objets permet aussi d’envisager le développement de 

traitements personnalisés, adaptés aux caractéristiques de la tumeur que l’on cherche à soigner. En 

effet, les lignées cellulaires immortalisées utilisées ne reflètent pas toute la diversité du vivant, et on 

peut s’attendre à une efficacité thérapeutique des NPs variable d’une tumeur à l’autre, à cause de 

différences inhérentes aux tumeurs. La possibilité de tester toute une gamme de NPs permettrait ainsi 

de déterminer, pour chaque patient, celles qui assureraient la meilleure efficacité. Cela implique 

cependant de pouvoir tester rapidement un grand nombre de composés sur des cellules primaires 

dérivées du patient. Les tumeurs sur puce déjà mentionnées pourraient permettre un tel criblage, 

comme démontré par Shirure et al., qui ont utilisé des tissus prélevés par biopsie sur des tumeurs 

réelles et ont maintenu leur viabilité pendant plusieurs semaines.12 On notera toutefois que ces 

perspectives de médecine personnalisée sont ici évoquées hors de toute considération réglementaire. 
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Une autre stratégie serait au contraire d’utiliser une combinaison de NPs aux propriétés différentes 

pour allier plusieurs effets. Comme cela a été évoqué en fin du chapitre 3, cela pourrait par exemple 

permettre d’exploiter plusieurs voies d’internalisation et/ou de cibler plusieurs localisations 

intracellulaires. On peut imaginer que cette stratégie multi-composés serait avantageuse pour contrer 

les résistances que la tumeur pourrait développer vis-à-vis d’un composé en particulier. 

LA RECHERCHE DE COMPLEXITÉ, MAIS POUR QUELLE FINALITÉ ? 

Dans le domaine de la nanomédecine, la littérature récente tend à valoriser le design de nano-objets 

aux structures complexes, développés dans une volonté d’associer de multiples effets thérapeutiques. 

Cette recherche de complexité doit cependant être sujette à caution. Tout d’abord, il faut avoir la 

capacité de caractériser correctement les architectures, ce qui n’est pas chose aisée, comme nous 

l’avons déjà évoqué dans cette thèse. L’étape de caractérisation est en effet primordiale pour pouvoir 

ensuite comprendre les comportements des NPs formées. D’autre part, la conservation des propriétés 

in vivo est souvent problématique, à cause d’une instabilité des objets. Enfin, ce type de structure est 

peu adapté à un transfert vers la clinique, car il nécessite généralement des synthèses multi-étapes, 

difficiles à industrialiser. Il faut donc faire attention à trouver un équilibre entre la complexification de 

l’objet et le bénéfice clinique réel. 

De manière générale, il est primordial de ne pas perdre de vue l’objectif clinique. Les études de NPs à 

visée médicale se font souvent sans consultation des médecins, et mènent parfois à des objets qu’eux 

considèrent comme peu applicables. Comme évoqué dans le chapitre 4, dans le cas des traitements 

par radiothérapie interne, le médecin nucléaire avec lequel nous avions discuté considérait par 

exemple que greffer des radioisotopes sur des NPs n’était pas une solution appropriée. Ainsi, se 

rapprocher des cliniciens devrait permettre de converger plus rapidement vers des objets 

transférables vers la clinique. 

Les structures complexes pourraient cependant être utilisées dans une perspective de compréhension 

des mécanismes. On peut par exemple envisager de greffer sur nos NPs des sondes à radicaux libres, 

pour étudier les réactions chimiques à l’origine de la radiosensibilisation, ou bien des agents de 

réticulation qui permettent de capturer les protéines en interactions avec les NPs, afin d’identifier 

certaines cibles moléculaires.16 Nos AuNPs greffées polymères pourraient ainsi être utilisées comme 

des plateformes pouvant être adaptées à l’étude que l’on cherche à mener. La difficulté est cependant 

de veiller à ce que ces greffages ne modifient pas le comportement général des NPs. 
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FAUT-IL TENDRE VERS TOUJOURS PLUS DE STABILITÉ ? 

Comme cela a été rappelé en début de conclusion, nous avons démontré dans cette étude une 

excellente stabilité de nos NPs, ce qui nous a permis d’utiliser des objets bien définis lors de nos tests 

in vitro et in vivo. Cette stabilité pose cependant la question du devenir des NPs dans le corps à long 

terme. Si la problématique d’élimination et de dégradation des NPs a toujours été importante, bien 

qu’assez peu étudiée, les travaux récents de l’équipe de Tai Leong la placent au centre des 

préoccupations actuelles. Leur article, publié début 2019, montre que l’injection intraveineuse de NPs 

d’or, de silice ou de dioxyde de titane pourrait favoriser le développement de métastases d’un cancer 

du sein.17 Ils expliquent cela par un phénomène qu’ils ont nommé Nanomaterials-induced Endothelial 

Leakiness (NanoEL), qui correspond à la formation d’espaces de taille micrométrique au niveau des 

jonctions cellulaires des parois des vaisseaux sanguins, observée en présence de NPs uniquement. 

L’étude montre que les cellules cancéreuses peuvent exploiter cette perméabilité pour passer dans la 

circulation sanguine (intravasation), puis pour s’en extraire à un autre endroit (extravasation), créant 

ainsi des métastases. L’ensemble du phénomène est représenté sur la Figure V.2. 

 

Figure V.2 - Schématisation des phénomènes d’intravasation et d’extravasation des cellules cancéreuses induites par l’effet 

de fuite endothéliale 17 

Cette publication souligne donc l’importance d’effectuer des études de dégradation et d’élimination 

des NPs. Pour suivre la biodistribution de nos objets, on pourrait tester la possibilité de les activer sous 

irradiation (protons ou neutrons), puisque nous avons montré que la couronne était stable pour des 

faibles doses. L’or étant facilement activé, on pourrait ensuite étudier sa biodistribution par 

tomographie par émission monophotonique (SPECT en anglais). La grande sensibilité de l’imagerie 

SPECT constitue un avantage par rapport à la tomodensitométrie aux rayons X, également applicable 

à l’or. Le suivi de la couronne polymère, constituée d’éléments légers, reste plus complexe par la 
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méthode d’activation. Cela permettrait pourtant d’obtenir des informations sur l’éventuelle 

dissociation cœur/couronne. Récemment, des radiomarquages ont été utilisés pour analyser la 

biodistribution de ligands organiques ou polymères.18,19 Plutôt que d’incorporer directement un 

radioisotope dans la couronne, on pourrait envisager d’y intégrer un élément activable sous 

irradiation, afin d’utiliser la même technique d’activation pour le cœur et la couronne. 

Considérant cet effet de NanoEL, la grande stabilité de nos objets pourrait se révéler problématique. 

L’étude de leur dégradation permettra dans un premier temps de déterminer les mécanismes en jeu, 

puis de modifier la structure des NPs en conséquence, afin de les rendre plus labiles sur le long terme 

et d’éviter ce type de phénomène. 
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Annexe A : Partie expérimentale 
 

SYNTHÈSES 

SYNTHÈSE DE L’AMORCEUR 

Sous atmosphère d’argon, 3,40 g de 2,2-dithioéthanol ainsi que 4,2 g de pyridine anhydre sont dissous 

dans un tricol de 250 mL contenant 30 mL de THF, placé dans un bain d’eau glacée. 12,2 g de bromure 

de 2-bromo-isobutyryle sont ajoutés goutte à goutte, suivis de 30 mL supplémentaires de THF. La 

solution est agitée à 0°C durant deux heures puis la réaction est poursuivie à température ambiante 

pendant 24h. Le sel de pyridinium formé (précipité blanc) est éliminé par filtration. La solution obtenue 

est dissoute dans du chloroforme et lavée une première fois avec une solution d’acide chlorhydrique 

à 2M, puis deux fois avec de l’eau. Après séchage sur Na2SO4, le solvant est évaporé sous pression 

réduite et une huile incolore est obtenue. Une chromatographie sur colonne de silice est parfois 

nécessaire pour compléter la purification. 

RMN 1H (CDCl3) δ (ppm) : 4,44 (t, OCH2, 4H), 2,98 (t, SCH2, 4H), 1,94 (s, CH3, 12H) 

SYNTHÈSE DES LIGANDS POLYMÈRES PAR ATRP 

Synthèse générale des ligands à base de méthacrylate de tert-butyle (MAtBu) 

Les solutions de monomères, de diméthylformamide (DMF), de pentaméthyldiéthylène triamine 

(PMDETA) et de l’amorceur précédemment synthétisé (DS-Br) sont dégazées à l’argon pendant 30 min. 

Un tricol surmonté d’un réfrigérant est mis sous vide puis conditionné sous argon. Le bromure de 

cuivre (CuIBr) et le DMF sont introduits et mis sous agitation jusqu’à dissolution complète du cuivre. 

Le ligand PMDETA est alors ajouté, suivi des monomères. L’amorceur est introduit en dernier et le 

milieu réactionnel est chauffé à 60°C, sous agitation et sous atmosphère inerte. La réaction est arrêtée 

au bout de 4-5 heures. Le rapport CuIBr/PMDETA/DS-Br est fixé à 2/2/1 pour l’ensemble des synthèses. 

Le degré de polymérisation théorique et le pourcentage volumique de DMF varient selon les synthèses 

(voir Tableau 1 du Chapitre 2). Des échantillons sont prélevés tout au long de la réaction via des 

seringues purgées, afin de déterminer le taux de conversion par gravimétrie. Le polymère formé est 

purifié par des cycles successifs de précipitation dans un mélange méthanol/eau (90/10) et de 

filtration, puis par passage sur une colonne d’alumine après solubilisation dans le THF. 
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RMN 1H (CDCl3) δ (ppm) 

DS-PMAtBu : 2,00-1,65 (m, CCH2, 2H), 1,40-1,30 (s, CH3, 9H), 1,15-0,90 (m, CCH3, 3H) 

DS-P(HEMA-MAtBu) : 4,15 (s, CH2OH, 1H), 3,85 (s, OCH2, 1H), 2,16-1,69 (m, CCH2, 2H), 1,52-1,34 

(s, CH3, 4,5H), 1,25-0,80 (m, CCH3, 3H) 

DS-P(DMAEMA-MAtBu) : 4,18 (s, OCH2, 0,2H), 2,74 (s, CH2N, 0,2H), 2,40 (s, NCH3, 0,6H), 2,22-1,69 

(m, CCH2, 2H), 1,55-1,32 (s, CH3, 8,1H), 1,22-0,80 (m, CCH3, 3H) 

DS-P(MAnBu-MAtBu) : 3,97 (s, OCH3, 0,4H), 2,17-1,74 (m, CCH2, 2H), 1,66 (s, CCH2, 0,4H), 1,53-

1,30 (s, CH3, 7,2H / s, CCH2, 0,4H), 1,19-0,85 (m, CCH3, 3,6H) 

DS-P(PEGMA-MAtBu) : 4,12 (s, OCH2, 0,1H), 3,66 (s, OCH2CH2, 2,6H), 2,16-1,69 (m, CCH2, 2H), 1,52-

1,34 (s, CH3, 8,1H), 1,21-0,87 (m, CCH3, 3H) 

Hydrolyse des ligands à base de méthacrylate de tert-butyle (MAtBu) 

1 g de ligand polymère est solubilisé dans 10 mL de chloroforme. 2,7 mL d’acide trifluoroacétique sont 

ensuite ajoutés. Le milieu réactionnel est agité pendant plusieurs jours, jusqu’à observer une 

précipitation complète du polymère. Le polymère hydrolysé est lavé avec du chloroforme puis filtré. 

RMN 1H (MeOD) δ (ppm) 

DS-PMAA : 2,20-1,85 (m, CCH2, 2H), 1,25-1,05 (m, CCH3, 3H) 

DS-P(HEMA-MAA) : 4,08 (s, CH2OH, 1H), 3,78 (s, OCH2, 1H), 2,20-1,80 (m, CCH2, 2H), 1,25-0,80 (m, 

CCH3, 3H) 

DS-P(DMAEMA-MAA) : 4,36 (s, OCH2, 0,2H), 3,56 (s, CH2N, 0,2H), 3,03 (s, NCH3, 0,6H), 2,22-1,78 

(m, CCH2, 2H), 1,42-0,90 (m, CCH3, 3H) 

DS-P(MAnBu-MAA) : 4,02 (s, OCH3, 0,4H), 2,20-1,83 (m, CCH2, 2H), 1,69 (s, CCH2, 0,4H), 1,49 (s, 

CCH2, 0,4H), 1,29-0,965 (m, CCH3, 3,6H) 

DS-P(PEGMA-MAA) : 4,14 (s, OCH2, 0,1H), 3,71 (s, OCH2CH2, 2,6H), 2,20-1,75 (m, CCH2, 2H), 1,29-

0,92 (m, CCH3, 3H) 

Synthèse spécifique du DS-PDMAEMA 

Dans le cas du PDMAEMA, la synthèse et la purification sont réalisées selon le protocole de Pantoustier 

et al.1 qui consiste en une synthèse en bulk à 25°C avec un ratio CuIBr/PMDETA/DS-Br fixé à 1/2/1. Le 

polymère pris en masse est d’abord dissous dans une solution acide (pH 2) avant d’être précipité en 

augmentant le pH de la solution jusqu’à 12 et en chauffant le milieu à 65°C. Cette procédure est 

répétée plusieurs fois jusqu’à élimination complète des résidus de cuivre. 

RMN 1H (CDCl3) δ (ppm) : 4,05 (s, OCH2, 2H), 2,56 (s, CH2N, 2H), 2,30 (s, NCH3, 6H), 2,00-1,80 (m, 

CCH2, 2H), 1,20-0,80 (m, CCH3, 3H) 
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SYNTHÈSE DES NANOPARTICULES D’OR GREFFÉES POLYMÈRES 

Le ligand polymère et la solution de HAuCl4, tous deux préalablement dissous dans du méthanol, sont 

agités pendant 30 minutes à température ambiante. Une solution de NaBH4 préparée dans le méthanol 

est ensuite ajoutée rapidement, sous agitation vigoureuse. Un changement de couleur instantané du 

jaune au rouge traduit alors la formation des AuNPs. La solution est ensuite laissée sous agitation 

pendant 24 heures. Le rapport ligand polymère/HAuCl4/NaBH4 est fixé à 0,1/1/10 pour l’ensemble des 

synthèses. Les NPs sont précipitées par centrifugation. Elles sont ensuite solubilisées dans de l’eau et 

centrifugées à plusieurs reprises dans des tubes concentrateurs possédant un seuil de coupure de 100 

kDa, afin d’éliminer une partie du polymère libre. 

GREFFAGES POST-SYNTHÈSE 

Greffage de la doxorubicine 

Les Au-PMAA(10,6-B) sont solubilisées à 5 mg/mL dans du tampon phosphate 50 mM pH 7,8. Les 

réactifs N-hydroxysuccinimide (NHS) et 1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl)-carbodiimide (EDC) sont 

ensuite ajoutés, et le milieu réactionnel est agité pendant deux heures à température ambiante. Le 

ratio MAA/NHS/EDC est fixé à 5/1/1. Après cette phase d’activation, une solution aqueuse de 

doxorubicine préparée à 10 mg/mL est ajoutée, de manière à obtenir un rapport MAA/doxorubicine 

de 40. Le milieu réactionnel est laissé sous agitation pendant 24 heures. La purification s’effectue par 

deux dialyses dans l’eau (seuil de coupure 3,5 kDa). 

Greffage des protéines 

Le protocole est quasiment identique à celui décrit pour la doxorubicine. Un rapport d’une protéine 

pour 12 chaînes polymères est choisi. La purification s’effectue par dialyses à 3,5 kDa dans un premier 

temps, puis par plusieurs centrifugations réalisées dans des tubes concentrateurs avec un seuil de 

coupure à 100 kDa. 

CARACTÉRISATIONS 

RMN 

Les spectres RMN sont obtenus sur un spectromètre Bruker AC-400. Les échantillons sont préparés 

dans des solvants deutérés (méthanol ou chloroforme). 
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CHROMATOGRAPHIE D’EXCLUSION STÉRIQUE (SEC) 

Avec la technique de chromatographie d’exclusion stérique couplée à la diffusion de lumière multi-

angles (SEC-MALS), la mesure des masses molaires est absolue et ne nécessite pas de calibration avec 

des polymères standards. La relation entre l’intensité mesurée et la masse molaire est définie sur 

l’équation (1) : 

𝐼(𝜃)  ∝   𝑐  𝑀 (
𝑑𝑛

𝑑𝑐
)
2

                     (A.1)                     

avec 𝐼(𝜃) l’intensité mesurée, 𝑀 la masse molaire du polymère, 𝑐 sa concentration massique et (
𝑑𝑛

𝑑𝑐
) 

son incrément d’indice de réfraction dans le solvant utilisé. 

La technique requiert par contre de connaître l’incrément d’indice de réfraction dn/dc du polymère 

analysé, valeur qui dépend du solvant dans lequel il est solubilisé. Les valeurs utilisées ici sont tirées 

de la littérature. Pour les copolymères, elles sont obtenues en appliquant la formule suivante2 :  

(
𝑑𝑛

𝑑𝑐
)
𝑐𝑜𝑝𝑜

=  ∑𝑤𝑖  (
𝑑𝑛

𝑑𝑐
)𝑖                        (𝐴. 2) 

avec wi  les fractions massiques des différents monomères calculées d’après les données RMN et 

(𝑑𝑛 𝑑𝑐⁄ )𝑖  les valeurs des homopolymères correspondants.  

Certains dn/dc n’ayant pas été trouvés pour les solvants recherchés, des estimations sont réalisées à 

partir de cette deuxième formule2 : 

(
𝑑𝑛

𝑑𝑐
)
𝑠𝑜𝑙𝑣 𝐴

= (
𝑑𝑛

𝑑𝑐
)
𝑠𝑜𝑙𝑣 𝐵

− (𝑛𝑠𝑜𝑙𝑣 𝐴 − 𝑛𝑠𝑜𝑙𝑣 𝐵)                      (A. 3) 

avec 𝑛𝑠𝑜𝑙𝑣  l’indice de réfraction du solvant considéré.  

Tous les dn/dc calculés, ainsi que les références de littérature dont ils sont tirés, sont résumés dans le 

Tableau A.1. 

Tableau A.1 - Valeurs de dn/dc utilisées pour les analyses en SEC-MALS 

 dn/dc (mL/g) 

Polymère 
Analyse SEC avant hydrolyse  

(THF) 
Analyse SEC après hydrolyse 

(phosphate) 

DS-PMAA 0,0643 0,1754 

DS-PDMAEMA 0,0805,6 / 

DS-P(DMAEMA-MAA) (10/90) 0,0665,6 0,1725,6 

DS-P(MAnBu-MAA) (20/80) 0,0653,7 / 

DS-P(MAnBu-MAA) (40/60) 0,0653,7 / 

DS-P(PEGMA-MAA) (10/90) 0,0668 0,1598 

DS-P(HEMA-MAA) (50/50) / / 
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Les analyses SEC sont effectuées à partir d’un appareil HPLC Shimadzu muni de 2 colonnes OHpack-LB 

800 (300 x 8,0 mm) (Shodex), couplé à un réfractomètre RID-20A (Shimadzu) et un MALS mini-Dawn 

TREOS (Wyatt). Les mesures sont réalisées dans le THF à 40°C pour les composés contenant du MAtBu 

et dans un tampon phosphate 0,1 M à pH 9 à 40°C pour les composés hydrolysés. Dans le cas du DS-

PDMAEMA, la mesure est réalisée en ajoutant 3% (v/v) de triéthylamine à la phase de THF. Les DS-

P(MAnBu-MAA) et DS-P(HEMA-MAA) n’ont pas pu être analysés car ils ne sont pas suffisamment 

solubles dans le tampon phosphate. 

SPECTROSCOPIE UV-VISIBLE 

Les spectres d’absorbance sont obtenus sur un spectrophotomètre UV-visible Shimadzu UV-2450 à 

double faisceau. 

ANALYSE THERMOGRAVIMÉTRIQUE (ATG) 

Les mesures d’ATG sont réalisées sur un appareil Mettler-Toledo TGA/DSC. Les NPs sont introduites 

dans une coupelle en oxyde d’aluminium. La température est augmentée de 25 à 100°C à un taux de 

20°C/min, puis un plateau de 10 minutes est observé à 100°C pour éliminer toute trace d’eau 

résiduelle. La température est ensuite augmentée jusqu’à 800°C afin d’éliminer toute la matière 

organique. Les mesures sont réalisées sous oxygène. 

POTENTIEL ZÊTA 

Les mesures sont réalisées sur un appareil Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd.), dans des 

cuves DTS1061 dédiées à la mesure du potentiel zêta. Les solutions de NPs sont préparées à des 

concentrations allant de 0,5 à 1 mg/mL, dans un tampon phosphate 10 mM pH 7,5 préalablement filtré 

à 0,22 µm. Les mesures sont effectuées à 20°C, et la tension appliquée est autour de 150 V. Les valeurs 

rapportées correspondent à la moyenne d’au moins trois mesures, et l’écart-type rend compte de la 

distribution moyenne.  

SPECTROMÉTRIE DE MASSE AVEC PLASMA A COUPLAGE INDUIT (ICP-MS) 

Une solution mère est tout d’abord préparée à 10 mg/mL de NPs dans de l’eau ultrapure, à partir d’une 

poudre de NPs sèches. Elle est diluée une première fois d’un facteur 100 dans de l’eau ultrapure. 100 

µL de cette solution sont ensuite mélangés à 100 µL d’eau régale (HCl/HNO3 2:1) afin de dissoudre le 

cœur d’or. Puis 9,8 mL d’une solution de HCl à 2% sont ajoutés pour constituer la solution d’analyse.  

L’appareil utilisé est un iCAP Q ThermoElectron. La calibration externe est effectuée à partir de 

dilutions d’une solution d’or certifiée (SPEX, CertiPrep). Toutes les dilutions (échantillons et standards) 
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sont préparées par pesée, afin de connaître avec précision la dilution finale. Six mesures sont 

effectuées pour chaque échantillon. Les %wAu sont obtenus à partir de la concentration en or mesurée, 

du facteur de dilution, et de la concentration initiale en NPs. 

MICROSCOPIE ÉLECTRONIQUE EN TRANSMISSION (TEM) 

La préparation des échantillons de NPs s’effectue par dépôt de 3 µL d’une solution de AuNPs (préparée 

à 1 mg/mL environ dans l’eau) sur une grille de cuivre (mesh 200) recouverte d’un film de carbone et 

préalablement traitée par plasma. Après 30 secondes, l’excédent de solution est enlevé par contact 

avec un papier absorbant. Le séchage est effectué à l’air libre. 

Les observations en TEM sont réalisées sur la plateforme Imagerie-Gif du CNRS. L’appareil est un 

microscope JEOL 1400, utilisé à une tension de 120 kV. 

Les images sont traitées avec le logiciel ImageJ (fonction Analyze Particles après application d’un 

Threshold). Pour chaque type d’objets, plusieurs centaines de NPs ont été analysées afin d’avoir un 

échantillon statistiquement représentatif. 

DIFFUSION DES RAYONS X AUX PETITS ANGLES (SAXS) 

Les solutions de NPs analysées en SAXS sont préparées à une concentration en or de 0,2 mg/mL dans 

les différents milieux aqueux choisis (eau ultrapure, DPBS, DMEM, DMEM + 10% FBS, DMEM +10 % 

FBS exposé à des cellules) et injectées dans des capillaires de verre borosilicate de diamètre 1,0 mm 

ou 1,5 mm. 

Les mesures sont réalisées sur deux appareils : 

- L’appareil XEUSS 2.0 de la plateforme SWAXS-Lab (LLB / NIMBE). L’énergie du faisceau est de 

8 keV, et une distance échantillon-détecteur de 119 cm a été utilisée. La gamme de q analysée 

est comprise entre 5.10-3 et 0,6 Å-1. Les durées d’acquisition sont de 30 minutes ou 1 heure 

selon les échantillons. 

- La ligne SWING du synchrotron Soleil. L’énergie du faisceau est de 16 keV, et deux distances 

échantillon-détecteur ont été utilisées : 6,20 m (configuration WAXS) et 0,52 m (configuration 

SAXS). La gamme de q totale analysée est comprise entre 3.10-3 et 2,5 Å-1. Les durées 

d’acquisition sont de 5x2 secondes en SAXS et 5x10 secondes en WAXS. 

Sur le XEUSS, la calibration de la distance échantillon-détecteur est réalisée avec le tétradécanol, tandis 

que le Lupolen et l’eau sont utilisés pour normaliser les coups mesurés par le détecteur en section 

efficace différentielle par volume.9 
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Sur la ligne SWING, une procédure différente est appliquée pour traiter les données, car des problèmes 

de normalisation sont observés, notamment entre les configurations SAXS et WAXS : 

- Détermination du facteur de normalisation à partir du Lupolen. Il a été vérifié que ce facteur, 

une fois appliqué à l’eau (WAXS) après soustraction du capillaire vide, permettait de retrouver 

les valeurs attendues pour l’eau. 

Puis, pour chaque échantillon : 

- Soustraction du capillaire vide 

- Application d’un facteur pour ajuster le signal en WAXS sur la bosse de l’eau, qui est ici prise 

comme référence 

- Application d’un facteur pour ajuster le signal en SAXS sur le signal en WAXS 

- Concaténation des signaux en SAXS et WAXS 

- Soustraction du solvant correspondant 

Le traitement des données est réalisé sur le programme PYSAXS10 et les modélisations sur le 

programme SASview.11 

DIFFUSION DES NEUTRONS AUX PETITS ANGLES (SANS) 

Les solutions de NPs analysées en SANS sont préparées dans du D2O à une concentration en NPs de 3 

à 15 mg/mL. Celles contenant des protéines sont préparées dans un tampon phosphate deutéré 10 

mM pH 6,7. Pour effectuer les mesures, les solutions sont placées dans des cuves en quartz de 2 mm 

d’épaisseur. 

Les mesures sont réalisées sur le spectromètre PACE du LLB (CEA Saclay). Trois configurations sont 

utilisées : D = 1 m, λ = 6 Å ; D = 4,7 m, λ = 6 Å, D = 4,7 m, λ = 13 Å. Les durées d’acquisition sont 

respectivement de 15 minutes, 1 heure et 2 heures. La gamme de q couverte est comprise entre 

3.10-3 et 3,5.10-1 Å-1. Les valeurs absolues des intensités diffusées sont obtenues après soustraction du 

signal de la cuve vide (CV) et du bruit de fond (bdf), et après normalisation par rapport à l’épaisseur e 

de l’échantillon et à sa transmission T, selon l’expression suivante : 

𝐼𝑎𝑏𝑠 = 

𝐼é𝑐ℎ − 𝐼𝑏𝑑𝑓

𝑇é𝑐ℎ  𝑒é𝑐ℎ
− 

𝐼𝐶𝑉 − 𝐼𝑏𝑑𝑓

𝑇𝐶𝑉  𝑒𝐶𝑉

𝐼𝐻2𝑂 − 𝐼𝑏𝑑𝑓

𝑇𝐻2𝑂 𝑒𝐻2𝑂
− 

𝐼𝐶𝑉 − 𝐼𝑏𝑑𝑓

𝑇𝐶𝑉  𝑒𝐶𝑉

                   (𝐴. 4) 

Le traitement des données est réalisé sur le programme PASiNET (LLB) et les modélisations sur le 

programme SASview. 
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DICHROÏSME CIRCULAIRE 

Les solutions sont préparées à diverses concentrations dans du tampon phosphate 50 mM à pH 7,8. Il 

a été vérifié au préalable que ce tampon ne générait aucun signal en dichroïsme circulaire. 

Les mesures sont effectuées sur le dichrographe Chirascan™ (Applied Photophysics), situé au LLB. Les 

cuves utilisées sont des cuves en quartz de 1 mm de trajet optique. Les spectres sont mesurés de 185 

à 300 nm avec un pas de 1 nm et un temps de mesure de 1 seconde par point. La température est fixée 

à 25°C. 

Les analyses de structure secondaire sont réalisées directement sur le site internet BeStSel.12 

MICROSCOPIE ÉLECTRONIQUE A BALAYAGE  

La solution de NPs est préparée à environ 1 mg/mL dans l’eau. L’échantillon a été préparé par dépôt 

de 1,5 µL de cette solution sur un wafer de silicium préalablement traité à l’UV-ozone pendant 30 

minutes. 

Les observations ont été effectuées sur un microscope Ultra 55 Carl Zeiss, situé au LEDNA (NIMBE, 

CEA). La tension utilisée est comprise entre 3 et 10 kV. Les images sont obtenues à partir des électrons 

rétrodiffusés. 

TESTS IN VITRO 

DIFFUSION DANS LA MEC 

Le support et le peigne utilisés pour les tests de diffusion ont été fabriqués sur mesure par impression 

3D d’acide polylactique (Figure A.1). 

 

Figure A.1 - Support et peigne utilisés pour les tests de diffusion 
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L’ensemble du matériel (cônes, tubes, supports) est placé au congélateur avant toute manipulation du 

Matrigel®. Les aliquotes de Matrigel® préparées à 8 mg/mL de protéines dans du DPBS 1X sont mises 

au frigo sur la nuit pour décongeler. En présence du peigne, 750 µL de cette solution de Matrigel® sont 

injectés par piste, dans le support. L’ensemble est incubé à 37°C pendant 24 heures dans une 

atmosphère saturée en humidité, pour que le Matrigel® gélifie. Le peigne est ensuite retiré, et on 

ajoute 30 µL par puits ainsi formé d’une solution de NPs préparée à 10 mg/mL dans du DPBS 1X. 

L’ensemble est de nouveau placé en incubation dans les mêmes conditions. 

Après une durée définie, pendant laquelle les NPs ont pu diffuser dans le Matrigel®, le support est pris 

en photo, avec un système de positionnement et d’éclairage maîtrisés, situé au LAPA (NIMBE, CEA). 

Les profils de diffusion sont ensuite obtenus par analyse des photographies avec le logiciel ImageJ. La 

modélisation des profils est effectuée avec le logiciel Origin. 

CULTURE CELLULAIRE 

Trois lignées cellulaires sont utilisées dans ce projet, toutes fournies par l’ATCC : B16F10 (mélanome 

murin), L929 (fibroblaste murin) et U87MG (glioblastome humain). Elles sont cultivées dans du DMEM 

(Dulbecco’s Modified Eagle Medium) supplémenté par 10% de sérum de veau fœtal, dans un 

incubateur à 37°C dont l’atmosphère est saturée en humidité et contient 5% de CO2. Les passages 

(procédé de sous-culture) sont effectués avec de la trypsine 0,05% (m/v), lorsque les cellules se 

trouvent à 80% de confluence environ. Pour l’ensemencement des différents tests, le comptage des 

cellules est effectué avec une cellule de Malassez. 

CAPTATION CELLULAIRE 

Les échantillons sont préparés selon le protocole suivant : les cellules B16F10 sont ensemencées dans 

des plaques de 6 puits, à une densité de 350 000 cellules par puits. Après une nuit d’incubation, le 

milieu de culture est remplacé par 2 mL d’une solution de NPs à 0, 0,5, 2,2, 5 ou 22 µg/mL d’or, 

préparée la veille dans du milieu de culture contenant 0,25 μg/mL d’amphotéricine B et 10 μg/mL de 

gentamicine. Après une incubation de durée variable avec les NPs, deux lavages sont effectués avec 

du DMEM supplémenté, puis un troisième avec du DPBS 1X (Dulbecco’s Phosphate Buffer Saline). Les 

cellules sont ensuite trypsinées et collectées par centrifugations. 100 µL d’eau régale pure (HCl/HNO3 

2:1) sont ajoutés pour digérer les culots cellulaires et dissoudre les AuNPs. Les échantillons sont tout 

d’abord passés aux ultrasons pendant 30 minutes, puis agités à 75°C sur une nuit. Après une deuxième 

sonication de 30 minutes, 100 µL de la solution sont mélangés avec 9,9 mL de HCl 2%. La dilution est 

ensuite filtrée à travers une membrane en PTFE de taille de pores 0,45 µm. La mesure de la 



Annexes 

240 
 

concentration en or est réalisée en ICP-MS, de la même manière que pour l’analyse des %wAu des NPs 

(voir description page 235). Chaque condition est effectuée en triplicata. 

Le nombre de cellules final est estimé à 1 million par échantillon (1 échantillon = 1 puits), d’après un 

comptage effectué sur plusieurs échantillons, en utilisant une cellule de Malassez. 

OBSERVATION DE CELLULES EN MEB 

Pour préparer les échantillons, les cellules B16F10 sont cultivées sur des morceaux de wafer de silicium 

recouverts d’une couche d’oxyde de 150 nm d’épaisseur environ. Ces wafers sont préalablement 

nettoyés dans divers solvants et par traitement à l’UV-ozone. Avant l’ensemencement, ils sont 

stérilisés par irradiation UV sous une hotte stérile pendant 15 minutes et placés dans des plaques de 

12 puits. Ils sont ensuite incubés avec un faible volume de sérum de veau fœtal pendant 50 minutes. 

Le rinçage du sérum est effectué avec du DPBS. 90 000 cellules sont alors ensemencées par puits. Après 

une nuit d’incubation, le milieu de culture est remplacé par 1 mL d’une solution de NPs à 0 ou 22 µg/mL 

d’or, préparée la veille dans du milieu de culture contenant 0,25 μg/mL d’amphotéricine B et 10 μg/mL 

de gentamicine. Après une incubation de 18h avec les NPs, trois lavages sont effectués avec du DMEM 

sans sérum préalablement chauffé à 37°C. 

Après aspiration du milieu, les cellules sont ensuite fixées pendant 30 minutes avec une solution de 

glutaraldéhyde préparée à 2,5% dans du tampon phosphate 0,1 M à pH 7,4. Trois lavages sont 

effectués avec ce même tampon, puis un rinçage est réalisé avec de l’eau ultrapure. La déshydratation 

s’effectue ensuite par des bains successifs de 10 minutes dans des mélanges éthanol/eau de 

concentrations croissantes en éthanol : 50/70/90/100/100%. Pour sécher les échantillons, deux 

derniers bains sont réalisés dans de l’hexaméthyldisilazane. Le séchage est effectué à l’air libre, sous 

hotte. 

OBSERVATION DE CELLULES EN TEM 

Les cellules B16F10 sont cultivées pour l’observation en TEM dans des chambres de culture sur lame 

de verre contenant un puits par chambre (chamber slides, Thermo Fisher). 200 000 cellules sont 

ensemencées dans chaque puits. Après une nuit d’incubation, le milieu de culture est remplacé par 2 

mL d’une solution de NPs à 0 ou 22 µg/mL d’or, préparée la veille dans du milieu de culture contenant 

0,25 μg/mL d’amphotéricine B et 10 μg/mL de gentamicine. Après une incubation de 18h avec les NPs, 

trois lavages sont effectués avec du DMEM ou du DPBS (voir protocoles ci-dessous). 

Les cellules doivent ensuite être fixées, déshydratées, puis incluses dans une résine époxy. Le premier 

protocole testé est décrit dans le Tableau A.2. Des coupes de 80-90 nm d’épaisseur sont ensuite 
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réalisées avec un ultramicrotome. Ces coupes sont déposées sur des grilles de cuivre recouvertes d’un 

film formvar/carbone, puis elles sont contrastées avec de l’acétate d’uranyle. 

Tableau A.2 - Premier protocole testé pour la fixation, déshydratation et inclusion des cellules pour l’observation en TEM 

Cellules contrôles et exposées aux NPs 

Rinçages DPBS x3 

Glutaraldéhyde 2,5% dans tampon sodium 
cacodylate 0,2M à pH 7,4,  

30 min 

Rinçages cacodylate x3 

30% éthanol 10 min 

50% éthanol 10 min 

70% éthanol 10 min 

90% éthanol 10 min 

100% éthanol 10 min 

100% éthanol 10 min 

Résine époxy 30% 1h 

Résine époxy 50% 1h 

Résine époxy 90% 1h 

Résine époxy pure nuit 

Polymérisation 24 h à 60°C 

 

D’autres protocoles sont testés dans un deuxième temps (Tableau A.3). L’objectif est notamment 

d’améliorer le contraste des structures lipidiques avec l’utilisation d’osmium, mais aussi d’augmenter 

la taille des AuNPs par une amplification à l’argent (silver) dans certains cas (Silver enhancer kit, Sigma-

Aldrich). Le thiosulfate (contenu dans le kit) sert ici à stopper cette réaction d’amplification. 

L’amplification à l’argent a parfois été précédée d’un traitement avec de la saponine, qui permet de 

perméabiliser les membranes pour favoriser la pénétration de la solution. La suite des protocoles 

(post-inclusion) est identique à celui décrit précédemment, exceptée l’utilisation de citrate de plomb 

au lieu de l’acétate d’uranyle comme agent de contraste. 
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Tableau A.3 - Deuxième série de protocoles testés pour la fixation, déshydratation et inclusion des cellules pour l’observation 
en TEM 

Cellules contrôles Cellules exposées aux NPs 

Condition 1 Condition 2 Condition 3 Condition 4 Condition 5 Condition 6 Condition 7 

 Rinçage DMEM sans sérum chauffé à 37°C 

Glutaraldéhyde 2,5% dans tampon phosphate 0,1 M, pH 7,4, 
30 min 

Rinçages phosphate x3 

Saponine 0,1%  
dans phosphate 

1h 
  

Saponine 0,1%  
dans phosphate 

1h 

Rinçages phosphate x2 

Rinçage eau 
Rinçage 

phosphate 
Rinçage 

phosphate 
Rinçage eau 

Rinçage 
phosphate 

Rinçage eau Rinçage eau 

Silver  
10 min 

    
Silver  

10 min 
  

Silver  
5 min 

Silver  
10 min 

Rinçages eau x2 

Thiolsulfate 
3min 

    
Thiolsulfate 

3min 
  

Thiolsulfate 
3min 

Thiolsulfate 
3min 

Rinçages eau x2 

Osmium 0,25% dans eau 
30 min 

Rinçages eau x3 

50% éthanol 1h 

70% éthanol 10 min 

90% éthanol 10 min 

100% éthanol 10 min 

100% éthanol 10 min 

Résine époxy 50% 2 h 

Résine époxy pure nuit 

Résine époxy pure 4h 

Polymérisation 24 h à 60°C 

CYTOTOXICITE 

Pour les tests MTT, les cellules L929 sont ensemencées dans des plaques de 96 puits, à une densité de 

2500 cellules/puits (50 µL/puits). Après une nuit d’incubation, on ajoute 50 µL de différentes solutions 

de NPs préparées la veille dans du milieu de culture contenant 0,25 μg/mL d’amphotéricine B et 10 

μg/mL de gentamicine, de manière à obtenir des concentrations finales en or comprises entre 0 et 50 

µg/mL. Les cellules sont exposées aux NPs pendant 48h. Les solutions de NPs sont alors remplacées 

par 100 µL de DMEM supplémenté, auxquels sont ajoutés 25 µL d’une solution de 3-(4,5-

diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényl-tétrazolium (MTT) préparée à 5 mg/mL dans le DMEM 

supplémenté. Après une incubation de 2h, le milieu est éliminé, et 200 µL de DMSO sont ajoutés pour 

dissoudre les cristaux de formazan formés. Les mesures d’absorbance à 570 nm sont réalisées, après 

homogénéisation par agitation, sur un Spectramax Plus 384 (Molecular Devices). Chaque condition est 

https://en.wikipedia.org/wiki/Di-
https://en.wikipedia.org/wiki/Di-
https://en.wikipedia.org/wiki/Thiazole
https://en.wikipedia.org/wiki/Phenyl
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répétée sur 6 puits. La viabilité cellulaire est calculée comme le ratio d’absorbance moyenne entre les 

cellules contrôles (traitées avec du DMEM supplémenté + amphotéricine B et gentamicine) et les 

cellules exposées aux NPs.  

Pour les tests de cytotoxicité effectués sur wafer, les conditions de culture cellulaire sont telles que 

celles décrites dans le paragraphe « Observation de cellules en MEB », mais adaptées à des plaques de 

24 puits (45 000 cellules par puits). Chaque condition (contrôle et NPs) est répétée sur 4 puits. 

IRRADIATION DES SOLUTIONS DE NPS 

Des solutions de NPs préparées à 2,6 mg/mL dans l’eau sont irradiées avec une GammaCell 3000 Elan 

équipée d’une source de césium 137 qui émet des rayons γ d’énergie 660 keV.  

Les doses moyennes reçues par les échantillons sont déterminées par une dosimétrie de Fricke. Cette 

méthode consiste à irradier une solution acide contenant des ions Fe2+, qui vont être convertis en Fe3+ 

par réaction avec différents produits issus de la radiolyse de l’eau. La formation des ions Fe3+ est suivie 

par spectrophotométrie UV-visible (303 nm). Le rendement radiolytique de cette réaction étant connu, 

on peut remonter à la dose absorbée par la solution de Fricke pour un temps d’irradiation donné 

(Equation 5), et ainsi constituer une courbe de calibration qui permet de déterminer le débit de dose 

de l’irradiateur.13 Le débit de dose est ici déterminé à 4,1 Gy/minute. 

𝐷𝑜𝑠𝑒 =  
𝛥𝐴303 𝑛𝑚

𝜀303 𝑛𝑚  𝐺(𝐹𝑒3+) 𝜌 𝑙
                (𝐴. 5) 

avec  𝛥𝐴303 𝑛𝑚  l’augmentation d’absorbance de la solution à 303 nm, 𝜀303 𝑛𝑚  la différence de 

coefficient d’extinction molaire entre Fe3+ et Fe2+ à 303 nm (valeur utilisée de 2205 M-1.cm-1), 𝐺(𝐹𝑒3+) 

le rendement radiolytique de cette réaction (15,6 molécules/100 eV à 25°C), 𝜌 la densité de la solution 

de Fricke (1,024 g/cm3) et 𝑙 le trajet optique de la cuve. 

La solution de Fricke est préparée en diluant 22 mL d’acide sulfurique à 99% dans 250 mL d’eau 

déionisée, puis en ajoutant 0,06 g de NaCl et 0,392 g de sulfate de fer (II). Le volume est ensuite 

complété jusqu’à 1L avec de l’eau déionisée, et la solution résultante est conservée à l’abri de la 

lumière pendant 24h avant toute utilisation. 

CLONOGÉNICITÉ 

Irradiation avec l’iode 131 

Les cellules B16F10-NIS sont ensemencées dans des plaques 12 puits, à une densité de 400 cellules par 

puits. Après une nuit d’incubation, on ajoute 1 mL de différentes solutions de NPs préparées la veille 
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dans du milieu de culture contenant 0,25 μg/mL d’amphotéricine B et 10 μg/mL de gentamicine, de 

manière à obtenir des concentrations finales en or comprises entre 0 et 25 µg/mL. Les cellules sont 

exposées aux NPs pendant 2h. Trois lavages au DPBS sont effectués, et les cellules sont alors exposées 

à une solution d’iode 131 d’activité 0,2 MBq pendant 4h, en présence ou non de perchlorate de 

sodium. 

Une dizaine de jours après l’irradiation, le milieu est aspiré et 500 µL d’une solution de cristal violet 

sont ajoutés par puits, afin de colorer les clones formés. La solution de cristal violet est préparée en 

mélangeant 0,1 g de cristal violet, 5,4 mL de formaldéhyde à 37%, 20 mL de PBS 10X, 2 mL de méthanol 

et 173 mL d’eau ultrapure. L’incubation avec cette solution se fait pendant 20 minutes, puis elle est 

éliminée. Le comptage des clones formés est effectué manuellement, seuls les clones dont la taille est 

supérieure à un seuil défini sont comptabilisés. 

Chaque condition est répétée en trois exemplaires. Le pourcentage de survie cellulaire est obtenu à 

partir du ratio du nombre de clones moyen entre les cellules contrôles (sans NPs et en présence de 

perchlorate de sodium) et les cellules traitées (exposées aux NPs et/ou sans perchlorate). 

Irradiation en protons 

Les cellules B16F10 sont ensemencées dans des flacons T25, à une densité de 650 cellules par flacon. 

Les flacons sont utilisés à la verticale. Après une nuit d’incubation, on ajoute 1,7 mL de différentes 

solutions de NPs préparées la veille dans du milieu de culture contenant 0,25 μg/mL d’amphotéricine 

B et 10 μg/mL de gentamicine, de manière à obtenir des concentrations finales en or comprises entre 

0 et 6 µg/mL. Les cellules sont exposées aux NPs pendant 4h. Deux lavages au DPBS sont alors 

effectués, et 1 mL de milieu de culture avec antibiotiques est ajouté par flacon. 

Les flacons sont transportés jusqu’au Centre Antoine Lacassagne (CAL), où ils sont irradiés par un 

faisceau de protons de 65 MeV. Les échantillons non irradiés subissent également le transport. 

L’irradiation s’effectue sur deux flacons à la fois, couchés à l’horizontale et placés derrière des cales de 

plexiglas (équivalentes à l’eau), de manière à centrer le pic de Bragg sur la couche de cellules. Deux 

doses sont appliquées : 0,25 et 0,75 Gy. Les flacons sont ensuite remis en incubation après y avoir 

ajouté 3 mL de milieu. Le temps passé hors incubateur est estimé à 2h30-3h. 7 jours après l’irradiation, 

la coloration des clones est effectuée de la même manière que pour l’irradiation avec l’iode 131. 

Les contrôles (sans NPs) sont réalisés en cinq exemplaires, et les conditions exposées aux NPs en trois 

exemplaires. Le pourcentage de survie cellulaire est obtenu à partir du ratio du nombre de clones 

moyen entre les cellules contrôles (sans NPs et non irradiées) et les cellules traitées (exposées aux NPs 

et/ou irradiées). 
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RADIOSENSIBILISATION IN VIVO 

Des souris femelles athymiques Balb/c âgées de 8 semaines (Janvier, France) sont utilisées pour l’étude 

in vivo. 1 million de cellules B16F10-NIS sont injectées en sous-cutané au niveau du flanc de chaque 

souris. A J+6, lorsque la taille de la tumeur est d’environ 100 mm3, les souris sont aléatoirement 

réparties entre 4 groupes de 5 souris chacun : contrôle (solution saline), Au-PMAA, iode 131, iode 131 

+ Au-PMAA. Les NPs sont administrées à J+6 par 3 injections intratumorales réparties à différents 

endroits de la tumeur. Environ 10 µL d’une solution contenant 1 mg/mL d’or sont ainsi injectés dans 

chaque tumeur. L’iode 131 est administré à J+7 par voie intrapéritonéale (injection dans la cavité 

péritonéale, qui est l’espace situé entre les deux membranes qui tapissent l’intérieur de l’abdomen et 

qui recouvrent les organes tels que l’estomac, le foie, le pancréas, etc.). La dose injectée à chaque 

souris est de 22 MBq. 

Après les traitements, les souris sont surveillées et les dimensions des tumeurs sont mesurées 

régulièrement. Le volume tumoral est estimé en prenant pour hypothèse que les tumeurs ont une 

forme d’ellipsoïde. 

TESTS STATISTIQUES 

Les études statistiques sont réalisées sur les logiciels Prism (GraphPad software) et Rstudio.14 

Différents modèles statistiques sont utilisés pour comparer les données : test de Student, analyse de 

la variance (ANOVA), ou modèle linéaire. 

La significativité d’un test est évaluée par la mesure statistique nommée p-valeur. Elle représente la 

probabilité de rejeter l’hypothèse nulle si elle est vraie (dans notre cas, l’hypothèse qu’il n’y a pas de 

différence observée entre deux conditions). Plus sa valeur est faible, plus le test est statistiquement 

significatif. En pratique, on la compare à différents seuils : 0,1 / 0,05 / 0,01 / 0,001. 

MESURES PIXE 

Le fantôme utilisé pour les mesures au Centre de Protonthérapie de l’Institut Curie est réalisé dans une 

boîte de Pétri de 3,6 cm de diamètre. Un gel d’agarose low-melting est préparé à 5% en masse dans 

de l’eau ultrapure. 2 mL sont coulés dans la boîte de Pétri, en présence d’un plot de 2 cm de diamètre 

situé au centre. Après gélification, le plot est retiré et 0,6 mL du même gel contenant 7 mg d’or sous 

forme de Au-PMAA sont injectés dans le trou ainsi formé. 

Les mesures réalisées au Centre de Protonthérapie de l’Institut Curie à 230 MeV sont effectuées avec 

le détecteur situé en amont de l’échantillon, à environ 45°. Le détecteur utilisé est un XR-100CdTe 
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(AMPTEK). La durée d’acquisition est de 600 secondes. Sur cette durée, la charge est d'environ 

9300 nC, ce qui correspond à un flux de photons d'environ 9,7.1010 s-1.  
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Annexe B : Spectres RMN 

 

Figure A.2 - Spectre RMN 1H du ligand DS-PDMAEMA 

 

Figure A.3 - Spectres RMN 1H des ligands (a) DS-P(DMAEMA-MAtBu) et (b) DS-P(DMAEMA-MAA) 
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Figure A.4 - Spectres RMN 1H des ligands (a) DS-P(MAnBu-MAtBu) (20/80), (b) DS-P(MAnBu-MAA) (20/80), (c) DS-P(MAnBu-
MAtBu) (40/60) et (d) DS-P(MAnBu-MAA) (20/80) 
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Figure A.5 - Spectres RMN 1H des ligands (a) DS-P(PEGMA-MAtBu) et (b) DS-P(PEGMA-MAA) 

  

Figure A.6 - Spectres RMN 1H des ligands (a) DS-P(HEMA-MAtBu) et (b) DS-P(HEMA-MAA) 
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Annexe C : Spectres UV-visible 
 

 

Figure A.7 - Spectres UV-visible des AuNPs dans l’eau (normalisés par la valeur maximale du pic plasmon) 
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Annexe D : Diffusion de rayonnements 
aux petits angles 
 

Les techniques de diffusion du rayonnement (lumière, rayons X, neutrons) permettent de caractériser 

les propriétés structurales de solides, liquides ou gels. Dans cette étude, nous avons utilisé la diffusion 

de rayons X et de neutrons aux petits angles pour déterminer la taille et la forme de nos nano-objets. 

PRINCIPES DES TECHNIQUES 

MESURES 

Les expériences de diffusion de rayonnements (rayons X ou neutrons) aux petits angles consistent à 

envoyer sur l’échantillon à étudier un faisceau monochromatique de longueur d’onde moyenne λ et 

de faible divergence incidente (Figure A.8).15 On mesure alors, grâce à un détecteur plan, la variation 

de l’intensité diffusée I(θ) en fonction du vecteur de diffusion  q ⃗⃗⃗⃗ , qui est relié à l’angle de diffusion θ 

et à la longueur d’onde λ du faisceau par l’expression suivante :  

| 𝑞 ⃗⃗⃗⃗ | =  𝑞 =  
4𝜋

𝜆
𝑠𝑖𝑛 ( 

𝜃

2
 )                    (𝐴. 6) 

La gamme de q choisie doit être adaptée en fonction des dimensions caractéristiques de l’échantillon 

que l’on cherche à analyser (𝑅 ~ 1 𝑞⁄ ). Pour ce faire, on peut jouer à la fois sur la longueur d’onde du 

faisceau et sur la distance échantillon-détecteur. 

 

Figure A.8 - Schéma du dispositif typiquement utilisé en diffusion aux petits angles 16 
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INTENSITÉ DIFFUSÉE 

Le signal I(q) obtenu après traitement des données peut s’écrire sous la forme suivante, dans le cas 

d’objets centrosymétriques : 

𝐼(𝑞) =  𝛷 𝑉𝑜𝑏𝑗𝑒𝑡  (𝛥𝜌)2 𝑃(𝑞) 𝑆(𝑞)                    (𝐴. 7) 

avec 𝛥𝜌 la différence entre les densités de longueur de diffusion de l’objet diffusant et du solvant,  𝛷 

la fraction volumique des objets diffusants, 𝑉𝑜𝑏𝑗𝑒𝑡  le volume des objets diffusants, 𝑃(𝑞) le facteur de 

forme, qui décrit la taille et la forme des objets diffusants, et 𝑆(𝑞) le facteur de structure, qui décrit 

les interactions entre les objets diffusants. Lorsqu’on travaille en milieu suffisamment dilué, on peut 

négliger les interactions entre les objets, et donc considérer 𝑆(𝑞) comme égal à 1. 

CONTRASTE 

Pour obtenir une intensité diffusée suffisamment élevée, il faut que le contraste soit bon entre les 

objets diffusants et le solvant, c’est-à-dire que 𝛥𝜌 soit élevé. La densité de longueur de diffusion d’un 

objet diffusant diffère pour les rayons X et les neutrons. 

Les rayons X sont diffusés par les électrons des atomes. La densité de longueur de diffusion dépend 

donc du nombre d’électrons 𝑛𝑒  contenus dans l’objet diffusant et de la densité de longueur de 

diffusion 𝑟𝑒 produite par un seul électron (appelée facteur de Thomson) : 17 

𝜌 =  
𝑁𝐴 𝑑

𝑀
 𝑛𝑒  𝑟𝑒            (𝐴. 8) 

avec 𝑁𝐴 le nombre d’Avogadro, 𝑑 la densité de l’objet diffusant en g/cm et 𝑀 sa masse molaire en 

g/mol. 𝑟𝑒 est égal à 2,8.10-15 m. 

Les neutrons sont eux diffusés par les noyaux des atomes. La densité de longueur de diffusion de l’objet 

diffusant se calcule donc à partir des longueurs de diffusion cohérente 𝑏𝑖  des atomes qui le 

constituent, selon l’expression suivante : 15 

𝜌 = 
𝑁𝐴 𝑑

𝑀
 ∑𝑎𝑖  𝑏𝑖

𝑖

           (𝐴. 9) 

avec 𝑎𝑖 le nombre d’atomes de longueur de diffusion 𝑏𝑖 dans l’objet. Les valeurs de 𝑏𝑖 varient d’un 

atome à l’autre, mais également d’un isotope à l’autre. C’est le cas de l’hydrogène (𝑏𝐻 = - 0,374.10-12 

cm) et du deutérium (𝑏𝐷 = + 0,667.10-12 cm) en neutrons. Cette différence importante permet donc 

d’ajuster la composition du solvant (mélange d’espèces hydrogénées et deutérées) pour maximiser le 

contraste avec l’échantillon, ou pour distinguer préférentiellement un constituant de l’objet diffusant 

par rapport à l’autre. 
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DIAGRAMMES SAXS 
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Figure A.9 - Analyses SAXS des solutions de AuNPs dans l’eau : courbes I=f(q) et ajustement par un modèle de sphère 
polydisperse - (a) Au-PMAA(7,4), (b) Au-PMAA(10,6-B), (c) Au-PMAA(18,6), (d) Au-P(HEMA-MAA), (e) Au-PDMAEMA (f) Au-

P(MAnBu-MAA) et (g) Au-P(PEGMA-MAA) 
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DIAGRAMMES SANS 
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Figure A.10 - Analyses SANS des solutions de AuNPs dans le D2O : courbes I=f(q) et ajustement par un modèle de polymère 
en étoile - (a) Au-PMAA(7,4), (b) Au-PMAA(10,6-A), (c) Au-PMAA(10,6-B), (d) Au-PMAA(18,6), (e) Au-P(HEMA-MAA), (f) Au-
PDMAEMA (g) Au-P(DMAEMA-MAA), (h) Au-P(PEGMA-MAA), (i) Au-P(MAnBu-MAA), (j) Au-PMAA-BSA, (k) Au-PMAA-Lf, (l) 

BSA et (m) Lf 
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Tableau A.4 - Résumé des caractéristiques structurales obtenues par analyse des NPs par SANS 

NP analysée 
Concentration 

utilisée 
(mg/mL) 

Rg
Guinier 

(nm) 
Rg

Etoile (nm) 
Nombre 

de 
branches 

Au-PMAA(7,4) 

15 / 6,6 ± 0,3 3,7 ± 0,4  

10 / 7,4 ± 0,4 3,8 ± 0,5 

5 / 8,9 ± 1,1 3,6 ± 0,8 

Au-PMAA(10,6-A) 

15 6,7 ± 0,6 8,0 ± 0,3 3,1 ± 0,3 

10 7,3 ± 0,9 8,5 ± 0,3 3,7 ± 0,4 

5 7,8 ± 1,0 10,1 ± 0,7 4,0 ± 0,8 

Au-PMAA(10,6-B) 

15 6,8 ± 0,8 8,3 ± 0,4 2,6 ± 0,4 

10 7,3 ± 1,0 8,5 ± 0,4 3,6 ± 0,5 

5 6,9 ± 1,4 9,0 ± 0,5 5,3 ± 1,2 

Au-PMAA(18,6) 

15 8,6 ± 0,3 9,5 ± 0,1 9,6 ± 0,3 

10 9,7 ± 0,7 10,4 ± 0,1 8,6 ± 0,3 

5 10,4 ± 1,0 11,5 ± 0,2 7,4 ± 0,4 

Au-P(HEMA-MAA) 5 12,1 ± 0,3 13,0 ± 0,6 3,5 ± 0,4 

Au-P(MAnBu-MAA) 

15 6,9 ± 0,2 7,9 ± 0,1 4,6 ± 0,1 

10 7,6 ± 0,3 8,8 ± 0,1 4,4 ± 0,1 

8 8,1 ± 0,4 9,4 ± 0,1 4,3 ± 0,1 

5 9,2 ± 0,7 10,8 ± 0,2 3,9 ± 0,2 

3 9,8 ± 1,1 11,5 ± 0,3 4,2 ± 0,2 

Au-P(PEGMA-MAA) 

15 3,5 ± 0,2 / / 

10 3,7 ± 0,3 / / 

5 3,5 ± 0,7 / / 

Au-PMAA-BSA 

15 6,0 ± 0,2 / / 

10 5,7  ± 0,3 / / 

5 4,7  ± 0,4 / / 
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Annexe E : Impact du polymère libre 
 

 

Figure A.11 - Comparaison de la captation des Au-PMAA(10,6-B) avant et après centrifugations, qui correspondent 
respectivement à des pourcentages de masse organique mesurés en ATG de 76 et 32% 

 

 

Figure A.12 - Comparaison de la cytotoxicité des Au-PMAA(10,6-B) avant et après centrifugations, qui correspondent 
respectivement à des pourcentages de masse organique mesurés en ATG de 76 et 32% 
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Titre : Nanoparticules d'or à couronne polymère modulable : synthèse, interactions avec les systèmes biologiques 

et propriétés de radiosensibilisation 
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Résumé : La recherche concernant l’utilisation de 
nanoparticules dans le domaine médical a connu un essor 
considérable ces vingt dernières années, notamment dans le 
cadre du traitement du cancer. En particulier, l’effet 
radiosensibilisant des nanoparticules métalliques a été 
beaucoup étudié en radiothérapie, dans une perspective de 
réduction des effets secondaires générés par l’irradiation 
des tissus sains autour de la tumeur.  

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés à des 
nanoparticules d’or greffées d’une couronne polymère. 
Celle-ci assure une grande stabilité des objets, tout en 
permettant de faire varier leurs propriétés physico-
chimiques et d’en étudier l’impact sur leur comportement. 

Les polymères utilisés sont des polyméthacrylates, obtenus 
par polymérisation radicalaire contrôlée, qui jouent le rôle 
de ligands lors de la synthèse des nanoparticules d’or. Nous 
avons pu faire varier deux paramètres, la masse molaire et 
la nature chimique des (co)polymères, afin de constituer une 
gamme de nano-objets aux propriétés différentes. Une 
caractérisation approfondie, notamment par diffusion de 
rayonnements aux petits angles, a mis en évidence une 

structure similaire pour l’ensemble des objets synthétisés. 
Un agent de chimiothérapie, la doxorubicine, et deux 
protéines ont en outre pu être greffés sur les ligands 
polymères. 

Les interactions de ces différentes nanoparticules avec 

les systèmes biologiques ont été étudiées de manière 
détaillée, en particulier l’impact des propriétés de la 
couronne polymère. Quatre aspects ont été examinés : la 
stabilité colloïdale en milieux biologiques, la capacité à 

diffuser dans la matrice extracellulaire, la captation 
cellulaire et la cytotoxicité. Tous les ligands étudiés assurent 
une bonne stabilité. Concernant les autres aspects, la 
comparaison systématique des résultats obtenus pour la 
gamme d’objets a permis de mettre en évidence un fort 
impact de la nature de la couronne polymère, notamment de 
la présence de charges positives ou de segments 
hydrophobes. Nous avons également montré que les 

propriétés de toxicité de la doxorubicine, et de captation 
accrue d’une protéine étaient bien conservées après 
greffage. 

Dans une perspective d’utilisation en radio-

sensibilisation, nous avons enfin étudié le comportement de 
nos nanoparticules sous irradiation. Une bonne stabilité de 
leur structure a été observée sous rayonnement, et leur 
association à l’iode 131 (radiothérapie interne) a montré un 
fort effet radiosensibilisant, à la fois in vitro et in vivo. Les 
résultats des essais menés en protonthérapie (radiothérapie 
externe) mettent cependant en évidence des différences de 
comportements selon le type d’irradiation. Nous avons 
également exploré la possibilité de détecter les nano-

particules in situ, lors d’une irradiation en protonthérapie, 
grâce à l’analyse des rayons X émis. 

 

 

Title: Gold nanoparticles grafted with a versatile polymer corona: synthesis, interactions with biological systems 

and radiosensitizing properties 

Keywords: nanoparticles, polymers, radiotherapy, cancer 

Abstract: These past twenty years, there has been a great 
increase in the number of studies concerning the use of 
nanoparticles for medical applications, especially for 
cancer treatment. In particular, radiosensitizing effects of 
metal nanoparticles have been studied a lot in radiotherapy, 
in order to reduce the side effects created by the irradiation 
of healthy tissues surrounding the tumor. 

In this work, we focused on polymer-grafted gold 
nanoparticles. The polymer corona both ensured a great 
stability of the objects and allowed to change their physico-
chemical properties, in order to study their impact on the 
nanoparticles behavior. We used polymethacrylates which 

were obtained through controlled radical polymerization 
and acted as ligands during the gold nanoparticles 
synthesis. A library of nano-objects with different 
properties was established by varying both molar mass and 
chemical nature of (co)polymers. Thorough charac-
terization, including by small-angle radiation scattering, 
revealed similar structures for all synthesized objects. 
Grafting of one chemotherapy agent, doxorubicin, and two 

proteins was also performed on polymer ligands. 

Interactions between these various nanoparticles and 

biological systems were studied in detail. Special attention 
was given to the impact of polymer corona properties. Four 
aspects were examined: colloidal stability in biological 

media, ability to diffuse inside the extracellular matrix, 
cellular uptake, and cytotoxicity. All studied ligands 
ensured a great stability. Regarding the other aspects, 
systematic comparison of the results obtained for the whole 
library highlighted a strong impact of the ligands nature, 
especially the presence of positive charges or hydrophobic 
segments. We have also shown that grafted doxorubicin 
and protein kept their toxic and targeting properties 

respectively. 

Lastly, the prospect of using these nanoparticles for 
radiosensitization led us to study their behavior under 
radiations. When irradiated, their structure was found 

stable. Combining them with radioiodine (internal 
radiotherapy) showed a great radiosensitizing effect, both 
in vitro and in vivo, but experiments with protontherapy 
(external radiotherapy) revealed different behaviors 
depending on the type of radiations. We also investigated 
the use of particle-induced X-ray emission to detect 
nanoparticles in situ, during protontherapy treatment.  

 

 


