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Introduction  

 

D’après l’agence internationale de recherche contre le cancer (IARC), le cancer est l'une des 

principales causes de morbidité et de mortalité dans le monde, avec plus de quatorze millions de 

nouveaux cas en 2012. L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) déclare que le nombre de 

nouveaux cas devrait augmenter d'environ 70% au cours de ces deux prochaines décennies. Le 

cancer est la deuxième cause de décès à l'échelle mondiale et a été responsable de neuf millions de 

décès en 2015, près d'un décès sur 6 est attribué à un cancer.1 

 

La première étape essentielle pour la prise en charge d’un cancer est de poser le diagnostic à 

partir d’un examen médical. Dès que le cancer est diagnostiqué, différents types de thérapies anti-

cancéreuses utilisées en clinique sont possibles, telles que la chirurgie, la radiothérapie, et la 

chimiothérapie ou thérapie systémique.2 L’ablation d’une tumeur cancéreuse par intervention 

chirurgicale est la technique la plus utilisée, mais peut être suivie par d'autres traitements comme 

la chimiothérapie ou la radiothérapie, afin de prévenir les récidives et l'apparition ou le 

développement des métastases. La chimiothérapie consiste à administrer des médicaments 

anticancéreux qui induisent la destruction des cellules cancéreuses. La radiothérapie va provoquer 

la destruction des cellules cancéreuses par irradiation et modification génétique. Cette technique 

est très invasive vis-à-vis des cellules et tissus sains localisés autour de la tumeur. Ces thérapies 

anticancéreuses provoquent d’importants effets secondaires comme des vomissements, des 

nausées, la chute des cheveux, des lésions cutanées, ou des phénomènes de résistance aux 

traitements.  

 

De nombreux travaux de recherche ont été menés pour ainsi élaborer des thérapies ciblées 

basées sur l’utilisation de « nanovecteurs ».3–6 La nanomédecine est une discipline en plein essor 

depuis une dizaine d’année, elle implique de concevoir des nanomatériaux à l’échelle atomique et 

moléculaire d’origine organique (lipides ou polymères) ou inorganique (de forme tubulaires, 

sphériques etc.) pour permettre la délivrance de principes actifs.7–9 Le développement d'une 

nouvelle molécule thérapeutique est très coûteux en temps et financièrement. Elaborer un nouveau 

médicament anticancéreux, effectuer les tests cliniques, développer et obtenir l’approbation 

réglementaire sont des étapes nécessaires dont la durée totale est actuellement estimée à une 

décennie et coûte en moyenne plus de 120 millions d’Euros.1 L'amélioration du ratio d'efficacité et 



Introduction 

 

15 

 

sécurité des « anciens » médicaments anticancéreux sur le marché a été tenté comme alternative, 

en utilisant différentes méthodes telles que la thérapie médicamenteuse, le titrage de la dose et la 

surveillance thérapeutique des médicaments, sans succès.  

 

Le défi majeur de la nanomédecine aujourd’hui est d’élaborer des nanostructures 

biocompatibles, capables de solubiliser des principes actifs, d’encapsuler des principes actifs en 

grande concentration, et de permettre un ciblage plus sélectif avec un contrôle de la cinétique de 

leur libération. Ces nanostructures ou vecteurs portent le nom de « Drug Delivery System » ou 

système à délivrance de médicaments.8 Les propriétés physico-chimiques des nanovecteurs sont 

extrêmement modulables, ce qui les rend utiles pour des applications aussi variées telles que la 

protection d’actif, la délivrance ciblée de médicaments, l’imagerie médicale, et l’élaboration de 

vaccins. Ces technologies médicales ont réellement pris leur envol dans le cadre des traitements 

anticancéreux. Les agents anticancéreux sont la plupart du temps hydrophobes, de ce fait 

l’utilisation d’un nanovecteur biocompatible permet de piéger, greffer, et/ou solubiliser le principe 

actif. Cette avancée majeure concerne non seulement la thérapie anticancéreuse, mais aussi tous 

les médicaments insolubles, ce qui ouvre le champ à de nouvelles utilisations de ces médicaments 

autrefois délaissés par l’industrie pharmaceutique en raison des limites d’administration chez 

l’homme.   

 

Lorsqu’un principe actif est injecté directement chez l’homme, il peut être partiellement 

métabolisé et peut ainsi perdre partiellement ou totalement son activité thérapeutique. De 

nombreuses protéines (ou peptides) thérapeutiques peuvent ainsi être protégées d’une dégradation 

prématurée via la « nanovectorisation ».10  

 

La chimie de fonctionnalisation permet de doter les nanovecteurs de la capacité à cibler de 

manière spécifique différents types cellulaires, permettant d’envisager des nanosystèmes 

intelligents et plus efficaces. La nanovectorisation est régie par deux systèmes de ciblage, le ciblage 

passif et le ciblage actif des nanoparticules. Les stimuli de libération des principes actifs peuvent 

être physiques (ultra-sons, laser ou champ magnétique) ou biochimiques (enzyme, pH). Ceci 

permet d’éviter une libération prématurée de l’agent anticancéreux et donc de contrôler le 

déclenchement de sa libération.11,12 

De nombreux travaux de recherche portent sur l’utilisation de nanovecteurs inorganiques à 

base de silice pour vectoriser des molécules anticancéreuses. Les nanoparticules mésoporeuses de 
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silice sont des systèmes à délivrance de médicaments très prometteurs.13,14 Leur taille de particules 

est modulable et permet leur accumulation au niveau des tissus tumoraux. Les nanoparticules 

mésoporeuses de silices (MSNP) possèdent des propriétés physiques pertinentes telles qu’une 

grande surface spécifique, un grand volume de pores, et une taille des pores modulable. Ces 

spécificités permettent d’incorporer des molécules actives hydrophiles ou hydrophobes à l’intérieur 

de la matrice de silice. Aucun vecteur organique ne possède ce type de propriétés structurales. De 

plus, la surface des MSNP possède des groupements hydroxyles et peut être fonctionnalisée par 

des groupements organiques fonctionnels de type lipidique ou polymère, permettant une meilleure 

biocompatibilité. Ces modifications fonctionnelles permettent de moduler les interactions entre la 

matrice de silice et les molécules actives incorporées pour permettre une capacité d’encapsulation 

maximale et de contrôler leur cinétique de libération. Une fonctionnalisation de surface des MSNP 

permettra de diminuer la probabilité d’agrégation des particules entre elles, de limiter la 

sédimentation, et d’obtenir une stabilité colloïdale des MSNP en milieu biologique.15,16  

 

L’objectif de cette thèse est de développer un nouveau nanovecteur hybride organique-

inorganique à base de silice permettant l’incorporation et le contrôle de la libération de molécule 

active, en possédant des propriétés physico-chimiques remarquables, telles qu’une bonne 

hémocompatibilité et l’absence de cytotoxicité in vitro. Aucun travail de recherche antérieur n’a 

été initié au sein du LIST sur les nanoparticules de silice. 

 

Ce nanovecteur à base de silice a été développé pour répondre aux critères suivants (Figure 1) :  

✓ Une taille nanométrique de 20 à 100 nm, 

✓ Un volume poreux élevé, 

✓ Une surface spécifique élevée,  

✓ Une capacité d’encapsulation de molécules actives élevée, 

✓ Une fonctionnalisation de surface pertinente pour une application biomédicale spécifique 

du vecteur, 

✓ Une bonne stabilité colloïdale et structurale en conditions physiologiques. 
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Figure 1: Représentation schématique d’un nanovecteur à base de silice stabilisé par un recouvrement 
organique de type polymère ou lipidique et possédant ou non en surface de la NP des molécules stabilisantes 

de type polyéthyléne glycol (PEG). Ce nanovecteur peut être fonctionnalisé par des molécules organiques, 

et encapsuler des molécules actives telles que des agents fluorescents, des médicaments ou/et des agents de 
contraste.  

 

  

Pour permettre une application en nanomédecine des MSNP, une étude biologique doit être 

étudiée en termes d’hémocompatibilité, de cytotoxicité, d’adsorption protéique, et de capacité 

d’internalisation cellulaire des nano-objets. 

Pour présenter l’élaboration des nouveaux nanovecteurs répondant aux spécifications ci-

dessus, le manuscrit est architecturé en quatre chapitres : 

 

Le chapitre 1 présente l’étude bibliographique des différents systèmes à délivrance de 

médicaments, leurs limitations, leur différentes applications biomédicales, les différentes 

générations de nanovecteurs, et ceux actuellement mis sur le marché. La dernière partie de ce 

chapitre est consacrée à la description de notre nanovecteur.  
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Le chapitre 2 aborde les différentes voies de synthèse des nanoparticules mésoporeuses de 

silice, notre voie de synthèse colloïdale, les stratégies de fonctionnalisation des MSNP, et la 

caractérisation physico-chimique des MSNP synthétisées. Il y est également détaillé le contrôle des 

caractéristiques modulables des nanoparticules (NP) tels que la taille des pores et la taille des 

MSNP. Une étude biologique de ces NP est décrite pour une application potentielle en système à 

délivrance de médicaments.  

 

 Le chapitre 3 développe la fonctionnalisation de surface des nanoparticules mésoporeuses 

de silice par une bicouche lipidique ou dit « supported lipid bilayer » (SLB). Cette bicouche 

lipidique supportée permet de sceller le système pour prévenir la fuite passive des molécules 

encapsulées. Dans ce chapitre, la synthèse de ces nanovecteurs est présentée, ainsi que leurs 

caractéristiques physico-chimiques. Les capacités d’encapsulation des MSNP par adsorption 

d’agents fluorescents, ainsi que les cinétiques de libération ont été évaluées en fonction du type de 

fonctionnalisation des MSNP. L’hémocompatibilité, la cytotoxicité, et l’adsorption protéique des 

différents types de MSNP synthétisées ont été étudiées dans ce chapitre.  

 

Le chapitre 4 est consacré à l’élaboration d’un nouveau type de nanovecteur possédant un 

recouvrement lipidique et polymère. Ce nouvel objet a été élaboré pour améliorer les propriétés 

physico-chimiques des MSNP recouvertes d’une bicouche lipidique seule. Dans ce chapitre, leurs 

caractéristiques physico-chimiques sont présentées, ainsi que leur capacité d’adsorption et leur 

cinétique de libération associée de substances actives. En dernière partie, l’absorption des protéines 

plasmatiques est étudiée in vitro.  

 

Le chapitre 5 étudie les différents paramètres de synthèse des MSNP encapsulant des 

particules magnétiques d’oxyde de fer comme agents de contraste. L’influence des paramètres de 

synthèse tels que la quantité d’agent structurant et sa méthode d’incorporation pendant la synthèse 

a été étudiée dans ce chapitre.  

 

L’annexe 1 « matériels et méthodes » décrit le matériel, les réactifs, et les méthodes de 

synthèses des différents types de fonctionnalisation des MSNP. Les protocoles expérimentaux des 

caractérisations physico-chimiques et biologiques des nanomatériaux sont présentés dans ce 

chapitre.  
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L’objectif de ce chapitre est de présenter un état de l’art des systèmes à délivrance de 

médicaments. La première partie de ce chapitre porte sur les différents types de nanovecteurs 

permettant la délivrance de médicaments. Leurs avantages et limites sont évalués en deuxième 

partie. Leur application spécifique en nanomédecine est développée en troisième partie. Il existe 

différents types de génération de nanovecteurs avec leurs caractéristiques pour une application in 

vivo. Les quatre générations de vecteurs sont décrites dans la quatrième partie. En cinquième partie, 

les différents vecteurs de médicaments mis sur le marché sont détaillés. Enfin, la dernière partie 

présente la conception de notre nanovecteur à système de délivrance de médicaments pour une 

application théranostique et son positionnement par rapport à l’état de l’art. 

 

 

I. Les nanoparticules  

 

Une nanoparticule est définie par la norme ISO TS/27687 comme étant un nano-objet dont 

les trois dimensions sont à l’échelle nanométrique, c’est-à-dire une particule dont le diamètre 

nominal est inférieur à 100 nm environ. Une autre définition, plus large, qualifie de 

« nanoparticule » comme étant un assemblage d’atomes dont au moins une des dimensions se situe 

à l’échelle nanométrique (ISO, 2008). Les nanoparticules peuvent être de nature organique et/ou 

inorganique avec une taille comprise entre 1 et 100 nm, similaire à la taille d’un anticorps (15 nm), 

d’un plasmide Acide DésoxyriboNucléique (ADN) (100 nm), ou d’un exosome (30 à 90 nm).17 

Elles existent sous de nombreuses formes, sphérique, tubulaire, en bâtonnets, ellipsoïdale, ou en 

forme d’étoile. Les différents processus chimiques qui guident la synthèse des nanomatériaux à 

l'échelle nanométrique peuvent être définis comme de la nanochimie, qui joue un rôle essentiel 

dans les propriétés physico-chimiques des nanoparticules. Les nanoparticules ont un rapport 

surface / volume élevé, généralement une forte énergie de surface, des comportements mécaniques, 

thermiques, électriques, magnétiques, et optiques uniques. Ces propriétés particulières les rendent 

adaptables à une large gamme d’applications allant de l’électronique, à l’énergie, aux matériaux 

composites, à l’imagerie biomédicale, et à la nanomédecine. Leur réactivité chimique et leur 

dispersibilité dans différents solvants peuvent être régulées en modifiant leurs propriétés de surface 

grâce à des groupes fonctionnels sélectionnés selon l’application visée. 

 

La nanomédecine est une utilisation des nanoparticules dans le domaine de la médecine. Le 

développement de ce domaine de la médecine avancée est prometteur pour résoudre les limites des 
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médicaments conventionnels, qui possèdent une faible biodisponibilité, un site d’action non 

spécifique, et une toxicité systémique et cellulaire significative.18,19 Les nanoparticules destinées à 

un usage médical sont inspirées des nanoparticules présentes dans le corps humain comme des 

vésicules, des lipides, des protéines, et biomacromolécules complexes, qui peuvent vectoriser des 

molécules actives (exemples : endosomes, exosomes, ou protéines). Les nanovecteurs les plus 

étudiés dans la littérature sont les transporteurs lipidiques ou polymères encapsulant généralement 

un principe actif hydrophile ou hydrophobe à délivrer de manière ciblée et contrôlée. Récemment, 

de nouvelles applications biomédicales ont conduit à une augmentation des travaux de recherche 

sur les nanoparticules inorganiques pour le diagnostic, la délivrance de médicaments, et le 

traitement thérapeutique dans le corps humain. Ces nouvelles technologies sont appelées 

« nanoparticules théranostiques ».20  

 

Ces nanoparticules peuvent ainsi transporter et délivrer efficacement des agents d’imagerie 

(agents de contraste : fluorophores, gadolinium, particules métalliques, nanocrystaux semi-

conducteurs, etc …), des agents thérapeutiques de faible poids moléculaire (par exemple 

médicaments anti-cancéreux, anti-inflammatoires), ou du matériel biologique (antigènes, adjuvants 

immunologiques, et matériel génétique de type acide désoxyribonucléique (ADN)) pour ainsi cibler 

un organe, un tissu, ou des cellules spécifiques visant de multiples applications.12 

 

L’ingénierie des nanovecteurs ouvre les perspectives suivantes :  

- Vectorisation des principes actifs, des molécules, ou des macromolécules 

- Augmentation de la biodisponibilité des principes actifs insolubles 

- Augmentation du taux de chargement en principes actifs,  

- Protection des agents incorporés des mécanismes de dégradation ou d’élimination tels 

que la dégradation enzymatique, l’immunodégradation, et la phagocytose par le système 

réticuloendothélial (RES), ou l’hydrolyse acide dans l’estomac,  

- Franchissement des barrières biologiques comme les membranes plasmiques,  

- Ciblage optimisé vers un organe, un tissu, ou des cellules spécifiques par le contrôle de 

la taille, leur forme, et leur fonctionnalisation de surface avec une spécificité cellulaire 

et parfois subcellulaire, 

- Temps de circulation augmenté des vecteurs dans le sang pour retarder l’élimination 

par phagocytose,  
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- Contrôle de la libération des principes actifs incorporés par des stimuli externes 

(ultrasons, lumière, échauffement de nanoparticules) ou internes (le changement de pH, 

de température, etc.), 

- Amélioration de la fenêtre thérapeutique du principe actif, 

- Une grande fonctionnalité rendant possible la conception de plates-formes 

multifonctionnelles (diagnostiques et/ou thérapeutiques) et de délivrance simultanée de 

« cocktails » de médicaments. 

 

Les nanoparticules comme nanovecteurs sont développées et chargées de molécules actives 

en fonction de la thérapie visée. Les nanoparticules peuvent contenir à leur surface ou dans leur 

matrice des agents chimiothérapeutiques classiques, des immunosuppresseurs, des antibiotiques, 

des anesthésiques, des stéroïdes, des analgésiques, et des antigènes. Grâce aux progrès de 

l’imagerie biomédicale et de l’ingénierie des nanoparticules, on peut envisager la multimodalité 

des nanoparticules, des thérapies combinées agissant de manière synergique, et créer des vecteurs 

à but théranostique qui vont permettre la combinaison de la thérapie, du diagnostic, et des thérapies 

guidées par l’imagerie biomédicale. Ces avancées technologiques permettent d’envisager un avenir 

très prometteur pour la nanomédecine.11  

 

Dans la littérature, beaucoup de travaux de recherche sont ciblés sur ses systèmes à 

délivrance de médicaments. Nous allons brièvement décrire ci-dessous les différents types de 

formulations de nanoparticules utilisées dans les applications biomédicales.  

 

 

II. Les différents types de nanoparticules  

 

Les « magic bullets », comme appelées par Paul Ehrlich, sont des nanoparticules ou 

nanovecteurs dont l’objectif est d’augmenter l’efficacité, la spécificité, et l’innocuité biologique 

des substances thérapeutiques, par l’amélioration de leur voie d’administration.21 Ce concept est 

basé sur le procédé de la vectorisation, qui aujourd’hui est une discipline scientifique à part entière. 

La conception de vecteurs nanoparticulaires est une nouvelle stratégie développée pour 

l’administration de médicaments. Les nanoparticules sont des colloïdes synthétiques, de nature 

biocompatible, et capable d’interagir avec l’environnement biologique.7,17,22 

 



Chapitre I : Les systèmes à délivrance de médicaments 

24 

 

Il existe de nombreux nanovecteurs d’origine organique ou inorganique. Ils peuvent se 

présenter sous différentes nanostructures.  Les plus communs sont représentés dans la Figure 2. 

 
 

 

Figure 2: Nanoparticules les plus communes utilisées pour une application en système à délivrance de 

médicaments. D’après Orive et al.23 

 

 

II.1 Les nanoparticules organiques 

 

 

Il y a deux grandes familles de nanoparticules organiques, celles d’origine lipidique et celle 

d’origine polymère.4  
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II.1.1 Les nanoparticules organiques lipidiques 

 

II.1.1.1 Les liposomes 

 

Les liposomes furent synthétisés pour la première fois en 1965 par Bangham et al. Les 

liposomes sont des (nano)vésicules sphériques, artificielles, et formées par l’auto-association d’une 

ou plusieurs bi-membranes phospholipidiques.24 Les bicouches lipidiques sont composées de 

phospholipides et de molécules de cholestérol encapsulant une phase interne aqueuse, permettant 

de transporter des substances thérapeutiques hydrophiles. Les principes actifs plutôt lipophiles 

peuvent être véhiculés dans les membranes lipidiques ou cristallisés dans le compartiment aqueux. 

La taille des liposomes peut varier entre 30 nm et 10 µm. Les liposomes sont classés en trois 

catégories distinctes, en fonction de leur taille et du nombre de bicouches lipidiques.25  

 

Les Small Uni-Lamellar Vesicles (SUV) possèdent une petite taille, de 20 à 100 nm et sont 

composées d’une seule bicouche de phospholipides. Les Large Uni-Lamellar Vesicles (LUV) ont 

un diamètre moyen de 0,1 à 1 µm avec une seule bicouche lipidique et une grande capacité 

d’encapsulation. Les Multi-Lamellar Vesicles (MUV) sont composées de deux ou plusieurs 

bicouches lipidiques séparées entre elles par un milieu aqueux et possédant une taille polydisperse 

de 100 nm à 10 µm.26,27  

 

Les liposomes possèdent des propriétés physiques modulables telles qu’une flexibilité, ou 

une rigidité de la bicouche lipidique selon la composition en phospholipides. En effet, les 

phospholipides à longues chaînes saturées engendrent une rigidité et la perméabilité de la bicouche 

lipidique. A l’inverse, la présence de chaines insaturées va conférer une fluidité de la membrane 

lipidique, pouvant engendrer une fragilité. Un ratio lipidique contrôlé en phospholipides saturés et 

insaturés permet d’obtenir une solution liposomale stable. La structure des liposomes évolue en 

greffant des molécules organiques telles que des anticorps ou des polyéthylènes glycol. Ces 

fonctionnalisations vont permettre d’améliorer leur stabilité colloïdale, d’augmenter la spécificité 

de leur ciblage et de diminuer les interactions protéiques entrainant la non-phagocytose par le 

système RES.  

 

Depuis 1984, ces nanoparticules sont utilisées en tant que vecteurs de substances 

thérapeutiques ou d’agents d’imagerie. La nature phospholipidique non toxique et biocompatible 

fait de ces colloïdes des systèmes à délivrance de médicaments pour des applications biologiques 
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in vivo.3,27–37 Ce système de vectorisation présente des limitations telles qu’une faible capacité 

d’encapsulation, une stabilité colloïdale modérée, un temps de demi-vie plasmatique faible et une 

libération précoce des principes actifs hydrophiles dans le sang.  

 

II.1.1.2 Les nanoparticules lipidiques de type nanoémulsion 

 

Ces 20 dernières années sont apparues un nouveau type de nanoparticules lipidiques basé sur 

la théorie physico-chimique des émulsions. Les nanoémulsions se caractérisent par un cœur 

lipidique entouré d’une monocouche de tensioactif. La taille de ces particules varie entre 30 nm et 

1 µm. Le cœur des particules est une matrice lipidique solide (« solid lipid nanoparticle » SLN) 

et/ou liquide (Nanocapsule) à la température du corps humain.38 La présence de tensioactif permet 

de stabiliser le complexe et d’empêcher les phénomènes de mûrissement d’Ostwald ou de 

coalescence entre les nano-gouttelettes d’huile. Il existe plusieurs types de nanoémulsions se 

différenciant par l’état cristallin de leur cœur lipidique. Les lipides utilisés sont soit des 

triglycérides, soit un mélange de glycérides, et de cires (Tableau 1).39,40 

  

Tableau 1: Les différentes compositions du cœur lipidique des différents types de nanoparticules lipidiques. 

 
 Cœur lipidique 

SLN (« solid lipid nanoparticle ») 
Cristallin (acide stéarique, stéaryl 

amine) 

NLC (« nanostructured lipid 

carrier ») 

Solide et Amorphe (cire 20 % + 

huile 80%) 

Nanocapsule Liquide 

 

Les propriétés physico-chimiques de ces objets sont très variables et dépendent 

principalement de la nature chimique des composants du cœur lipidique, et des tensioactifs. Le 

compartiment interne permet généralement d’encapsuler des molécules lipophiles et présente une 

capacité d’encapsulation supérieure à celles des liposomes. Cependant, les matrices lipidiques 

cristallines restent moins efficaces comparativement à celles incorporant une matrice amorphe. La 

surface des nanoémulsions peut être fonctionnalisée en y greffant des groupements type 

polyéthylène glycol ou des protéines. Lors de la déstabilisation des nanoémulsions, la cinétique de 

libération des actifs lipophiles est régie par la viscosité du cœur lipidique. Les nanoémulsions, 

malgré une structure simple, sont des objets extrêmement complexes qui nécessitent des études 

analytiques approfondies avant d’être utilisées comme vecteur pour la nanomédecine. Cependant, 
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des points critiques sont à prendre en compte tels que la stabilité des couches externes avec une 

augmentation de la taille au cours du temps et la faible capacité d’encapsulation dans les matrices 

lipidiques parfaitement cristallines.40–43   

 

La toxicité des nanoémulsions est généralement faible car le vecteur est souvent entièrement 

biodégradable et constitué d’éléments lipidiques approuvés par la « Food and Drug 

Administration » (FDA). Seule la quantité de tensioactif est à prendre en compte pour assurer la 

biocompatibilité de ces systèmes.  

 

Les nanoémulsions sont utilisées dans la délivrance de médicaments notamment dans le 

domaine des anticancéreux, mais également dans le secteur des cosmétiques.39–41,44–48  

 

 

II.1.2 Les nanoparticules à base polymère 

 

II.1.2.1 Les nanosphères 

 

Les nanovecteurs polymères ont une taille comprise entre 10 et 1000 nm et sont de nature 

solide. Les nanosphères sont des nanoparticules polymères colloïdales matricielles composées de 

polymères synthétiques. Les nanosphères sont généralement de structure sphérique et synthétisées 

à base de polymères ou de copolymères. Dans les nanoparticules polymères connues, les 

nanoparticules de poly-(alkyl cyanoacrylate) (PACA) sont biocompatibles, biodégradables, et 

utilisées comme vecteurs de molécules anticancéreuses. Le polylactide-co-glycolide (PLGA) est 

au vu des nombreux travaux de recherche et tests cliniques effectués ou en cours, le polymère le 

plus prometteur de cette famille.49,50 

 

Le PLGA est un polymère biodégradable et biocompatible composé de l’acide D,L-

polylactique (PLA) et de l’acide Polyglycolique (PGA), approuvés par la FDA pour une application 

biomédicale. Les propriétés physico-chimiques de ce polymère dépendent de la proportion de ces 

deux éléments, le PLA étant plus hydrophobe que le PGA. Les propriétés de ces nano-objets sont 

tout-à-fait remarquables, car ils sont capables d’encapsuler à la fois des principes actifs 

hydrophobes ou hydrophiles via la méthode d’émulsification double. Chaque monomère est lié à 

l’autre par une fonction ester qui est clivable par voie enzymatique et ou chimique. La cinétique de 

biodégradabilité est contrôlable en ajustant la quantité de polymère PLA.51  
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Le PLGA est un bon candidat pour la vectorisation de médicament ou de fluorophores. Les 

molécules actives sont piégées dans la nanosphère lors de leur formulation, puis libérées lors de la 

dégradation de celle-ci. La cinétique de libération est directement reliée à la nature chimique du 

PLGA.52–55 

 

L’équilibre entre PLA/PGA doit être choisi en relation avec la structure ou le coefficient de 

partage du principe actif. Cette étape d’optimisation est à revoir pour chaque type d’actifs. Ces 

complexes étant supramoléculaires, ils peuvent être également perturbés par une concentration 

excessive d’actif. Les champs d’application du PLGA peuvent être la thérapie anticancéreuse 

(molécules actives : paclitaxel, docetaxel, etc…), la thérapie photodynamique (phtalocyanine 

chlorine), ou encore l’imagerie biomédicale (agents fluorescents : Indocyanine Green (ICG)).56–60  

 

II.1.2.2 Les nanocapsules polymères 

 

Les nanocapsules polymères sont constituées d’un réservoir liquide ou semi-liquide à 

température ambiante, recouvert par une couche polymère solide. Le réservoir peut être de nature 

lipidique ou aqueuse, encapsulant par dissolution des molécules organiques hydrosolubles ou non. 

Le réservoir de la nanocapsule permet un taux d’encapsulation plus efficace que les nanosphères. 

Tout comme les nanoémulsions lipidiques, ces objets demandent une rigoureuse analyse physico-

chimique, afin d’obtenir un processus de fabrication reproductible. La couverture polymère de 

surface peut être de nature variée (PLGA, Polycaprolactone, etc…). Les applications sont 

sensiblement les mêmes que celles des nanoémulsions lipidiques.50,51,53,55,61 

 

II.1.2.3  Nanoparticules polymères de type « layer by layer (LBL) » 

 

Pour concevoir ce type de structure, il est nécessaire d’utiliser un couple de polymères 

capables de s’auto-assembler par la technique dite « layer by layer » (couche par couche). Pour se 

faire, on peut utiliser un cœur colloïdal de nature varié (métallique, lipidique, oxyde de silicium, 

ou même un agrégat de molécules insolubles). Ce cœur sert de support à la construction d’un film 

polymère constitué de plusieurs couches polymères chargées (coquille). La matrice peut avoir la 

particularité de se dégrader ou non selon ses propriétés physico-chimiques et le type d’application. 

De nombreux objets aux propriétés très variables utilisant ce type de recouvrement polymère 

existent, nous décrirons les polyélectrolytes les plus couramment utilisés dans les nanovecteurs 

(Tableau 2).52,62–65  
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Tableau 2: Les principaux polymères utilisés pour la synthèse de nanoparticules polymères. 

 
Polymères cationiques Polymères anioniques 

Chitosan Acide hyaluronique (HA) 

Polyéthylène imine (PEI) Acide poly glutamique (PGA) 

Poly L-lysine (PLL) Acide polyacrylique (PAA) 

Dextran amine Polystèrene sulfonate de sodium (PSS) 

Poly allyl amine (PAH) Alginate 

 

La technique du recouvrement polymère couche par couche est basée sur la formation de 

liaisons électrostatiques entre différentes couches de polyélectrolytes. Ces dernières années, de 

nouveaux systèmes impliquant des liaisons covalentes ou des liaisons hydrogènes ont été 

également conçus afin d’apporter de nouvelles propriétés à ces objets.  

Ces structures supramoléculaires possèdent de nombreux avantages avec un bi-

compartiment pour l’encapsulation d’agents actifs. Cette organisation permet le contrôle cinétique 

de la libération des substances actives et par la fonctionnalisation de surface. Par exemple, le 

greffage de polyéthylènes glycols en surface confère une augmentation de la demi-vie plasmatique 

de la nanoparticule. La versatilité de cet objet permet de concevoir des vecteurs intelligents 

hybrides.64,66–68  

 

 

II.1.2.4 Micelles polymères 

 

Les micelles polymères sont constituées de copolymères amphiphiles comportant une partie 

hydrophobe et une partie hydrophile qui s’auto-assemblent pour former une structure 

nanométrique. Cette nanoparticule stable de type micellaire possède un cœur hydrophobe 

permettant l’encapsulation d’anticancéreux hydrophobes et une surface externe hydrophile.69 Cette 

stabilité est maitrisée par l’obtention de molécules ayant une concentration micellaire critique 

(CMC) extrêmement basse qui permet d’envisager l’utilisation de ce type de nanostructures en 

nanomédecine. La structure de ces micelles est souvent qualifiée de coeur-couronne. Mais dans ces 

nanostructures, la couronne et le cœur sont constitués par un seul et unique type de molécules auto-

assemblées.70,71  

Les propriétés physico-chimiques d’une micelle sont dépendantes de la nature du polymère 

qui la constitue. Ce type de nanostructures à l’avantage de s’auto-assembler spontanément sans 

apport d’énergie et permet en son cœur une encapsulation efficace de principes actifs hydrophobes. 
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Comme pour les nanosphères, le principe actif n’est pas dissous mais piégé dans la matrice 

cristalline de la micelle. Leur capacité d’encapsulation reste donc généralement plus basse que dans 

les nanocapsules.72–74  

 

II.1.2.5 Les autres vecteurs polymères 

 

Les protéines sont des polymères naturellement produits par l’organisme qui peuvent être 

elles aussi utilisées en nanomédecine comme vecteur protéique. C’est le cas de l’albumine par 

exemple. L’Abraxane® est un complexe albumine-paclitaxel qui est actuellement autorisé sur le 

marché pour le cancer du sein.31 Les dendrimères sont des macromolécules globulaires formées de 

plusieurs séries de branchements organisés, reliés par un cœur moléculaire. Les dendrimères 

peuvent être utilisés en vecteur des molécules actives transportées par insertion dans les 

branchements organisés.75–78 

 

II.1.3 Les nanoparticules inorganiques 

 

Les nanoparticules inorganiques ont souvent été élaborées dans le but d’être utilisées pour 

l’imagerie biomédicale permettant d’être repérées selon leur nature, via l’émission de fluorescence 

(Quantum dots), la microscopie à diffusion de lumière de Rayleigh, l’imagerie par résonance 

magnétique (IRM) (nanoparticules d’ oxyde de fer superparamagnétique SPIONP), l’imagerie 

tomographique, et l’absorption des rayons X.79,80 

 

II.1.3.1 Les nanoparticules d’or 

 

Les nanoparticules d’or sont des particules de formes variables (sphériques ou tubulaires) 

possédant des propriétés physiques remarquables. Les propriétés des nanoparticules d’or favorisent 

la création d’ondes évanescentes de type plasmoniques qui convertit la lumière absorbée en 

chaleur. Cela permet d’envisager l’utilisation de ces particules pour des applications 

d’hyperthermie localisée. La taille et la forme des nanoparticules d’or conditionnent la réponse 

plasmonique. Ainsi en synthétisant des nanoparticules de formes définies, il est possible de décaler 

la longueur d’onde de résonnance plasmonique vers le proche infra-rouge. Tout comme les 

nanoparticules organiques, les nanoparticules d’or peuvent s’accumuler dans une tumeur par 

ciblage passif. Une fois accumulées dans le tissu tumoral, il suffit d’illuminer le ou les tissus 



Chapitre I : Les systèmes à délivrance de médicaments 

31 

 

malades dans le proche infrarouge afin de provoquer une élévation locale de température et donc 

une destruction des cellules tumorales avoisinantes. 

Du fait de leur petite taille de 2 à 20 nm, les nanoparticules d’or possède une grande surface 

spécifique et sont donc utilisable pour la délivrance de médicaments. Les principes actifs sont 

généralement liés de manière covalente à la nanoparticule via un lien fragmentable. On peut 

également couvrir la nanoparticule d’un manteau lipidique afin d’y insérer des principes actifs 

hydrophobes, mais l’effet prévisible d’une libération prématurée limite cette stratégie à des ligands 

très hydrophobes.  

Les nanoparticules d’or, pour des raisons intrinsèques liées à leur structure métallique, sont 

également utilisables comme outil de marquage en imagerie médicale. En travaillant sur la forme 

de ces nanomatériaux, il donc possible d’obtenir de manière native à la fois un effet thérapeutique 

mais aussi un traceur biologique. La fonctionnalisation des nanoparticules d’or est aujourd’hui bien 

maitrisée. La liaison covalente S-Au se fait spontanément et permet d’envisager d’accrocher 

n’importe quel type de ligand en surface de ces nanoparticules. On peut ainsi contrôler les 

propriétés de surface pour rendre la particule plus hydrophile ou lui greffer des molécules 

biologiques, afin de cibler différents types cellulaires. 81–85 

Une des questions que l’on peut se poser au sujet des nanoparticules d’or concerne leur 

non-biodégradabilité. La toxicité de ces nanosystèmes est actuellement sujette à plusieurs 

évaluations et montre un profil toxicologique différent selon la forme, la taille, et la surface de 

l’objet. Des études toxicologiques sont donc à réaliser au cas par cas, car il demeure difficile à ce 

jour d’établir une théorie générale.85 

 

II.1.3.2 Les nanoparticules d’argent 

 

Les nanoparticules d’argent possèdent des propriétés antibactériennes tout comme les sels 

d’argent (Ag+). L’émergence de bactéries multi-résistantes aux antibiotiques a déclenché un intérêt 

pour ce type de nanoparticules. De manière plus surprenante, les nanoparticules d’argent possèdent 

également des propriétés antivirales mises en évidence sur le VIH, sur le virus de l’hépatite B ou 

Influenza. Les nanoparticules d’argent sont toxiques au-dessus d’une concentration critique de 6 

µg/mL. Cette limite de toxicité est trop basse pour en faire un vecteur privilégié pour la délivrance 

de médicament. Cependant un revêtement d’argent sur un support inorganique semble tout à fait 

envisageable dans le but d’acquérir les propriétés antibactériennes ou antivirales décrites 

précédemment.86,87 
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II.1.3.3 Les nanoparticules superparamagnétiques d’oxyde de fer (SPIONP) 

 

Les nanoparticules magnétiques les plus couramment rencontrées sont constituées d’oxyde 

de fer (magnétite Fe3O4 ou maghémite γ-Fe2O3), de quelques nanomètres de diamètre. Ces 

nanoparticules possèdent plusieurs propriétés remarquables. Elles peuvent être guidées jusqu’à leur 

cible par un champ magnétique. Elles s’accumulent ainsi dans le corps humain et sont suivies par 

imagerie par résonnance magnétique. Elles possèdent des propriétés d’échauffement par l’action 

d’un champ magnétique alterné, provoquant des effets analogues à ceux décrit pour les particules 

d’or. Ces NP peuvent être fonctionnalisées en surface et sont généralement de petite taille, de 

l’ordre de quelques dizaines de nanomètres. Ces propriétés leur permettent d’être facilement 

incorporées dans des micro ou nanoparticules de type organiques ou inorganiques et ainsi leur 

procurer des propriétés magnétiques.  

Malgré leur composition riche en Fer, les SPIONP sont bien tolérées à faible concentration 

(agent de contraste en imagerie biomédicale). Cela peut être expliqué en partie par la prise en 

charge des cations ferreux par l’organisme bien que ce processus soit lent. Leur toxicité peut être 

modulée par la fonctionnalisation de surface de ces nanoparticules. Ainsi les particules d’oxyde de 

fer ont obtenu l’autorisation de la FDA pour être utilisées comme agent de ciblage en IRM. Elles 

sont utilisées également pour la libération contrôlée en médicaments par hyperthermie. 88–91  

 

II.1.3.4 Les nanoparticules de silice  

 

La silice est un oxyde inorganique de formule SiO2, dont la structure est un assemblage de 

tétraèdres SiO4 reliés entre eux par leurs sommets. A l’état naturel, la silice existe sous forme 

cristalline (tridymite, quartz) ou sous forme synthétique de nature amorphe. Contrairement à sa 

forme cristalline, la silice synthétique de nature amorphe n’est pas toxique, d’où son application 

majoritaire dans le pharmaceutique, la cosmétologie, et l’agroalimentaire (additif alimentaire 

E551). Les nanoparticules mésoporeuses de silice sont en cours d’approbation par la FDA (phase 

clinique).14,92–94 

Les nanoparticules mésoporeuses de silice (MSNP) sont capables d’encapsuler des 

composés insolubles, comme des principes actifs ou des colorants organiques pour une application 

en imagerie biomédicale ou en thérapie. La nanoparticule mésoporeuse de silice possède une 

mésoporosité permettant l’encapsulation de principes actifs et le contrôle de leur libération. Les 

NP de silice sont les seules à pouvoir incorporer les principes actifs avec des coefficients de partage 

log(P) variables par physisorption grâce aux liaisons de Van Der Waals, aux liaisons hydrogènes, 
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aux liaisons électrostatiques, et par confinement dans des mésopores. Dans la littérature, beaucoup 

d’anti-cancéreux sont encapsulés dans des matrices silicatées, tels que le paclitaxel, la 

camptothécine, la doxorubicine, le méthotrexate, la colchicine, et l’irinotecan.95–102 De plus, les 

MSNP possèdent généralement des propriétés physico-chimiques uniques avec une surface 

spécifique élevée (> 300 m2/g) et un volume poreux important (> 0,6 cm3/g). La taille des NP et 

des pores sont modulables selon la voie de synthèse utilisée, afin d’obtenir une matrice parfaitement 

adaptée aux principes actifs à encapsuler. Un principe actif hydrophile pourra être encapsulé dans 

la matrice selon la taille et le volume de pores disponibles. Si les principes actifs à encapsuler sont 

plutôt hydrophobes, leur encapsulation pourra se faire à la surface des pores de la NP de silice. Ces 

modalités structurales permettent une capacité d’encapsulation des actifs élevée, un contrôle de la 

cinétique de libération et une modalité d’application.   

Dans la littérature, il a été démontré que les MSNP sont biocompatibles à une concentration 

de 0,1 mg/mL in vitro et 200 mg/kg in vivo.13,103–107 Les études sur la toxicité des MSNP sont 

difficiles à généraliser, puisque les facteurs tels que la taille, la charge et la morphologie des 

particules induisent un changement de toxicité. L’internalisation des MSNP dans les cellules 

dépend de leur taille, leur forme et leur fonctionnalisation de surface. Toutefois, beaucoup de 

travaux démontrent que les MSNP sont biocompatibles, biodégradables, et hémocompatibles une 

fois judicieusement fonctionnalisées.104,108–112  

 

II.1.3.5 Les nanotubes de carbone 

 

Les nanotubes de carbone sont des particules organiques constituées uniquement de cycles 

aromatiques carbonés qui se structurent en formant un tube comportant une ou plusieurs parois. Le 

diamètre des nanotubes de carbone à une seule paroi est compris entre 0,4 et 2 nm et leur longueur 

peut aller jusqu’à plusieurs micromètres. Les nanotubes de carbone à plusieurs parois se 

différencient avec un diamètre pouvant aller jusqu’à 100 nm. Découvert en 1950, les nanotubes de 

carbone ont suscité un intérêt particulier dans la communauté scientifique de par leurs propriétés 

physiques remarquables. Les nanotubes de carbone sont en effet utilisés dans de nombreux 

domaines comme les matériaux, l’électronique, le photovoltaïque etc … Du fait de leur cavité 

interne et leur grande surface spécifique, les nanotubes de carbone semblent être le vecteur idéal 

pour la délivrance de médicaments. Malheureusement, des études biologiques ont montrés la 

toxicité de ces nanotubes de carbone par une impossibilité de phagocytose par le corps humain, 

engendrant une sur-inflammation des bronches et entrainant un risque prématuré de cancer. 
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Récemment, une nouvelle classe de nanotubes de carbone (CNT) est apparue, nommés f-

CNT, ils ont été conçus pour être moins cytotoxiques par une optimisation de leur taille et l’ajout 

de fonctionnalisation en surface. Des études ont également montré que certaines enzymes très 

oxydantes étaient capables de cliver les nanotubes de carbone mais leur totale biodégradabilité et 

leur innocuité biologique restent encore à être démontrées.113,114  

 

III. Avantages et inconvénients des nanoparticules 

 

Depuis 1990, tous les vecteurs décrits ci-dessous ont été conçus et étudiés afin d’y encapsuler 

des principes actifs ou des agents de contraste pour une potentielle application en imagerie 

biomédicale et thérapeutique. Les caractéristiques, les avantages et les inconvénients des 

principales nanoparticules décrites ci-dessus sont résumés dans le Tableau 3.  

 

Tableau 3: Avantages et inconvénients des nanoparticules utilisées en système à délivrance de médicaments. 

Nanoparticules Structure 
Caractéristiques / 

Avantages 
Inconvénients 

Liposomes, 

 

Vésicules sphériques 

composées d’une ou plusieurs 

bicouches lipidiques 

Amphiphiles, 

Modification en surface 

possible, 

Taux de chargement élevé, 

Biocompatibles 

Encapsulation possible que pour 

les principes actifs hydrophobes, 

fuite passive possible des agents 

encapsulés 

Nanoparticules 

lipidiques de type 

SLN, NLC  

Matrice lipidique solide 

(SLN) ou liquide (NLC) 

Nanoparticules 

polymères  
Couche de polymères 

Hydrophiles ou 

hydrophobes,  

Modification de surface 

possible, 

Non toxiques, 

Biodégradables  

Biocompatibles selon la nature du 

polymère, 

Faible capacité d’encapsulation, 

Encapsulation des principes actifs 

hydrophiles ou hydrophobes selon 

la nature du cœur de la NP 
Micelles polymères 

Copolymères amphiphiles 

formant un cœur hydrophobe, 

et une surface hydrophile 

Fonctionnalisation possible, 

biocompatibles 

Dendrimères 
Embranchements ramifiés de 

polymères synthétiques 
biocompatibles 

Nanoparticules d’or 

ou d’argent 
NP sphériques d’or ou argent 

Monodispersité, 

Propriétés physiques 

(Photothermiques, anti-

bactériennes, anti-virales) 

Non biodégradables, 

Encapsulation de principes actifs 

par chimisorption 
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Nanoparticules 

d’oxydes métalliques 
SiO2, FexOy 

Propriétés physiques (Taille, 

pores, surface 

fonctionnalisable)  

Encapsulation de principes 

actifs avec des log(P) 

variables (NP de SiO2)  

Biocompatibilité 

Biodégradabilité 

Energie de surface élevée, 

Agrégation des NP 

 

Les vecteurs présentés sont majoritairement de nature organique. Cependant, ces 

nanoparticules possèdent beaucoup d’inconvénients majeurs limitant leur application comme une 

faible stabilité chimique et thermique, une dégradation métabolique trop rapide, et une spécificité 

du principe actif à encapsuler. En effet, des médicaments hydrophiles ne peuvent être dissous que 

dans des couches ou compartiments hydrophiles et des principes actifs hydrophobes dissous que 

dans des structures lipophiles. Cet aspect détermine l’utilisation de tel ou tel type de vecteur.  

Les nanoparticules inorganiques promettent des propriétés physiques modulables comme la 

taille, la surface et la fonctionnalisation. De nombreuses études soulignent l’utilisation de 

nanoparticules inorganiques pour contrer les inconvénients des nanoparticules organiques dans les 

domaines de la thérapie, du diagnostic, et de l’imagerie. Ces particules inorganiques possèdent une 

grande stabilité chimique, thermique, et mécanique ; et elles sont biocompatibles et biodégradables 

dans la majorité des cas. Elles possèdent une grande résistance aux attaques biochimiques. Dans le 

cas d’une nanoparticule de silice, il est possible d’y encapsuler des agents actifs de différentes 

natures chimiques, par imprégnation, physisorption, et chimisorption.  

 

IV. Leurs applications en nanomédecine 

 

IV.1 L’imagerie biomédicale  

 

Les différents types de nanoparticules sont beaucoup utilisés en imagerie biomédicale pour 

le diagnostic des maladies humaines. En effet, les nanoparticules offrent de nombreuses 

fonctionnalités d’agents de contraste avec des fonctionnalités optiques, magnétiques, et 

radioactives. Ces propriétés permettent un meilleur contraste dans diverses méthodes d’imagerie 

pour ainsi permettre le dépistage, le diagnostic, et le traitement guidé par imagerie de maladies 

telles que le cancer. Ces caractéristiques résultent de l’échelle nanométrique des particules ou/et 

des agents de contraste fonctionnels incorporés en surface ou dans le noyau des nanoparticules.20  
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Ces méthodes d'imagerie médicale vont de l'imagerie optique, à l'imagerie par résonance 

magnétique, à la tomodensitométrie par rayons X (tomodensitogrammes), et à la radiographie 

(imagerie radio-isotopique).12  

La bioimagerie optique utilise un contraste fourni par une différence dans les propriétés 

optiques, telles que la diffusion ou adsorption de la lumière, la luminescence (fluorescence, 

phosphorescence), et le mélange de fréquence non linéaire, entre la région à imager et la région 

d'arrière-plan environnante. Ces techniques ne permettent pas seulement d’imager au niveau 

tissulaire, mais aussi de cibler des tumeurs pour effectuer des excisions chirurgicales intra-

opératoires comme dans le cas du glioblastome.115,116 Les nanovecteurs sont excités pour ainsi créer 

un contraste de luminescence pour l’imagerie moléculaire des cellules et des tissus. Des transitions 

optiques entre les états vibratoires des biomolécules peuvent être analysées pour effectuer une 

détection ou un diagnostic comme dans le cas de l’imagerie de diffusion anti-Stokes Raman 

(CARS).117  

L’imagerie par résonnance magnétique est effective avec les ions paramagnétiques provenant 

de l’utilisation de sonde de manganèse ou de gadolinium, ou des nanoparticules d’oxydes de fer 

superparamagnétiques Fe3O4. Ces molécules ou nanoparticules superparamagnétiques peuvent être 

incorporées dans des micro/nanoformulations pour une meilleure sensibilité d’analyse en temps 

réel et in vivo.118–120 

Les nanoparticules incorporant des agents radioactifs peuvent être envisagées en imagerie 

biomédicale. Cette fonctionnalité radioactive est induite par l’encapsulation de noyaux radioactifs 

dans une matrice neutre. La nature et le dosage du radionucléotide sont choisis de telle sorte que 

les espèces émettrices possèdent une énergie faible permettant d’acquérir un signal fiable et élevé 

en radioimagerie sans induire une radiotoxicité (tomographie par émission de positrons (TEP) ou 

Tomographie à Emission Monophotonique (SPECT)).121,122 

La tomodensitométrie par rayons X est une procédure d'imagerie qui utilise l’analyse 

informatique de rayons X informatiques pour produire des images tomographiques d'une zone 

spécifique du corps. Ces images transversales sont utilisées pour le diagnostic et la thérapie dans 

diverses applications médicales grâce aux nanoparticules d’or, d’argent, et de bismuth. En utilisant 

les différences d’absorption et d'atténuation des rayons X dans les différents composants du corps, 

on peut réaliser une visualisation anatomique des structures corporelles et obtenir des images à 

contraste élevé des vaisseaux sanguins, de l'estomac, et des organes gastro-intestinaux.123  

La bioimagerie multimodale est la combinaison de plusieurs imageries médicales pour ainsi 

avoir des informations complémentaires sur le diagnostic, le ciblage de l’agent de contraste, et le 

traitement thérapeutique. Pour cela, la conception de nanoparticules multifonctionnelles semble 
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prometteuse avec l’incorporation de plusieurs agents de contraste utilisables dans différentes 

techniques d’imagerie biomédicale telles que l’imagerie optique, IRM, TEP, SPECT, et CT. 

 

IV.2 Thérapie et ciblage 

 

L’application des nanoparticules dans le traitement de maladies est régi par le ciblage passif 

ou l’effet dit EPR ou par le ciblage actif.  

 

IV.2.1 Le ciblage passif : l’effet EPR 

 

Dans un tissu tumoral, le développement des vaisseaux sanguins croit de manière anarchique, 

sous le nom d’angiogenèse tumorale. Ce phénomène crée une perméabilité vasculaire significative 

des vaisseaux sanguins entrainant des anomalies anatomiques et physiopathologiques.124 Cette 

porosité de 380 à 700 nm des vaisseaux au niveau des jonctions cellulaires endothéliales permet un 

approvisionnement continu en nutriments et induit une croissance accélérée des cellules tumorales. 

Ce phénomène engendre une augmentation de la rétention des composés plasmatiques, des 

macromolécules et des nanoparticules dans les tissus tumoraux. Une déficience du système 

lymphatique est observée entrainant l’extravasation et l’accumulation dans les tumeurs, cet effet 

est appelé Enhanced Permeability and Retention (EPR).4,125–128 Ce ciblage passif permet une 

accumulation des nanovecteurs au sein des tumeurs solides et la libération les principes actifs 

anticancéreux. Les substances pharmaceutiques traversent les vaisseaux perméabilisés, puis 

s’accumulent dans la tumeur avec une concentration locale en principe actif  qui est 10 à 50 fois 

supérieures comparée à celle des tissus sains. L’effet EPR dépend du degré de la vascularisation, 

du stade d’évolution, et de la taille de la tumeur.129  

 

IV.2.2 Le ciblage actif  

 

L’effet EPR permet d’expliquer la rétention des nanoparticules dans les tissus tumoraux. 

Cependant, il ne favorise pas de manière directe la pénétration des nanoparticules dans les cellules 

tumorales. L’internalisation des vecteurs dans les cellules tumorales peut être améliorée par le 

greffage d’un agent de ciblage, qui induit la reconnaissance du vecteur par les récepteurs 

membranaires surexprimés sur le tissu ciblé. Ce phénomène est appelé ciblage actif. Ce type de 

ciblage est plus efficace en terme d’internalisation cellulaire des nano-objets causant l’endocytose 

des récepteurs surexprimés par les puits de clathrine. La cible biologique des vecteurs doit être 
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accessible et surexprimée à la surface des cellules et à proximité de la circulation sanguine. L’agent 

de ciblage ou ligand doit posséder une grande sélectivité et une forte affinité pour sa cible 

biologique.4,130–133 

 

V. Les différentes générations de vecteurs à délivrance de principe 

actif  

 

Le développement des vecteurs à délivrance de médicaments est en plein essor depuis plusieurs 

années. Pour qu’un médicament soit efficace, il doit traverser les membranes biologiques, cibler le 

tissu ou les cellules malades, et délivrer la dose administrée sans perdre son activité 

pharmacologique. Cette stratégie est connue sous le nom de vectorisation du principe actif. Selon 

leurs caractéristiques physico-chimiques, ces vecteurs sont définis en quatre générations en 

fonction de leur biodistribution in vivo.11,20,134 

 

V.1 Vecteurs de première génération 

 

Ces nano-objets de première génération correspondent à l’encapsulation des agents actifs au 

cœur de la NP et ne présentant pas de greffage en surface. Ce type de vecteurs est dépourvu de 

furtivité et de ciblage. Ils sont administrés par voie intraveineuse et sont reconnus comme corps 

étrangers en induisant leur recouvrement par des opsonines plasmatiques. Ces vecteurs seront 

directement éliminés par endocytose dans les macrophages hépatiques. Leur utilisation reste 

limitée car ils s’accumulent dans le foie et la rate et ne permet que de retarder l’élimination par 

voie rénale des principes actifs encapsulés par la nanoparticule.  

 

V.2 Vecteurs de seconde génération 

 

La deuxième génération de vecteurs possède une surface modifiée par des agents de 

furtivité. Cette fonctionnalisation externe des nanoparticules va contrer l’adsorption en surface des 

opsonines plasmatiques et ainsi empêcher leur élimination par les cellules du système immunitaire. 

Grace à la modification de surface des NP, celles-ci pourront s’accumuler dans les tissus tumoraux 

par l’effet EPR. Le recouvrement des vecteurs est d’origine polymère avec des polymères 

hydrophiles, tels que le polyéthylène glycol et des polysaccharides. Cette fonctionnalisation permet 
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de prolonger le temps de demi-vie plasmatique en induisant une augmentation du temps de 

résidence dans la circulation sanguine générale. 

 

V.3 Vecteurs de troisième génération 

 

Les vecteurs de troisième génération sont recouverts de marqueurs de ciblage et de 

reconnaissance, tels que des anticorps, des peptides, des oligonucléotides, des saccharides, et des 

folates. Ce type de recouvrement induit un ciblage actif des vecteurs pour les cellules tumorales 

possédant des récepteurs surexprimés. Cette génération de vecteurs permet d’augmenter l’efficacité 

anti-tumorale en favorisant l’internalisation cellulaire des NP.  

 

V.4 Vecteurs de quatrième génération 

 

Ces vecteurs de dernière génération sont des vecteurs dits « intelligents » en contrôlant la 

libération des principes actifs au niveau des tissus tumoraux. Ces vecteurs améliorent le ciblage et 

l’efficacité anti-tumorale en empêchant la libération prématurée des anticancéreux encapsulés dans 

la circulation sanguine. L’incorporation d’agents d’imagerie tels que les agents fluorescents, les 

agents de contraste, et des éléments radioactifs permet de suivre en temps réel le devenir des nano-

objets dans le corps humain. Toutes ces spécificités donnent naissance à une application 

théranostique de ces vecteurs, permettant le diagnostic, le ciblage, et la thérapie des cellules 

tumorales.  

 

 

VI. Les nanovecteurs mis sur le marché 

 

 

Des systèmes à délivrance de médicaments issus des nanotechnologies sont actuellement 

sur le marché ou en cours d’essais cliniques. La plupart de ces nanovecteurs sont des vecteurs de 

la 3ème génération. Les formulations nanopharmaceutiques les plus connues sont décrites dans cette 

partie. 4,134–136  Toutes les nanoparticules de type organique approuvées par la FDA sont listées 

dans l’annexe 2 et 3.4,134–136  
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VI.1 Les nanoformulations liposomales 

 

Les nanoformulations liposomales permettent d’encapsuler des principes actifs 

anticancéreux liphophiles comme la doxorubicine, les taxanes, et la camptothecine.135,136  

En 1995, le Doxil®, une nanoformulation liposomale PEGylée, encapsule un médicament 

anticancéreux : la doxorubicine (Figure 3). Les liposomes Doxil® ont une taille comprise entre 80 

et 100 nm, constitués de phospholipides et de cholestérol. Cette formulation est approuvée par la 

FDA et permet le traitement de nombreux cancers tels que celui des ovaires, du sein, le myélome, 

et les sarcomes. Cette formulation possède un temps de demi-vie de 55 heures. L’hydrochlorure de 

doxorubicine est dissout dans le compartiment aqueux du liposome.  

 

Figure 3: Structure du Doxil.137 

 

L’AmBisome® est aussi une formulation liposomale encapsulant de l’amphotéricine B et qui 

a été approuvée cliniquement comme antifongique (Figure 4). Cette nanoformulation est formée 

par microemulsification de vésicules multilamellaires en utilisant un homogénéisateur. 

L’AmBisome est un liposome unilamellaire avec une seule bicouche lipidique et d’une taille de 

100 nm. L’amphotéricine est intercalée dans la membrane lipidique puisque c’est un principe actif 

lipophile.  

 

Figure 4: Structure de l’AmBisome.138 
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Le Marqibo® a été récemment approuvé par la FDA comme formulation liposomale 

encapsulant de la Vincristine pour le traitement contre la leucémie lymphoblastique. Le liposome 

est constitué par de la sphingomyéline et du cholestérol et d’une taille de 100 nm.  

 

La CPX-351® est une formulation liposomale qui co-encapsule deux principes actifs, la 

Cytarabine et la Daunorubicine, et qui est actuellement en phase III des essais cliniques pour 

permettre la combinaison de thérapie pour la leucémie amyloïde. La nanoformulation est un 

liposome bilamellaire de 100 nm, composé de phospholipides tels que des phosphatidylglycérol ou 

des phosphatidylcholine, et de cholestérol. La suspension liposomale est composée d’un ratio 

Cytarabine/ Daunorubine 5:1. 

 

VI.2 Les nanoformulations polymères 

 

Beaucoup d’études cliniques concernent les nanoformulations polymères comme les 

nanoparticules PEGylées PLGA, les hydrogels polymères, les micelles de co-polymères, et les 

nanoparticules de chitosan pour cibler une application de délivrance de médicaments.135,136  

 

Le Genexol-PM® est une formulation micellaire polymère d’une taille de 24 nm encapsulant 

le Paclitaxel pour le traitement contre les tumeurs solides (Figure 5). Ce nanovecteur diffuse de 

manière passive dans le corps humain comme le Doxil® grâce à sa fonctionnalisation PEGylée. 

Elle est composée de copolymères diblocs amphiphiles de faible poids moléculaire, de 

monométhoxy poly (éthylène glycol) - poly (D,L Lactide) et de paclitaxel.  

 

Figure 5: Structure du Genexol-PM. D’après Kim et al.139 

 

Le BIND-014® est une nanoformulation polymère encapsulant un anticancéreux le docetaxel. 

Ces nanoparticules sont composées d’un cœur polymère hydrophobe d’acide polylactique, 

encapsulant le docetaxel et de polyéthylène glycol hydrophile incorporant des molécules ligands 

de l’antigène de la membrane de la prostate (PSMA). Elle possède un ciblage actif grâce à ses 
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ligands de surface PSMA surexprimés dans les cellules cancéreuses de la prostate. Cette 

nanoparticule est actuellement en phase II des essais cliniques sur l’homme.  

 

Depuis 2005, la nanoformulation Abraxane® a été approuvée en usage clinique pour le 

traitement des tumeurs solides (Figure 6). Cette solution injectable est une forme d’albumine liée 

à du paclitaxel avec une taille d’environ 130 nm. L’anticancéreux Paclitaxel est incorporé à 

l’intérieur des nanoparticules d’albumine et cible de manière spécifique les cellules tumorales via 

la surexpression des récepteurs de l’albumine.  

 

 

Figure 6. Structure de l'Abraxane.140 

 

 

VI.3 Les nanoparticules inorganiques 

 

En 1996, Feridex I.V® aux Etats-Unis ou Endorem® en Europe est un agent de contraste pour 

l’imagerie par résonnance magnétique pour les lésions hépatiques. C’est le premier agent de 

contraste spécifique pour un organe approuvé par la FDA, permettant de localiser les lésions 

hépatiques ou splénaires des tissus sains. Cette solution aqueuse est composée de nanoparticules 

superparamagnétiques recouvertes de dextran et d’une taille de 150 nm. 

 

Ferumoxytol ou FerahemeTM est un traitement de l’anémie ferrique chez les patients, pour 

les adultes insuffisants rénaux et pour les maladies cardio-vasculaires. Ce médicament est approuvé 

par la FDA. Ce médicament est composé de nanoparticules super-paramagnétiques d’oxyde de fer 

recouvertes de polyglucose de sorbitol de carboxyméthylether, et d’une taille de 17 à 31 nm. Cette 

suspension est injectée par intraveineuse et devient un agent de contraste pour l’imagerie à 

résonnance magnétique. Les nanoparticules libèrent du fer à l’intérieur des macrophages pour ainsi 

le rendre disponible à la transferrine plasmatique. 
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Nanotherm® est un fluide magnétique composé de nanoparticules super-paramagnétiques 

d’oxyde de fer de 15 nm enrobées d’aminosilane. Ce traitement permet un traitement intra-tumoral 

par thermothérapie du glioblastome. Ce produit thérapeutique est injecté directement dans la 

tumeur solide et induit un échauffement par l’application d’un champ magnétique alterné. Il en 

résulte la destruction des cellules tumorales par ablation thermique ou la sensibilisation par 

hyperthermie en combinaison avec un traitement de chimiothérapie.  

Dans l’annexe 4, La liste des autres nanoparticules de type inorganique est décrite dans 

l’annexe 4.136  
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Conclusion   
 

 

Actuellement, la majorité des vecteurs sur le marché sont des nanoparticules de type 

organiques, tels que des liposomes ou des nanoparticules polymères. Malgré leurs avantages de 

biodégradabilité et de biocompatibilité, beaucoup de verrous technologiques restent présents 

comme une faible stabilité chimique et thermique (critique lors de la stérilisation), une dégradation 

métabolique trop rapide, et une dépendance structurale vis-à-vis du principe actif à encapsuler. Les 

nanoparticules inorganiques possèdent des propriétés uniques telles qu’une grande stabilité 

chimique et thermique. Les nanoparticules inorganiques comme les oxydes de Fer et de silicium 

sont biocompatibles et biodégradables. De nos jours, les nanoparticules inorganiques les plus 

communes en nanomédecine sont des particules d’oxyde de fer utilisées comme agent de contraste 

pour l’imagerie biomédicale. 

 

D’autres types de particules inorganiques sont en cours de développement pour l’encapsulation 

d’actif. Les particules mésoporeuses de silice sont particulièrement prometteuses à cet effet. Les 

avantages des nanoparticules mésoporeuses de silice sont décrits dans le tableau ci-dessous 

(Tableau 4). 
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Tableau 4: Tableau des avantages des nanoparticules mésoporeuses de silice pour une application en 

système à délivrance de médicaments. 

 

Propriétés de la silice Description  

Avantages pour une application en 

système de délivrance de 

médicaments 

Taille et forme 

modulable 

40 à 100 nm, pour pénétration intracellulaire 

forme sphérique, hexagonale ou cubique  

Matrice de silice amorphe, taille 

nanométrique permettant 

l’accumulation passive dans les cellules 

et tissus tumoraux 

Mésoporosité 
2-20 nm à moduler selon la taille du principe 

actif à encapsuler 

Encapsulation de principes actifs avec 

différents log P, des agents de 

contraste, des agents fluorescents 

Surface spécifique 

élevée  

Propriétés importantes pour les principes actifs 

hydrophobes, pour encapsulation en surface des 

pores   

Fonctionnalisation de surface 

nécessaire pour stabiliser la NP contre 

l’agrégation inter-particulaire, ajout de 

ligand pour un ciblage actif 

Volume de pores élevé  

Propriétés importantes pour les principes actifs 

hydrophiles, pour encapsulation en volume des 

pores 

La multimodalité de molécules actives 

est envisagée : agents de contraste, 

agents fluorescents, et principes actifs 

Fonctionnalisation de 

surface  

Fonctionnalisation de type organique ou 

inorganique  

Agents bloquants l’ouverture des pores, 

contrôle de la libération des actifs  

Ciblage actif ou passif 

Encapsulation de 

molécules actives 

Encapsulation de principes hydrophiles ou 

hydrophobles, d’agents fluorescents ou de 

molécules inorganiques ou macromolécules 

Multimodalité d’application : 

Diagnostic, imagerie biomédicale et 

traitement thérapeutique 

Biodégradabilité Approbation en cours par la FDA Elimination par voie rénale 

Biocompatibilité  0,1 mg/mL in vitro et 200 mg/kg in vivo 
Injection par voie intraveineuse 

envisageable 

 

Les nombreux avantages des nanoparticules mésoporeuses de silice justifient de leurs 

multiples intérêts pour la communauté scientifique, technologique et médicale. Dans ce contexte, 

ce travail de thèse porte sur l’élaboration d’un nanovecteur à système de délivrance contrôlée des 

médicaments de quatrième génération. En effet, notre travail s’articule sur les hypothèses 

suivantes :  

- Avec la mésoporosité des nanoparticules de silice, des molécules peuvent y être 

encapsulées mais la présence des pores ne permet pas de maintenir les agents actifs dans 

la matrice silicatée.  
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- La matrice permet d’encapsuler des principes actifs hydrophiles ou hydrophobes, mais 

aussi d’y incorporer des particules d’oxyde de fer, d’argent ou d’or, et ainsi que des 

agents fluorescents.  

- De plus, la surface de ces particules peut être fonctionnalisée, ce qui sera un critère 

obligatoire pour permettre de bloquer l’ouverture des pores, de confiner les principes 

actifs, améliorer leur biocompatibilité, et cibler de manière active les tumeurs. Ces 

modalités structurales permettent de contrôler et même de déclencher la libération des 

actifs encapsulés.  

Tous ces paramètres modulables sont étudiés dans ce travail de thèse pour ainsi construire 

un vecteur multifonctionnel innovant permettant le contrôle de la libération des actifs encapsulés 

dans la matrice silicatée.  

Dans le chapitre II, la synthèse des MSNP de taille nanométrique est détaillée. De plus, une 

étude biologique de ces NP y est décrite. 
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La taille, la structure, et la fonctionnalisation sont des paramètres cruciaux pour l’interaction 

des MSNP avec un milieu biologique. L’objectif de ce deuxième chapitre est de présenter un 

historique de la synthèse de matériaux mésoporeux de silice dans un premier temps. Pour obtenir 

des nanoparticules avec une grande surface spécifique et un grand volume de pores, nous avons 

privilégié la technologie sol-gel pour la synthèse des MSNP ; les principes de cette technologie 

sont décrits en deuxième partie. Le procédé de synthèse des MSNP est inspiré de la méthode 

publiée par Möller et al. pour obtenir des MSNP monodisperses, sphériques, et de taille 

nanométrique.141 Le procédé de synthèse utilisé et les résultats associés sont décrits en troisième 

partie. La quatrième partie est consacrée à l’étude biologique des MSNP.  

 

I. Historique 
 

D’après l’Union Internationale de Chimie Pure et Appliquée (IUPAC), on qualifie de 

microporeux un matériau dont le diamètre (dp) des pores est inférieur à 2 nm, de matériau 

macroporeux si dp > 50 nm, et de matériau mésoporeux si 2 < dp < 50 nm.142 Les matériaux 

naturellement poreux les plus abondants sont les zéolithes, qui ont été découverts en 1756 par Alex 

Frederik Cronstedt. Leur structure a été déterminée en 1930 par Taylor et Pauling. Les zéolithes 

sont des structures inorganiques majoritairement et naturellement microporeuses de type 

« alumino » silicate ayant cristallisées ou polycondensées autour d’un agent structurant 

naturel.143,144 Les zéolithes possèdent une porosité à l’échelle du nanomètre.145 De nombreux 

travaux ont été effectués afin de synthétiser des structures analogues basées sur la chimie des 

aluminosilicates. En 1990, le groupe Mobil Oil brevète l’utilisation d’un procédé sol-gel couplé à 

la présence d’agents structurants synthétiques pour produire des zéolithes synthétiques possédant 

des tailles de pores supérieures à celles des zéolithes naturelles, dans le domaine des matériaux 

mésoporeux.146 Ce procédé chimique « sol-gel » utilisé est basé sur l’hydrolyse de précurseurs 

organométalliques suivi de leur polymérisation pour former un matériau d’oxyde métallique. Cette 

condensation inorganique peut se faire autour d’un agent structurant synthétique, qui lors de son 

retrait permet la formation d’une structure poreuse, selon le principe de l’empreinte («  Templating 

approach »). La méthode sol-gel permet une variété de morphologie de par le contrôle de la vitesse 

des réactions d’hydrolyse et de condensation des précurseurs organométalliques, ainsi que la 

variation des paramètres de réactions (température, nature du solvant, du tensioactif, du précurseur, 

et du pH par exemple).146 Cette technologie fera l’objet d’une description plus détaillée dans la 

partie II.  
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En variant ainsi, le ratio molaire d’agent structurant / précurseur d’aluminosilicate, Mobil Oil 

a obtenu différents types de familles mésoporeuses de classe M41S. La figure décrit ses différentes 

familles en fonction des conditions de synthèse. La MCM-41 est un matériau (Mobil Composition 

of Matter)-41 avec un arrangement hexagonal des mésopores (P6mm), la structure MCM-48 avec 

un arrangement cubique des mésopores (Ia3d), et la phase MCM-50 avec un arrangement laminaire 

(P2)(Figure 7).143,147–149  

 

 

Figure 7: Structures des matériaux mésoporeux M41S : a) MCM-41 (2D hexagonale, P6mm), b) MCM-48 

(la3d), et c) MCM-50 (lamellaire, P2). D’après Hoffmann et al.147   

 

La porosité de ces structures est due à l’auto-assemblage de structures micellaires constituées 

de Bromure de CétylTriméethylAmmonium (CTAB) ou chlorure de CétylTriméethylAmmonium 

(CTACl). Une alternative à cette synthèse fût découverte quelques années plus tard, celle des 

matériaux organisés de type SBA (Santa Barbara Amorphous) avec l’utilisation d’un tensioactif 

neutre type copolymère tribloc (Pluronic F127).150 Les matériaux MCM/SBA possèdent de 

nombreuses applications comme catalyseurs, échangeurs d’ions pour chromatographie, absorbants, 

ou isolants.151–153 

 

En 1998, la production de phase colloïdale MCM-41 sous forme de particules de diamètre 

inférieur ou égal à 100 nm a été possible en couplant les travaux de Stöber et al. publiés en 1968 

(Décrit dans la partie II) à ceux de la Mobil Oil.154 Park et al. ont ainsi synthétisé en milieu basique 

des particules de MCM-41 d’une taille de 200 nm.155 

En 1999, Brinker et al. ont démontré qu’il était possible d’obtenir des MSNP de type MCM-

41 en milieux acide.156 Pour ce faire, les tensioactifs, le précurseur de silice (Tétraéthylorthosilicate 

(TEOS)), l’eau et l’éthanol sont mélangés dans un milieu acide et vaporisés sous forme de 

microgouttelettes (atomisées) jusqu’à une chambre de séchage. La fragmentation des gouttelettes 

du milieu réactionnel est causée par l’évaporation de l’éthanol. Des particules d’environ 200 nm 
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sont ainsi récupérées sur un filtre. Le choix de ce filtre limite la production de particules à des 

diamètres supérieurs à 200 nm (Figure 8).  

 

 

 

Figure 8: Schéma représentant le réacteur aérosol utilisé par Brinker et al. pour former des MSNP.156  

 

 

En 2001, Cai et al. ont repris et amélioré les travaux de Park et al., permettant ainsi de 

synthétiser en milieu basique (NaOH) des particules de type MCM-41 avec une taille de 110 nm.157 

Nooney et al. ont réduit cette taille à 65 nm en ajustant les concentrations en précurseur 

(TEOS/CTAB/NH3/H2O/Ethanol).158 Les synthèses de particules de type MCM-41 en voie basique 

bien que donnant des colloïdes de petite taille présentent une sévère agrégation comparée à la 

méthode décrite par le groupe de Brinker (« Template aerosol assisted self assembly »). En 2007, 

Möller et al. a montré que l’utilisation de la triéthanolamine (TEA) permet l’obtention de MSNP 

non agrégées d’une taille de 55 nm.141 La contrainte de taille induit une structuration des pores non 

cristalline (dite en trou de ver) avec des tailles similaires à la MCM-41 (2,8 nm). Nous avons retenu 

cette méthode de synthèse dans le cadre de ces travaux de thèse. 

 

La notion de système de délivrance de médicaments utilisant les matériaux mésoporeux a 

été introduite par Maria Vallet Régi en 2001 via l’encapsulation de l’ibuprofène.159 Beaucoup de 

travaux de recherche portant sur les nanoparticules mésoporeuses de silice comme vecteur de 

médicaments ont été publiés.109,160–169 En effet, les nanoparticules de type MCM-41 présentent 

l’avantage majeur d’encapsuler des molécules actives qui peuvent être des agents fluorophores, des 

agents de contrastes, et des principes actifs aux propriétés physico-chimiques distinctes (Log P 
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variable).162,166,167,169,170 Les nanoparticules mésoporeuses de silice développées pour ces 

applications possèdent une surface spécifique (> 700 cm2/g) et un volume de pores (> 0.6 cm3/g) 

très importants. La structure (sphérique, tubulaire, lamellaire), la taille des pores (2 à 15 nm) et la 

taille des nanoparticules (30 nm à 2 µm) sont modulables et permettent de concevoir un vecteur 

approprié selon l’application biomédicale visée. La nature chimique de la surface de la silice 

poreuse peut être également modifiée par des fonctions ou revêtements susceptibles de changer 

l’ouverture des pores sous l’action de stimuli internes (température, pH, enzymes) ou/et externes 

(température, lumière, champ magnétique), et permettant ainsi un meilleur contrôle de la cinétique 

de relargage du principe actif. L’ingénierie chimique de ces particules permet d’en faire un vecteur 

particulièrement polyvalent, qui peut être fonctionnalisé en vue d’améliorer sa pharmacocinétique 

(via la « PEGylation ») ou l’élaboration d’un ciblage actif (conjugaison d’anticorps spécifique). 

Dans ce travail de thèse, les principes généraux de la synthèse sol-gel des MSNP, la voie 

stratégique suivie, et les caractérisations physico-chimiques associées sont successivement 

présentées ci-dessous. Les résultats d’encapsulation d’actif, ainsi que les interactions entre les 

MSNP conçues et les différentes composantes du sang y sont ensuite décrits.  

 

 

II. Les particules mésoporeuses de silice synthétisées par voie sol-gel 
 

II.1 Principes fondamentaux de la technologie Sol-gel impliquant les alcoxysilanes 

 

Ce procédé sol-gel a été publié pour la première fois en 1846 par Ebelmen décrivant la 

conversion d’un sel de silicium dans de l’alcool en verre solide.171 Cette méthode sera 

essentiellement reprise pour produire des contenants en verre.  

La voie « sol-gel » est caractérisée par la formation d’un réseau tridimensionnel (gel) qui 

découle de réactions de polymérisations inorganiques à partir de précurseurs moléculaires dissous 

dans un milieu généralement hydro-alcoolique (sol). Les précurseurs moléculaires utilisés sont des 

sels ou des alcoxydes de métaux.146 Dans le cadre de cette étude, seuls les alcoxydes de silicium 

sont considérés comme précurseurs de silice.  

Cette polymérisation inorganique se décompose en deux mécanismes réactionnels. La 

première étape est une hydrolyse du précurseur moléculaire, suivi de l’étape de condensation – 

polymérisation formant un pont ‘oxyde’ entre deux atomes de Si (Figure 9).146 De proche en 

proche, il en résulte la formation d’oligomères, puis de particules de silice en suspension dans le 

milieu réactionnel suivant des mécanismes de croissance.146 
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Figure 9: Réaction d'hydrolyse et de condensation des silicates. D’après Brinker et al.146 

 

Les paramètres contrôlant les cinétiques d’hydrolyse et de condensation sont principalement 

le pH et la température du milieu réactionnel. L’étape d’hydrolyse du précurseur alcoxyde 

métallique peut être catalysée en milieu acide ou basique. La cinétique de réaction d’hydrolyse 

étant minimale à pH = 7 (Figure 10).172  

 

Figure 10: Effet du pH sur la vitesse d'hydrolyse et de condensation des silicates. D’après Alothman.172 

 

La vitesse de condensation du précurseur silicate diffère aussi selon le pH :  

✓ A un pH < 2, la vitesse de condensation est augmentée par rapport à la dissolution.  

✓ Autour du point isoélectrique des silicates (pH = 2-3), la condensation est en compétition 

avec l’hydrolyse. La vitesse de condensation est donc très diminuée.  

✓ Autour de pH = 5 ou pH = 9, la vitesse de condensation semble identique et est favorisée 

par rapport à l’hydrolyse. 

✓ A pH = 7, l’hydrolyse est faible, et la vitesse de condensation est maximale. 
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✓  A pH > 11, la vitesse de dissolution et d’hydrolyse sont supérieure à la vitesse de 

condensation. 

Une fois les nuclei formés, leur croissance est dépendante du pH et de l’énergie de surface 

engendrée (liaisons hydrogènes, répulsion et attraction coulombiennes) et qui peut induire des 

phénomènes de coalescence. 

À un pH compris entre 7 et 10, la répulsion électrostatique (via des groupements Si-O-) 

favorise la croissance des particules denses individuelles. À un pH < 7, la forte quantité de silanol 

de surface favorise alors l’agrégation des noyaux dans des structures gélifiées (Figure 11).146 

 

Figure 11: Voie de polymérisation des silicates d'après Iler. (B) Polymérisation du monomère pour former 

des particules, croissance des particules, et  (A) agglomération des particules entre elles pour se lier en 

formant des chaines, des réseaux, et finalement des gels. D’après Brinker et al.146  

 

La synthèse décrite par Werner Stöber illustre parfaitement la mise en application de ces 

principes fondamentaux.154 Cette méthode est particulièrement efficace pour former des 

nanoparticules de silice monodisperses, sphériques, et de tailles nanométriques et microniques. Ce 

procédé découle de la méthode sol-gel avec un catalyseur basique et une température réactionnelle 

ambiante. Dans cette synthèse, l’hydrolyse du tétraéthylorthosilicate est catalysée par l’ammoniac 

dans un mélange d’alcool et d’eau. L’ammoniac est utilisé comme catalyseur de réaction. Comme 

décrit sur le schéma de la Figure 11 pour la voie basique, des particules sphériques de silice sont 

ainsi obtenues. En modifiant le précurseur de silice, le solvant alcoolique, et les concentrations des 

réactifs, la taille des particules peut être ainsi contrôlée. Ce procédé dit « Stöber » a donné lieu à 
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de nombreuses variantes de synthèse de colloïdes siliciques, en modifiant les températures de 

réaction, la nature de la base ou encore les concentrations en réactifs. Comme vu lors de notre 

introduction générale, la catalyse acide peut être également utilisée si la croissance de la particule 

est limitée par un microréacteur (émulsion, atomiseur couplé à un filtre).173 

 

II.2 Synthèse des MSNP, utilisation et impact de l’agent porogène 

 

II.2.1 Synthèse des MSNP de type M41S 

 

Dans la majorité des synthèses de MSNP de structure M41S, la réaction est effectuée à un 

pH basique et en présence d’un agent structurant.  

Un des agents structurant de la synthèse des MCM-41 est un tensioactif cationique appelé le 

chlorure ou bromure de cétyltrimethylammonium (respectivement CTACl ou CTAB). Les pores 

ont généralement une structure en nid d’abeille et possèdent un diamètre d’environ 3 nm. Les 

interactions entre la phase inorganique (I) et organique (S) sont de nature électrostatique, sous 

forme ionique et de charges opposées S+I- ou S-I+ (Figure 12).143,174  

L’agent structurant ou appelé tensioactif est une molécule amphiphile possédant une tête 

polaire à caractère hydrophile et une chaine carbonée hydrophobe. Les deux parties sont reliées 

entre elles par une liaison covalente. Ces molécules possèdent la spécificité de s’auto-organiser en 

structures supramoléculaires de type micellaire, et de s’absorber aux interfaces pour en diminuer 

l’énergie.  

 

 

Figure 12: Représentation schématique des interactions entre le tensioactif (S) et la phase inorganique 

(I).D’après Soler-Illia et al.143  

 
 

Les propriétés physico-chimiques des tensioactifs dépendent de la nature de la tête polaire et 

de la partie hydrophobe. La tête polaire peut être composée de groupements anioniques ou 
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cationiques de type sulfate, sulphonate, phosphate, ammonium quaternaire, zwittérionique ou non 

ionique (oligomères de polyoxyéthylène (PEO)). La partie hydrophobe peut être constituée d’une 

ou deux chaines carbonées, hydrocarbonées, ou perfluorées.  

En solution, l’interaction entre la partie ayant le moins d’affinité avec le solvant et ce dernier 

génère une énergie d’interaction importante. Afin de la minimiser, les molécules de tensioactif 

s’auto-assemblent pour réduire le contact entre le solvant et la partie ayant le moins d’affinité avec 

lui, en formant des assemblages supra-moléculaires appelés micelles. Ainsi, en solution aqueuse, 

les têtes polaires sont solvatées par les molécules d’eau et les parties hydrophobes s’assemblent 

pour minimiser l’interaction avec l’eau, formant un volume dont l’eau est exclue. La conformation 

et le confinement des molécules de tensioactifs dans les micelles dépendent de l’équilibre entre les 

interactions attractives de la partie hydrophobe et les interactions répulsives de la tête polaire dans 

l’eau. Le modèle décrit par Israelachvili et al. permet de connaître la forme des micelles résultant 

de l’auto-assemblage de molécules de tensioactif en fonction de leur morphologie représentée par 

un facteur de forme (Figure 13).175 

 

 

Figure 13: Représentation schématique d'un tensioactif en forme de cône. D’après Soler-Illia et al.143 

 

Le facteur de forme ou le paramètre d’empilement g a été défini selon l’équation suivante 

(1) :  

 

(1) 𝑔 =  
𝑉

(𝑎0ℎ)
 

 

V étant le volume occupé par la chaîne hydrophobe du tensioactif, a0 l’aire de la tête polaire 

et h la longueur de la chaine carbonée hydrophobe. 

 

Le paramètre d’empilement g va permettre de prédire la forme géométrique des micelles, 

sphériques pour les faibles valeurs de g, jusqu’à des assemblages sous forme de vésicules et 

lamellaires pour les hauts facteurs de forme (Figure 14).156,174,176  
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Figure 14: Structure des matériaux mésoporeux de silice selon la valeur d'empilement g. D’après Wu et 

al.174   

 

En fait, la forme des micelles et le degré d’agrégation (nombre de molécules de tensioactif 

dans la micelle) dépendent non seulement de la nature du tensioactif et du facteur g, mais aussi de 

sa concentration micellaire critique (CMC), des autres espèces chimiques présentes, et de la 

température. Le CTAB présente d’ailleurs deux CMC critiques, CMC1 et CMC2 (Figure 15). A 

une concentration inférieure à CMC1, les molécules de CTAB sont bien dispersées. Entre les 

CMC1 et CMC2, le CTAB est présent sous deux formes en équilibre, molécules isolées et micelles 

sphériques. Au-dessus de CMC2, le degré d’agrégation et la taille des micelles augmentent, 

générant des cylindres, voire des mésophases hexagonales, cubiques, et lamellaires en fonction de 

la concentration et de la température. 146 
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Figure 15: Représentation schématique du diagramme de phase du tensioactif CTAB dans l'eau. D’après 
Brinker et al.146   

 

En milieu très alcalin, le précurseur tétraéthylorthosilicate (TEOS) est hydrolysé sous 

l’action de la base présente dans le mélange réactionnel (eau et éthanol) pour former des composés 

silicates hautement hydrolysés (nombreux groupements Si-O-). Ceux-ci interagissent de façon 

électrostatique avec les micelles cationiques formées par le tensioactif CTA+ Cl- ou Br- (Figure 

16 A) selon un schéma S+I- suite à un échange ionique (Figure 16 B).  Les silicates anioniques se 

condensent autour de la micelle cationique de CTACl (Figure 16 C). La condensation des silicates 

hydrolysés pour former des liaisons Si-O-Si est une réaction de substitution nucléophile de type 

SN2 avec une expulsion de molécules d’alcool (alcoxolation) ou d’eau (oxolation). Il en résulte la 

formation de silice mésostructurée autour de la phase micellaire.143,177 Cette phase peut évoluer 

selon les conditions expérimentales (pH, température, concentrations par exemple). L’élimination 

de la mésophase micellaire génère une empreinte poreuse dans le réseau de silice (principe de 

l’empreinte). 143,177  
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Figure 16: Représentation schématique du mécanisme de l'auto-assemblage des micelles de tensioactif 
décrit par Firouzi et al. D’après Soler-Illia et al.143  

 

 

II.2.2 Contrôle de la taille des pores  

 

II.2.2.1 Variation de la structure de l’empreinte ou “template” 

 

Selon le choix des ammoniums quaternaires amphiphiles utilisés comme agent porogène, le 

diamètre des pores générés est limité à une taille de 1,8 à 2,3 nm. Cependant, cette méthode de 

génération de porosité par empreinte peut être étendue à une large gamme de molécules 

tensioactives, ioniques ou non. La taille des micelles formées dépend du facteur g et des conditions 

expérimentales. Ainsi, des tensioactifs polymères à blocs comme les Pluronic® P123 et F127 

permettent d’obtenir des pores plus larges avec une taille comprise entre 5 et 15 nm.178,179 La 

combinaison de deux agents porogènes différents peut également conduire à des biporosités.180    

Les micelles peuvent être également artificiellement élargies par ajout d’un intercalant 

hydrophobe ou d’agents gonflants tels que le 1,3,5-triméthylbenzene (Mesitylène).181 Zhang et al. 

ont pu étendre la taille des pores des MSN sans altération de la taille et de la morphologie de la 

particule en utilisant le méthylène et du décane.182 Comme pour l’utilisation du Pluronic F127, 

l’incorporation de composés pendant la synthèse peut altérer l’équilibre hydrophobe-hydrophile du 

milieu réactionnel et ainsi induire des changements morphologiques des particules.  
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Le traitement hydrothermal post-synthèse est une alternative pratique pour augmenter la taille 

des pores sans induire de changements de taille et de morphologie des particules préformées. Kim 

et al. ont synthétisé des MSNP monodisperses avec une augmentation du diamètre des pores de 2 

à 23 nm.183 Cette augmentation de la taille de pores a été faite postérieurement à la synthèse en 

ajoutant un agent gonflant le triméthylbenzène avec un traitement hydrothermal à 140°C pendant 

4 jours.  

Les structures micellaires ne sont pas les seules à pouvoir être utilisées comme empreintes. 

Les nanoparticules de polystyrène ou même des biostructures peuvent être recouvertes par de la 

silice pour produire des structures creuses. Globalement, le désavantage de cette méthode est la 

nécessaire réoptimisation de la procédure synthétique pour chaque agent porogène. Il est donc 

difficile d’obtenir des particules de tailles constantes avec des porosités différentes. 

 

II.2.2.2 Attaque chimique ou thermique 

 

La largeur des pores peut être modulée par traitement hydrothermique pendant la synthèse 

et postérieurement à celle-ci. Dans les travaux publiés de Yu et al., la taille des pores est agrandie 

de 2,8 à 4 nm sous condition acide et en augmentant la température de synthèse de 100 à 130°C.184 

 

En 2012, Zhang et al. a publié une méthode d’accroissement des pores post-synthétique 

basée sur l’utilisation du composé borohydrure de sodium (NaBH4) en milieu aqueux.185 Cette 

méthode a été décrite avec des particules de silice ellipsoïdales de 100 nm. Cette procédure 

alternative est attrayante puisque facile à mettre en œuvre et permettant le contrôle de la porosité 

des NP de silice de 3 nm à 30 nm. La structure poreuse à la surface des NP ellipsoïdales fournit 

une voie à travers laquelle le NaBH4 (OH-) peut pénétrer dans le réseau silicaté pour permettre 

l’attaque chimique. Cette attaque va induire l’augmentation du volume des pores en maintenant la 

forme initiale de la NP.  

Jia et al. ont appliqué ce procédé d’attaque chimique par le NaBH4 sur des MCM-41. Un 

mécanisme réactionnel a été proposé :186 l’augmentation du temps de réaction entre les NP et le 

NaBH4 induit une augmentation du diamètre des pores des MSNP de 3 à 10 nm. Il est décrit que la 

réaction chimique entre le NaBH4 produit du métaborate de sodium (NaBO2) et de l’hydrogène. 

Cette réaction augmente considérablement le pH de la solution conduisant à une hydrolyse 

chimique des liaisons Si-O-Si (Figure 17). Ainsi, les pores de petites tailles fusionnent entre eux 

pour former des pores de diamètre plus élevé grâce à la dissolution des parois entre les pores (Figure 

17). 
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Figure 17: Mécanisme réactionnel du NaBH4 en contact avec les silanols présents en surface des MSNP. 
D’après Jia et al.186 

 

Cette technique prometteuse a été mise en œuvre dans le cadre de ce travail pour agrandir 

la taille des pores de MSNP (Voir partie III.5). 

 

II.3 Impact du milieu réactionnel 

 

Le caractère hydrophobe et hydrophile du précurseur de silice est à prendre en compte lors 

de la synthèse des MSNP. Le TEOS étant peu soluble dans l’eau, il est nécessaire d’ajouter un co-

solvant pour le rendre miscible et homogénéiser la solution. L’alcool parent, ici l’éthanol, est 

souvent choisi comme co-solvant. Le diagramme de phase ternaire éthanol/eau/TEOS définit le 

domaine de la miscibilité du TEOS avec l’eau (Figure 18). Le choix du co-solvant (alcools, 

formamide, dimethylformamide, 1,4-dioxane ou tétrahydrofurane) influence non seulement 

l’homogénéité du milieu réactionnel, mais aussi la réactivité des précurseurs de silice.146 

 

 

Figure 18: Diagramme ternaire de phase, du tétraéthylorthosilicate,  de l'éthanol et de l'eau à 25°C.D’après 

Brinker et al.146 
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Le co-solvant influence aussi la forme et la taille des espèces micellaires en solution. Il a 

été démontré que l’augmentation de la quantité d’alcool dans le système TEOS-CTABr-NH4OH à 

température ambiante engendre une transition de la mésophase hexagonale de type MCM-41 vers 

la mésophase cubique (MCM-48) puis vers la mésophase lamellaire (MCM-50). Il a été conclu que 

l’alcool joue le rôle de co-tensioactif et de co-colvant pour former des particules sphériques via un 

changement de mésophase. L’augmentation de la quantité d’alcool modifie le facteur d’empilement 

g du tensioactif (Figure 19).156  

 

 

Figure 19: Diagramme de phase des micelles (tensioactifs-huile-eau). D’après Brinker et al.156  

 

Beaucoup de travaux ont montré que le milieu réactionnel impacte de façon importante la 

taille des MSNP.  

En 1997, Grün et al. furent les premiers à modifier les paramètres de synthèse décrits par 

Stöber et al. et ainsi obtenir des sphères de silice monodisperses sub-micronique de type MCM-41, 

grâce à l’ajout d’un tensioactif cationique (CTAB) et des précurseurs alcoxydes.154,187 Le rapport 

silicate/tensioactif, la longueur de la chaine alkyle et la concentration en ammoniac sont modulés 

pour ainsi former des particules de 400 à 1 µm. 

Le diamètre des nanoparticules mésoporeuses de silice peut varier en modifiant la 

température sur une gamme de 20 à 80°C. Ce procédé a été validé par l’équipe de recherche de J. 

Rathousky.188 Dans les travaux décrits par Yamada et al., le diamètre des nanoparticules est varié 

en modifiant le ratio TEOS/TEA comme validé par Thomas Bein.189 Le groupe d’Ostafin a réussi 
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à contrôler l’augmentation des tailles de nanoparticules de 65 à 740 nm, en jouant sur la dilution 

du milieu réactionnel ou/et sur la concentration en précurseur.158  

Fowler et al. ont développé une stratégie similaire avec un procédé de dilution du volume 

réactionnel puis sa neutralisation rapide à différents temps de réaction.190 Dans cette synthèse, le 

précurseur de silice (TEOS) est dilué en milieu basique avec de la soude et en présence de CTAB. 

Avec la dilution, la croissance des particules est favorisée par rapport à la nucléation. Avec un 

temps de dilution et de neutralisation d’une minute, la taille des particules est de 23 nm par rapport 

à 100 nm au bout de 220 secondes.  

Afin de contrôler la taille de nos nanoparticules, nous avons combiné les travaux d’Ostafin 

et le procédé de synthèse de Thomas Bein.141,158 Nous avons ainsi étudié l’effet de la dilution du 

milieu réactionnel vis à vis de la taille des nanoparticules obtenues via la méthode de Möller et al. 

Cette approche sera décrite dans la partie III. 

 

II.4 Impact de la base 

 

L’équipe de recherche de Werner Stöber utilise un catalyseur basique, l’ammoniac, pour 

obtenir des nanoparticules de silice monodisperses, sphériques avec une taille comprise entre 50 et 

900 nm (Figure 20).154 Dans cette synthèse, l’ammoniac catalyse l’hydrolyse du 

tétraéthylorthosilicate dans un mélange d’alcool et d’eau.  

 

Figure 20: Image de MET des microparticules synthètisées par Stöber et al.154 
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La première synthèse de matériaux (2D) mésoporeux a été réalisée en 1990 par une équipe 

japonaise dirigée par K. Kuroda. Dans ces travaux, le matériel mésoporeux a été synthétisé avec 

de l’hydroxyde de sodium ou NaOH, du TEOS et du chlorure d’alkyltriméthylammonium. Ce 

matériau mésoporeux possède une surface spécifique de 900 m2/g. 

Cai et al. utilisent comme catalyseur de l’ammoniac ou de la soude pour moduler la 

morphologie des particules.157 Les nanoparticules de silice de type MCM-41 sont obtenues avec 

une concentration faible en CTAB et TEOS dans un milieu réactionnel basique contenant de 

l’hydroxyde de sodium. Ces nanoparticules sont sphériques et possèdent une taille de 110 nm. En 

variant la teneur en solvant et en remplaçant le NaOH par de l’ammoniac, une structure de silice 

micrométrique en forme de bâtonnet est obtenue avec une taille de 300 à 600 nm de largeur et 1 

µm de longueur (Figure 21).    

 

 

Figure 21: Images de MET des MSNP de type MCM-41 et des bâtonnets de silice micrométriques obtenues 

par Cai et al.191 
 

 

En 2007, Möller et al. ont utilisé comme base de la triéthanolamine.141 La TEA est non 

seulement une base, mais elle forme avec le TEOS un complexe silatrane. Le composé silatrane 

permet de réguler la cinétique de réaction de condensation pour qu’elle ne soit pas trop élevée. 

Cette méthode de synthèse est la base de notre travail pour la synthèse des nanoparticules 

mésoporeuses de silice monodisperses et d’une taille comprise entre 50 et 100 nm en modulant le 

rapport TEOS/TEA. La porosité de la matrice silicatée a une forme vermiculaire très proche de la 

MCM-41 (Figure 22). Cette méthode est décrite en détail dans la partie III.  
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Figure 22: Images de MET des MSNP avec des ratio variables de TEOS/TEA obtenues par Möller et al.141 

 

La base et la voie de synthèse utilisées impactent directement la taille des nanoparticules 

mésoporeuses de silice ainsi que la structure poreuse. Les différentes méthodes de synthèse des 

MSNP en milieu basique sont décrites dans le tableau ci-dessous (Tableau 5). Lorsque la nature du 

catalyseur basique est modulée, cela induit une modification structurale de la nanoparticule de 

silice par rapport de leur taille (20 nm à 2 µm) et de la structure ordonnée de la matrice (MCM-41 

en nid d’abeille (ordonné et hexagonal) ou en trou de ver (désordonné)). 
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Tableau 5: Tableau récapitulatif des synthèses des MSNP. D'après Lin et al.60,141,158,190–199 
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II.5 Fonctionnalisation des MSNP 

 

Une étape de fonctionnalisation de surface des MSNP est souvent requise pour permettre 

l’application biomédicale des MSNP. Ce greffage de surface peut se faire de manière covalente 

pendant ou après la synthèse colloïdale des particules.  

 

II.5.1 Greffage post-synthèse  

 

Cette technique consiste à greffer de manière covalente une molécule organique sur les 

groupements silanols présents majoritairement à la surface de la NP de silice. Cette 

fonctionnalisation est basée sur l’emploi des organosilanes Rn-SiX4-n (X = Cl ou groupe alcoxy). 

Le groupe organique R est lié chimiquement au silicium via une liaison Si-C non hydrolysable. 

Différents groupements organiques R peuvent être greffés sur la NP de silice si les conditions 

de fonctionnalisation n’induisent pas leur dégradation ou une diminution de leur réactivité. Les 

groupements organiques R les plus communément greffés sont les fonctions alkyl (-CH3, -CH2-

CH3), amino (-NH2), cyano (-CN) et mercapto (-SH).200,201 Ce type de fonctionnalisation des NP 

de silice est commercialement disponible avec un bon contrôle de la taille et de la dispersion des 

NP.  

Certains groupements R sont réactifs et les organosilanes dérivés servent d’agents de 

couplage pour l’ancrage covalent d’autres entités.  

L’avantage du greffage post-synthèse est que la fonctionnalisation se situe en surface du 

matériau, qu’elle ne détériore pas la mésostructure, et qu’il est possible de fonctionnaliser avec 

différents organosilanes. La disponibilité des pores et des canaux poreux peut être réduite par cette 

méthode de greffage.  

Cette méthode de fonctionnalisation nécessite un choix judicieux du solvant afin de 

privilégier le greffage silice-organosilane plutôt que la condensation organosilane-

organosilane.200,202  

La méthode post-synthèse peut aussi consister à imprégner la porosité par une entité 

encapsulée sans greffage covalent. Cette méthode a été utilisée pour encapsuler les agents actifs 

dans la porosité des MSNP (Voir partie IV.2).  
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II.5.2 Fonctionnalisation in situ par co-condensation  

 

Une autre méthode de fonctionnalisation est possible par co-condensation et de manière in 

situ. Le greffage se fait par la co-condensation entre le précurseur de silice et un organosilane en 

présence de l’agent structurant. Le greffage du groupement organique se fait de manière covalente 

à la surface de la silice et directement pendant le processus d’hydrolyse-condensation du réseau de 

silice.203,204   

Contrairement au greffage post-synthèse, cette méthode directe permet une répartition plus 

homogène des groupements organiques à la surface de la silice, comparée à une méthode post-

synthétique. Le taux de recouvrement de la silice par l’organosilane dépend du rapport molaire 

précurseur de silice/organosilane.205 La qualité de la mésostructure peut être altérée si ce taux de 

fonctionnalisation organique est trop élevé.206 

Ce procédé permet de maintenir une bonne mésostructure, d’avoir une distribution uniforme 

des groupements organiques et un taux de chargement du vecteur non altéré.  

 

II.6 Extraction de l’agent structurant 

  

L’extraction totale de l’agent structurant, le CTACl dans le cadre de notre travail, est 

primordiale pour libérer le volume poreux et permettre une caractérisation physico-chimique 

efficace des nanoparticules de silice et les applications biomédicales de délivrance de principes 

actifs.  

En effet, si l’extraction du tensioactif est efficace, le volume poreux de la NP de silice est 

ainsi disponible pour y incorporer des molécules actives (principe actif, agents de contraste etc…). 

De plus, le CTACl est un agent porogène très cytotoxique et il est obligatoire de l’extraire dans son 

intégralité pour rendre possible une application biomédicale des MSNP.  

De nombreuses méthodes sont décrites dans la littérature pour l’extraction du tensioactif. La 

méthode utilisée dépend du type d’interactions entre la phase organique du tensioactif et la phase 

inorganique de la silice mais aussi du changement des propriétés physico-chimiques du matériau. 

Ces changements drastiques ont un impact possible dans la structure même de la matrice de silice 

et peuvent altérer la quantité de fonctions silanols en surface selon la méthode d’extraction utilisée.  

Pour les MSNP de type MCM-41, la méthode d’extraction du tensioactif la plus utilisée est 

la calcination à 600°C.157,188 Elle permet d’extraire la totalité du tensioactif de manière efficace, 

simple, et rapide. La calcination peut engendrer des changements dans les propriétés physico-

chimiques des nanomatériaux comme :  
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• la destruction des fonctions silanols en surface de la silice, 

• la destruction de toutes les fonctions organiques introduites pendant la synthèse de la 

silice,  

• l’agrégation des nanoparticules entre elles qui engendre leur non redispersion en 

solution.  

Dans la littérature scientifique, beaucoup de méthodes d’extraction ont été développées pour 

ainsi contrer les inconvénients de la calcination et pour rendre possible l’application biomédicale 

des MSNP. Les méthodes comme la dialyse, les ultrasons, l’irradiation aux micro-ondes, la 

calcination en voie liquide, les extractions acide ou basique par solvants sont les plus 

communes.104,141,198  

 

III. Résultats : synthèse des MSNP  
 

III.1 Principes fondammentaux 

 

La synthèse de nos nanoparticules de silice s’inspire des travaux décrits par Möller et al., par 

la voie « silatrane ».141 En 2007, le groupe de Thomas Bein décrit une synthèse qui utilise de la 

triéthanolamine (TEA) en substitution de la soude ou de l’ammoniac afin d’obtenir des MSNP peu 

agrégées. Les MSNP obtenues via la route des silatranes sont constituées d’une matrice 

mésoporeuse de silice proche de la matrice MCM-41, cependant les pores y sont moins organisés. 

Leur structure est qualifiée de type « wormhole » ou trou de ver, par opposition à la structure en 

nid d’abeilles ordonnée caractéristique de la matrice MCM-41. 

 

Le but de cette synthèse est d’obtenir des particules mésoporeuses de silice de taille 

nanomètrique, colloïdalement stables, monodisperses, et sphériques. L’agent structurant de cette 

synthèse est le tensioactif cationique CTACl. Le précurseur de silice utilisé est le TEOS. Le 

catalyseur basique communément utilisé, la soude (NaOH), est remplacé par le polyalcool TEA. 

La condensation du précurseur de silice sera dépendante des propriétés de chélation du TEA. En 

combinant une température contrôlée, un temps de réaction spécifique et un ratio modulé de 

TEOS/TEA, on obtient des nanoparticules monodisperses avec une taille allant de 45 à 150 nm, 

avec une grande surface spécifique et un grand volume de pores. Les auteurs affirment que le 

remplacement de la soude par le TEA est crucial pour obtenir une particule monodisperse (non 

agrégés) et une taille inférieure à 100 nm.  
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Dans cette synthèse colloïdale, un composé de type silatrane est formé via la réaction entre 

le TEA et le TEOS. Le composé silatrane joue le rôle de précurseur (et non le précurseur TEOS 

comme vu dans la plupart des publications de MSNP de type MCM-41). Les silatranes 

s’hydrolysent beaucoup plus lentement et à une température plus élevée que les alcoxydes non 

traités. La cinétique de la réaction d’hydrolyse des silatranes est connue pour être plus faible que 

celle des alcoxydes (TEOS) du fait de l’encombrement stérique autour de l’atome de silicium du 

composé silatrane. Cela va entrainer un ralentissement de la formation de nuclei permettant une 

coalescence mieux contrôlée. 

 

Le composé TEA est très utilisé comme agent émulsifiant dans l’industrie cosmétique. Il est 

suggéré dans les travaux de Thomas Bein que le TEA agit comme agent complexant pour les 

espèces silicatées et, en plus, comme un agent d’encapsulation des silatranes / TEOS (hydrophobes) 

confinant ainsi la croissance et la formation d'agrégats des nuclei dans un microréacteur. 

Cependant, ce mécanisme n’est pas clairement démontré dans la littérature.  

 

Le même protocole expérimental de Möller et al. a été suivi, ce protocole expérimental des 

MSNP est décrit dans l’annexe 1. 

 

III.2 Fonctionnalisation sélective par l’APTES 

 

Pour que les nanoparticules mésoporeuses de silice soient utilisées comme nanovecteur pour 

une application biomédicale, il est nécessaire de fonctionnaliser le réseau silicaté pour créer un 

pont d’ancrage pour d’autres fonctionnalisations organiques. La méthode de fonctionnalisation doit 

être choisie pour ainsi contrôler le taux de fonctionnalisation, de conserver le réseau mésoporeux, 

et de ne pas altérer la capacité de chargement. La méthode utilisée est une fonctionnalisation in situ 

améliorée pour avoir un meilleur taux de greffage. L’avantage de cette méthode est d’avoir une 

répartition homogène du groupement organique greffé et une meilleure dispersion des 

nanoparticules contrairement au greffage post-synthèse.  

Les MSNP ont été synthétisées via la route des silatranes. Dans cette synthèse colloïdale, 

nous avons introduit un groupement organique aminé d’après la méthode de Bein.207 Ce 

groupement organique est le (3-Aminopropyl)triéthoxysilane (APTES) qui est rajouté durant le 

processus d’hydrolyse-condensation du composé silatrane. L’agent structurant CTACl occupant 

les pores permet de restreindre cette fonctionnalisation à la surface des nanoparticules.208 

Cependant, la diffusion d’une certaine quantité d’APTES dans les pores ne peut pas être 
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complètement exclue, ce qui pourrait entraîner un gradient du groupement organique aminé dans 

la structure poreuse.207–209 

Dans le cadre de ces travaux de thèse, la fonctionnalisation par le groupement organique 

APTES a été inspirée par les travaux de Kecht et al.207  

Les MSNP sont été synthétisées via la route des silatranes.141 Nous avons introduit un 

groupement organique aminé au bout de 20 minutes de réaction de synthèse. Le protocole 

expérimental des MSNP aminées (MSNP+) est décrit dans l’annexe 1. 

La quantité massique d’APTES incorporée dans notre synthèse des MSNP est 10 fois plus 

importante que la quantité décrite par Thomas Bein.207,208 L’augmentation de la quantité d’APTES 

permet de densifier la quantité des groupements NH3
+ à la surface de la NP. La fonctionnalisation 

par l’APTES se fait lors de la synthèse, permettant une fonctionnalisation sélective en surface de 

la NP par la présence des molécules de CTACl à l’intérieur des pores. La nanoparticule ainsi créée 

a révélé des propriétés physico-chimiques plus pertinentes avec une fonctionnalisation asymétrique 

de l’APTES. Cette approche innovante a été brevetée dans le cadre de notre travail. Ce brevet porte 

le nom de « Highly aminated self-assembling functionalized mesoporous silica nanoparticles 

and method of synthesis » et le numéro international de publication suivant : WO 2017/013182 

A1.210  

 

Le protocole expérimental de synthèse des MSNP aminées (MSNP+) est décrit dans l’annexe 

1 et nos résultats sont décrits ci-après. L’agent structurant CTACl est éliminé du réseau mésoporeux 

par la méthode d’extraction acide décrite ci-dessous.  

 

III.3 Caractérisations physico-chimiques des MSNP 

  

III.3.1 Extraction du tensioactif  

 

Dans un premier temps, il faut extraire le tensioactif CTACl de l’intérieur de la matrice 

silicatée pour ainsi permettre une caractérisation physico-chimique pertinente des MSNP 

synthétisées. 

Au cours de ces travaux de thèse, l’optimisation du procédé de purification des MSNP a été 

requise pour extraire de manière efficace le CTACl sans altérer les fonctions silanol et propyl-

amine présentes en surface du réseau de silice. Plusieurs méthodes ont été investiguées. 

Une extraction par nitrate d’ammonium NH4NO3 a été étudiée pour retirer le tensioactif des 

MSNP en chauffant à 60°C pendant 10 heures dans un bain à ultra-sons. Cette méthode a été 
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développée par Möller et al.141 Le nitrate d’ammonium a été choisi pour ne pas dégrader les agents 

encapsulés dans le réseau silicaté comme par exemple des particules d’oxyde de fer et pour 

préserver les fonctions organiques de surface. Cette méthode ne s’est pas avérée efficace et 

provoque une agrégation inter-particulaire. Les NP se retrouvent engluées dans le CTACl (Figure 

23 A).  

 

 

Figure 23:(A) Image de MEB des MSNP purifiées par le procédé d’extraction du nitrate d’ammonium 

montrant la présence du CTACl autour des NP et de l’agrégation inter-particulaire.  (B) Image de MEB des 

MSNP purifiées par le procédé de dialyse acide. Echelle : 200nm. 
 

 

La seconde méthode testée est une extraction du CTACl par dialyse acide dans un mélange 

acide acétique/éthanol/eau. Ce procédé d’extraction est décrit par Urata et al.198 Les particules sont 

transférées dans une membrane de dialyse composée de cellulose d’un poids moléculaire de 15 

kDa, qui favorise l’échange ionique entre l’acide acétique et le CTACl. Pour que l’échange ionique 

soit le plus efficace possible, le milieu de dialyse est changé tous les jours pendant sept jours. Cette 

méthode de lavage n’est cependant pas efficace : les particules ont tendance à s’agréger entre elles 

et forment une solution gélifiée, ce qui ne permet pas le retrait total du tensioactif. Il est cependant 

possible de casser et de redisperser ce gel via l’utilisation d’un bain à ultrasons (Figure 23 B).  

 

Pour extraire de manière efficace le tensioactif CTACl, les méthodes d’extraction de dialyse 

acide et d’extraction acide par centrifugation ont dû être combinées.104,198 Après le procédé de 

dialyse acide pendant sept jours, les NP ont été lavées dans un mélange d’acide chlorhydrique 

(HCl), d’éthanol et d’eau dans un bain à ultrasons pendant 2 heures. Ce procédé de lavage a été 

réalisé 5 fois pour ainsi retirer de manière efficace la couche de tensioactif sur les nanoparticules 

(Figure 24). L’extraction acide par centrifugation, même si plus fastidieuse, permet de ne pas 

agréger les nanoparticules entre elles et de ne pas dégrader la matrice de silice. 

Le procédé expérimental de l’extraction du tensioactif est décrit dans l’annexe 1. 
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Figure 24: Image de MEB des MSNP dispersées dans l’eau validant l’efficacité d’extraction par la 

combinaison de la dialyse acide et de l’extraction par HCl. Echelle : 200 nm. 

 
 

L’efficacité d’extraction du tensioactif peut être suivie par la spectroscopie infrarouge à 

transformée de Fourier ou spectroscopie FT-IR (Figure 25). Les bandes les plus intenses des MSNP 

avant et après l’extraction du tensioactif CTACl ont été suivies, afin de confirmer le retrait du 

tensioactif. Un pic très caractéristique de la présence du CTACl sous forme cristalline apparaît à 

1470 cm-1 et correspond la bande d’élongation des C-H de la chaine hydrocarbonée. Après la 

dialyse acide, cette bande est toujours visible. La disparition du pic à 1470 cm-1 ne sera effective 

qu’après les deux cycles d’extraction de la dialyse et des bains acides. Les pics entre 2830 et 2970 

cm-1 sont des bandes de vibration caractéristique de l’élongation symétrique ou asymétrique des 

liaisons C-H des groupements CH2 du CTACl. Ces deux pics spécifiques au CTACl disparaissent 

au fur et à mesure que l’extraction du tensioactif est totale. En concordance avec la diminution de 

la quantité de tensioactif par la disparition du pic à 1470 cm-1, nous observons une forte 

augmentation de l’intensité du pic à 1630 cm-1, caractéristique de la vibration d’élongation de l’eau. 

Cette bande de vibration est attribuée à la présence des fonctions silanol à la surface des MSNP+, 

qui confère une meilleure hydrophilie à la NP. Ces résultats confirment l’efficacité de l’extraction 

du tensioactif. 
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Figure 25: Spectre FT-IR. (A) Spectre du tensioactif CTACl, (B) Spectre des MSNP+ après la synthèse 

colloïdale avant l’extraction du tensioactif. (C) Spectre des MSNP+ après le procédé de dialyse acide. (D) 

Spectre des MSNP+ après le procédé d’extraction de la dialyse acide et de l’extraction par HCl. 
 

 

III.3.2 Microscopie électronique à balayage et à transmission  

 

Après avoir extrait de manière efficace le tensioactif CTACl, la microscopie électronique à 

balayage a permis d’obtenir des images des NP en 3D. Cette technique de microscopie permet de 

vérifier la taille, la morphologie, et la distribution de taille des NP après l’extraction de l’agent 

structurant. Les MSNP et MSNP+ observées sont parfaitement sphériques, monodisperses, 

individualisées, poreuses et présentent un diamètre moyen de 53 ± 6 nm et de 50,9 ± 3,6 nm (Figure 

26).  
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Figure 26: Images de MEB des (A) MSNP avec une taille de 53 ± 6 nm et (B) MSNP+ avec une taille de 

50.9 ± 3.6 nm. Echelle : 50 nm. 

 

La microcopie électronique à transmission (MET) avec sa résolution au dixième de 

nanomètre permet d’obtenir une image en coupe transversale de l’échantillon. La MET permet 

d’apporter des informations concrètes sur l’aspect général des particules, leur morphologie, leur 

porosité, et leur structure. Les images des MSNP et MSNP+ ne sont pas organisées de manière 

hexagonale comme les MSNP de type MCM-41 (Figure 27). Elles possèdent une structure 

sphérique avec des contours légèrement irréguliers. La matrice de silice est organisée en trou de 

ver de type vermiculaire ou « wormhole ».  

 

 

Figure 27: Images de MET des (A) MSNP et (B) MSNP+. Echelle : 50 nm. 
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La fonctionnalisation asymétrique avec l’APTES in situ n’a pas eu d’effets sur la 

morphologie et la taille des nanoparticules, validé par les images de MEB et de MET. La 

fonctionnalisation d’un organosilane hydrophile comme l’APTES n’induit donc pas de 

modifications morphologiques et nanométriques des particules, comme suggéré dans la 

littérature.141,207,208  

Le protocole de préparation des échantillons MSNP et MSNP+ pour l’imagerie MEB et MET 

est décrit dans l’annexe 1.   

 

III.3.3 Diffusion dynamique de la lumière (DDL) et zêtamétrie  

 

La diffusion dynamique de la lumière (DDL) permet de déterminer la taille et la 

polydispersité des particules dans une suspension. Cette technique est basée sur le mouvement 

brownien des particules et de la diffusion d’un faisceau de laser. Les particules possédant une 

grande taille se déplacent plus lentement, alors que les particules de plus petites tailles se déplacent 

plus rapidement. Le protocole de préparation des échantillons MSNP et MSNP+ pour l’analyse de 

leur diamètre hydrodynamique par Nanoparticles Tracking Analyse (NTA) est décrit dans l’annexe 

1. L’analyse par NTA révèle un seul pic de population centré à 68nm avec une déviation standard 

de 36 nm avec une faible agrégation des nanoparticules, validée par le pic étroit et symétrique 

(Figure 28). Un pic non significatif est observé à 250 nm, provenant éventuellement d’une impureté 

dans la solution analysée. L’introduction du composé APTES dans la matrice de silice a induit une 

augmentation du diamètre hydrodynamique moyen, due à une diminution de la stabilité colloïdale 

des particules (Taille moyenne : 123 ± 42 nm, Figure 28). Le pic asymétrique de la population 

particulaire est centré à 99 nm avec une déviation standard de 42 nm. 

 

Figure 28 : Diamètres hydrodynamiques après extraction du tensioactif des particules de silice par NTA 

(A) des MSNP et (B) des MSNP+ dans l’eau milliQ. 
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III.3.4 Porosimétrie par adsorption et désorption de gaz 

 

En 1938, le procédé utilisant l’adsorption physique de gaz à basse température est décrit dans 

les travaux de Brunauer, Emmett, et Teller (BET). Les mesures ont été réalisées à l’université de 

Strasbourg, à l’Institut de chimie et procédés pour l’énergie, l’environnement, et la santé (ICPEES). 

Le protocole de préparation de l’échantillon MSNP est décrit dans l’annexe 1. Les isothermes 

d’adsorption-désorption donnent des informations sur la texture de l’adsorbant, avec la surface 

spécifique et la distribution de taille des pores. Les particules mésoporeuses de silice de type MCM-

41 se caractérisent généralement par une isotherme d’adsorption et de désorption de type IV d’après 

la classification IUPAC (décrite dans l’annexe 1). La méthode « BJH » du nom Barett, Joyner, et 

Halenda permet de déterminer la taille et la répartition des pores en traçant la courbe dV/dDp en 

fonction de D (V est le volume des pores et D le diamètre des pores). Les isothermes nous informent 

sur la présence de mésopores avec des pressions relatives allant de 0,2 à 0,9.  

Les MSNP possèdent une distribution de taille étroite, qui est validée par l’absence 

d’hystérésis sur l’isotherme de type IV. La distribution du diamètre des pores révèle une taille 

moyenne de 2,84 nm, un volume poreux de 0,61 cm3/g, et une surface spécifique élevée de 935 

m2/g (Figure 29). Ces valeurs sont conformes aux travaux de la littérature.141  

 

 

Figure 29: (A) Courbe d’adsorption et de désorption de gaz BET des MSNP. (B) Courbe représentant la 

distribution poreuse à la désorption des MSNP. 
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III.3.5 Diffraction des rayons X  

 

Le diffractogramme de rayons X (DRX) d’un matériau mésoporeux possède un nombre de 

raies de diffraction variable selon l’organisation structurale du matériau et la qualité de l’appareil. 

Dans le cas des particules de silice de type MCM-41 bien cristallines, 4 raies sont généralement 

observées correspondant aux plans (100), (110), (200) et (210) à des angles 2θ compris entre 1.8 et 

5°.  

Le diffractogramme de DRX à petits angles des MSNP et MSNP+ présente une raie de 

diffraction à un pic à 2θ = 1,80 (Figure 30). La présence de cette seule raie et l’absence d’autres 

pics comme (110) et (200), habituellement présentes pour les nanoparticules de silice de type 

MCM-41, nous confirme une structure de type « wormhole » moins bien organisée. Ce pic montre 

qu’un motif se répète dans nos matériaux et que ces motifs sont séparés d’une distance de Bragg 

correspondant à cet angle de diffraction θ= 0,9°. Ces motifs pourraient être les pores monodisperses 

en taille dans nos particules. Cette raie de type (100) correspondrait alors à la distance 

caractéristique entre deux pores voisins dans la particule, la distance cœur à cœur. Cette distance 

cœur à cœur est la somme du diamètre d’un pore et de l’épaisseur du mur de silice qui le sépare de 

ses voisins. Sans structure poreuse cristalline, la distribution de cette distance est suffisamment 

étroite pour générer ce pic de corrélation caractéristique.  

La distance moyenne caractéristique de cette raie de type (100) peut être calculée par la 

relation de Bragg. D’après la formule (2) :  

 

(2) 2. 𝑑. 𝑠𝑖𝑛𝜃 =  𝜆              avec λCu = 1.5418 Å (Raie Kα du cuivre) 

 

Pour θ = 0,9°, nous obtenons une taille caractéristique de 4,9 nm. Le diamètre moyen des 

pores ayant été calculé à 2,8 nm par adsorption de gaz, il en résulte une épaisseur moyenne de murs 

entre les pores de 2,1 nm. 
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Figure 30: Diffractogramme de DRX des MSNP et MSNP+. 

 

 

III.4 Contrôle de la taille par dilution du milieu réactionnel 

 

III.4.1 Démarche expérimentale 

 

Afin de contrôler la taille des nanoparticules, une nouvelle méthode a été étudiée en 

s’inspirant des travaux d’Ostafin.158 Ainsi, l’effet de la dilution du milieu réactionnel de la synthèse 

des MSNP sur la taille des nanoparticules a été étudié.141 

Pour former des MSNP de plus petites tailles, le même procédé de synthèse des MSNP de 55 

nm est utilisé avec des concentrations de réactifs divisées par un facteur 2. 
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Une solution stock a été préparée en mélangeant les différents réactifs ci-dessous pendant 10 

minutes sous Argon à l’aide du système Carrousel de chez Radleys Tech®: 

- 27,5 mL (1,52 mol) d’eau milliQ 

- 4,46 mL (76,4 mmol) d’éthanol absolu 

- 2,23 mL (1,7 mmol) de CTACl à 25% 

Ensuite 1,78 mL (13,4 mmol) de TEA est ajouté et mélangé à la solution stock jusqu’à sa 

complète dissolution.  

La solution stock est chauffée à 60°C, puis 1,454 mL (6,5 mmol) de TEOS sont ajoutés goutte 

à goutte pendant 2-3 min.  

La réaction est mise sous agitation à 60°C pendant 2 h sous Argon.  

Le ratio molaire de la synthèse est : TEOS/CTACl/TEA/H2O/EtOH = 1/0,26/2/234,7/11,76.  

 

III.4.2 Résultats expérimentaux 

 

Au cours de ce travail de thèse, des particules de diamètres inférieurs à 50 nm ont pu être 

préparées. En effet, la réaction de condensation du précurseur de silice est ralentie, induisant une 

meilleure dispersion colloïdale des noyaux particulaires. La coalescence entre les particules va être 

contrôlée et diminuée pour ainsi former des nanoparticules de plus petits diamètres. Le protocole 

de préparation des échantillons MSNP de 35 nm pour chaque analyse physique est décrit dans 

l’annexe 1. 

 

Figure 31: (A-B). Images de MEB des MSNP de 35 nm ; (C) image de MET des MSNP de 35 nm. Barre 
d'échelle = 35 nm. 

 

 

Les MSNP observées sont parfaitement sphériques, monodisperses, non-agrégées, poreuses 

et présentent un diamètre moyen de 36 ± 5 nm. Les images de MET démontrent bien que les MSNP 

de 36 nm présentent la même structure mésoporeuse que les MSNP de 55 nm (Figure 31). Ces NP 
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possèdent la même structure sphérique avec des contours irréguliers et un réseau silicaté en forme 

de trou de ver. Des mesures de diffusion de la lumière révèlent un seul pic symétrique de population 

avec une légère agrégation avec un diamètre hydrodynamique moyen de 90 ± 51 nm. La diminution 

du diamètre des nanoparticules n’impacte pas la monodispersité et l’état non agrégé des MSNP 

(Figure 32). Le pic à 280 nm semble être un artéfact de mesure lié à une impureté dans la solution 

analysée. 

 

Figure 32: Diamètre hydrodynamique des MSNP de 35 nm. 

 

Les isothermes d’adsorption-désorption traduisent une structure mésoporeuse avec un 

isotherme de type IV. Les MSNP possèdent une distribution de taille étroite, qui est validée par 

l’absence d’hystérésis sur l’isotherme. La distribution du diamètre des pores révèle une taille de 

2,81 nm, un volume poreux de 0,61 cm3/g et une surface spécifique élevée de 930 m2/g (Figure 

33). Contre toutes attentes, les valeurs sont similaires à celles obtenues pour les MSNP 55 nm. La 

diminution en taille de 20 nm des nanoparticules ne semblent pas induire une modification 

structurale sur la matrice de silice. 
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Figure 33: (A) Spectre du volume d’azote adsorbé en fonction de la pression relative ; et (B) Distribution 

de la taille des pores en volume de MSNP de 35 nm. 

 
 

Les MSNP de 35 nm ont été fonctionnalisées in situ par le APTES comme décrit 

précédemment, afin d’obtenir une fonctionnalisation asymétrique en surface des particules et ainsi 

former les MSNP+ de 35 nm. Ces particules possèdent une taille de 37 ± 8 nm en MET et un 

diamètre hydrodynamique centré à 147 nm avec une déviation standard de 80 nm (Figure 34). Deux 

autres pics de population sont identifiés et centrés à 280 et 420 nm. En effet, les particules MSNP+ 

perdent de leur stabilité colloïdale et ont tendance à s’agréger entre elles avec la présence du 

recouvrement aminé.  

 

 

Figure 34:(A) Image de MET avec une taille de 37 ± 8 nm. Barre d'échelle = 100 nm, (B) Diamètre 

hydrodynamique des MSNP+ par NTA. 
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III.5 Agrandissement de la taille des pores  

 

III.5.1 Démarche expérimentale 

 

Le composé borohydrure de sodium est mis en réaction avec les nanoparticules mésoporeuses 

de silice dépourvues de tensioactif pour ainsi augmenter la taille des pores des particules.185,186 De 

par son mécanisme d’action, le NaBH4 a pour effet de fusionner les pores en structures plus larges, 

la rugosité de surface est elle aussi fortement augmentée. L’augmentation de la taille des pores des 

MSNP pourrait favoriser une meilleure encapsulation. La méthode décrite ci-dessous a été étudiée 

en s’inspirant de la littérature. 185,186 

 

Une quantité de NaBH4 d’environ 700 mg est dissous préalablement dans 10 mL d’eau 

milliQ. Ce mélange est disposé dans un bain de glace pour contrôler la vitesse de réaction. Les 

nanoparticules mésoporeuses de silice d’une masse de 100 mg sont préalablement ultrasoniquées 

dans 2 mL d’eau milliQ pendant 3 minutes en pulse 10 s/10 s pour permettre leur redispersion. Le 

mélange composé de NaBH4 et des MSNP est mis sous agitation magnétique et laissé à l’air libre 

pour permettre le dégagement du dihydrogène. La neutralisation du milieu réactionnel par de 

l’acide acétique permet d’arrêter la réaction chimique. Une purification des NP par centrifugation 

est nécessaire pour retirer le composé NaBH4 et l’acide acétique. 

 

III.5.2 Résultats expérimentaux 

 

L’augmentation de la porosité des particules sphériques est validée par les images de MEB 

(Figure 35). 

 

 

Figure 35: Images de MEB (A) des MNSP et (B) des MSNP après 25 minutes de temps de réaction avec le 

composé NaBH4. Echelle : 50 nm. 
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L’accroissement de la taille des pores est également confirmé par les images de MET 

(Figure 36). De plus, une augmentation de la porosité est observée.  

 

 

Figure 36:Images de MET (A) des MNSP et (B) des MSNP après 25 minutes de temps de réaction avec le 

composé NaBH4. Echelle : 20 nm. 
 

 

Après 33 minutes de réaction en contact avec NaBH4, les nanoparticules mésoporeuses de 

silice sont dégradées et forment un réseau filamenteux de résidus de particules (Figure 37). Le 

mécanisme du NaBH4 faisant l’hypothèse d’une fusion des pores en structures plus larges via 

l’hydrolyse des liaisons Si-O-Si est plausible. Lorsque le temps de contact du NaBH4 avec les 

particules est trop élevé, les NP tendent à perdre leur structure mésoporeuse due à l’hydrolyse 

massive des liaisons Si-O-Si. Ce phénomène engendre une perte de la mésostructure des NP, 

résultant en un réseau de fragments réagglomérés de nanoparticules poreuses. Cette réaction est 

neutralisée par l’ajout de l’acide acétique, qui peut induire un phénomène de recondensation de la 

silice.  
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Figure 37:Images de MEB des MNSP après 33 minutes de temps de réaction avec le composé NaBH4. 
Echelle : 200 nm. 

 
 

Ces MSNP avec des pores agrandis possèdent les mêmes propriétés structurales validées par 

l’isotherme de type IV que les MSNP d’une taille de 55 et 35 nm. En effet, la distribution du 

diamètre des pores révèle une taille de 3,1 nm, un volume poreux de 0,55 cm3/g et une surface 

spécifique élevée de 900 m2/g (Figure 38). Une légère diminution de la surface spécifique est 

observée, ce qui peut se traduire par une diminution de l’adsorption en volume d’azote de la NP 

induite par une dégradation en surface de la matrice silicatée par le NaBH4. Avec l’agrandissement 

des pores des NP, une diminution du volume poreux est observée et n’est pas cohérente avec les 

résultats précédents. 

 

  

Figure 38:(A) Spectre du volume d’azote adsorbé en fonction de la pression relative, et (B) Distribution de 

la taille des pores en volume de MSNP en contact avec NaBH4. 
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Les mesures d’adsorption-désorption ont donné des résultats similaires pour les différents 

types structuraux des MSNP, avec une taille de particules et une taille de pores modulées (Tableau 

6). Des hypothèses découlent de ces résultats : 

- le modèle BJH n’est peut-être pas adapté à la structure de nos matériaux, et changer avec le 

modèle « Non Local Density Functional Theory (NLDFT) », 

- les mesures ont été réalisées une seule fois sur chaque type de MSNP, il est proposé de faire 

des analyses complémentaires. Une comparaison de valeurs moyennes est nécessaire suite à 

une série de mesures.  

Ces hypothèses suggèrent des investigations complémentaires qui n’ont pas pu être 

effectuées au cours de ce travail de thèse. 

 

Tableau 6 : Tableau récapitulant les valeurs des mesures d’adsorption d’azote permettant de calculer la 
taille des pores, la surface spécifique et le volume poreux. 

 

 MSNP 55 nm MSNP 35 nm 
MSNP 55nm avec pores 

agrandis 

Taille des pores (nm) 2,84 2,81 3,1 

Surface spécifique 

(cm3/g) 
935 930 900 

Volume poreux 

(m2/g) 
0,61 0,61 0,55 

 

 

IV. Étude biologique des nanoparticules mésoporeuses de silice  
 

IV.1 Stabilité colloïdale des MSNP dans les milieux physiologiques 

 

La stabilité colloïdale des MSNP et des MSNP+ à différents pH a été étudiée en suivant le 

diamètre hydrodynamique et le potentiel zêta (Tableau 7).  

 

Le point isoélectrique (PIE) de la silice est pH = 2,2. Le potentiel zêta négatif des MSNP à 

pH > PIE caractérise une charge de surface anionique, confirmant la présence des groupements 

silanols en surface des MSNP. Le diamètre hydrodynamique moyen des MSNP est plus important 

à pH = 7,4 dû à l’écrantage des charges de surface de la NP par la force des ions présents dans la 

solution tampon HEPES.  
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Le point isoélectrique des MSNP fonctionnalisées par un groupement organique APTES a 

été mesuré à PIE = 7. Le recouvrement de la surface des MSNP+ par des fonctions amines n’est 

pas totalement couvrant, car le point isoélectrique des NP n’est pas à pH = 10,4, représentatif de la 

valeur du pKa de l’aminopropylsilane. Le recouvrement incomplet peut être expliqué par la 

présence des groupements silanols en surface des MSNP, caractéristique d’une fonctionnalisation 

asymétrique NH3
+/Si-O-. Le diamètre hydrodynamique des MSNP+ a fortement augmenté à pH = 

7,4. Les particules perdent leur stabilité colloïdale et tendent à s’agréger entre elles, car les 

répulsions électrostatiques sont faibles à pH ~ PIE.211,212 L’agrégation des MSNP+ reste néanmoins 

acceptable pour les tests biologiques de cette étude. 

 

Tableau 7: Diamètre hydrodynamique et potentiel zêta après extraction du tensioactif des MSNP 

et des MSNP+ dans l’eau milliQ, dans le tampon HEPES et dans le milieu de culture. 

 

 

D 

Eau 

milliQ 

(nm) 

ζ 

eau milliQ 

(pH = 5,5) 

in mV 

D 

HEPES 

(nm) 

ζ 

HEPES (pH 

= 7,4) in mV 

D 

Milieu de 

culture 

(nm) 

ζ 

Milieu de 

culture (pH = 

7,4) in mV 

MSNP 81 ± 36 -42.7 ± 6.5 127 ± 71 -16.2 ± 3.2 124 ± 66 -6.56 ± 0.71 

MSNP+ 123 ± 42 +26.47±6.4 187 ± 83 -1.4 ± 2.5 NA -8.31 ± 0.69 

 

Dans le sérum humain, le potentiel zêta des nanoparticules est une valeur proche de -10 mV 

pour tous les types de nanovecteurs en raison de l'adsorption des protéines plasmatiques appelée 

couronne protéique.211 Une forte agrégation des particules entre elles induit une taille supérieure à 

1 μm pour les MSNP+.  

 

IV.2 Capacité d’encapsulation et comportement en milieux physiologiques 

 

Les nanoparticules mésoporeuses de silice sont étudiées en tant que système à délivrance de 

médicaments pour les principes actifs hydrophobes comme par exemple le paclitaxel ou des 

principes actifs hydrophiles tels que la doxorubicine.95,96,99,213–217 La matrice de silice amorphe 

offre une versatilité dans l’incorporation de molécules actives. Le principal défi des nanovecteurs 

reste cependant le contrôle de la libération des molécules ; et en particulier pour les médicaments 

présentant une grande solubilité dans les milieux physiologiques. Ce point bloquant rend difficile 
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la réalisation d’une libération contrôlée et prolongée des médicaments. La cristallisation des 

principes actifs peut contrer cet inconvénient, mais cette méthode spécifique doit être développée 

pour chaque molécule à encapsuler. Le potentiel des MSNP et MSNP+ de confiner et de libérer les 

molécules actives a été étudié en utilisant deux sondes moléculaires, la rhodamine B et la calcéine. 

Ces deux fluorophores ont été choisis comme modèles de médicaments. La quantité d’absorbée en 

rhodamine B ou en calcéine est caractérisée en solution par spectrophotomètrie d’absorption UV-

Visible. Après l’encapsulation des fluorophores dans les nanoparticules de silice, la libération de 

ces molécules fluorescentes est étudiée dans les milieux physiologiques : le tampon HEPES et le 

milieu de culture à différents temps d’incubation : 2h, 4h, 24h, 48h, et 96h à 37,5 °C.  

 

IV.2.1 L’agent fluorescent Rhodamine B 

 

La rhodamine B a été incorporée dans la matrice de silice par adsorption dans de l’eau milliQ 

en laissant incuber toute une nuit. La valeur maximale d’absorbance de la rhodamine est 556 nm. 

La droite d’étalonnage de la Rhodamine B est présentée sur la Figure 39.  

 

 

Figure 39: Droite d'étalonnage de la rhodamine B. 

 

L’absorbance par les MSNP et MSNP+ de la rhodamine B est mesurée à 556 nm. Avec les 

valeurs de densité optique des MSNP et MSNP+ chargées en Rhodamine et l’équation de la droite 

d’étalonnage, nous avons pu déterminer la quantité de rhodamine B présente dans les solutions de 

NP de silice. Les pourcentages d’encapsulation ou « drug loading » (DL, éq. 3) et de l’efficacité 
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d’encapsulation ou « drug encapsulation efficiency » (DEE, éq. 4) sont calculés par les équations 

suivantes : 

  

(3) % 𝑒𝑛𝑐𝑎𝑝𝑠𝑢𝑙𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 =
𝑞𝑢𝑎𝑛𝑡𝑖𝑡é 𝑑′𝑎𝑐𝑡𝑖𝑓𝑒𝑛𝑐𝑎𝑝𝑠𝑢𝑙é 𝑑𝑎𝑛𝑠 𝑙𝑒 𝑛𝑎𝑛𝑜𝑣𝑒𝑐𝑡𝑒𝑢𝑟 𝑒𝑛 𝑚𝑔

𝑞𝑢𝑎𝑛𝑡𝑖𝑡é 𝑑𝑒 𝑛𝑎𝑛𝑜𝑣𝑒𝑐𝑡𝑜𝑟𝑠 𝑒𝑛 𝑚𝑔
 𝑥 100 

 (4) % 𝑒𝑓𝑓𝑖𝑐𝑎𝑐𝑖𝑡é 𝑑′𝑒𝑛𝑐𝑎𝑝𝑠𝑢𝑙𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛

=
𝑞𝑢𝑎𝑛𝑡𝑖𝑡é 𝑑′𝑎𝑐𝑡𝑖𝑓𝑒𝑛𝑐𝑎𝑝𝑠𝑢𝑙é 𝑑𝑎𝑛𝑠 𝑙𝑒 𝑛𝑎𝑛𝑜𝑣𝑒𝑐𝑡𝑒𝑢𝑟 𝑒𝑛 𝑚𝑔

𝑞𝑢𝑎𝑛𝑡𝑖𝑡é 𝑖𝑛𝑖𝑡𝑖𝑎𝑙 𝑑′𝑎𝑐𝑡𝑖𝑓𝑒𝑛 𝑚𝑔
 𝑥 100 

 

D’après ces équations, la capacité de chargement des MSNP est de 20 % pour la rhodamine 

B avec une concentration de 2 mg/mL en NP (Tableau 8). Ce taux de chargement est similaire pour 

les MSNP+, de l’ordre de 25 %. Ce taux d’encapsulation est très prometteur comparé à celui des 

liposomes qui n’excède pas 10 % en DL. L’efficacité d’encapsulation est très satisfaisante, puisque 

pour 2 mg de NP, au moins 0,5 mg de Rhodamine B est encapsulée pour les MSNP et 0,65 mg 

pour les MSNP+. Cette légère différence d’efficacité d’encapsulation peut être expliquée par un 

meilleur confinement moléculaire de la rhodamine B due à la présence des groupements APTES à 

sa surface et dans les pores de la NP.  

 

Tableau 8: Pourcentage d'efficacité d'encapsulation et taux d’encapsulation en rhodamine B pour les MSNP 
et MSNP+. 

 

 

 

La libération de la rhodamine B a été étudiée dans les conditions physiologiques suivantes : 

dans le tampon HEPES (pH = 7,4) et le milieu cellulaire (Avec 10 % de sérum) et à différents 

temps d’incubation : 2h, 4h, 24h, 48h, et 96h à 37,5 °C. Un développement de méthode de 6 mois 

a été nécessaire pour quantifier la libération réelle de nos nanovecteurs dans les milieux 

physiologiques, cette méthode est décrite dans l’annexe 1.  

 
Efficacité d’encapsulation du 

fluorophore en %  

Encapsulation en 

fluoropohore en % 

MSNP 

Rhodamine B 
50 20 

MSNP+ 

Rhodamine B 
65 25 
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D’après les graphes, les MSNP libèrent la totalité de l’agent fluorescent en à peine 2 heures 

d’incubation dans l’HEPES ou dans le milieu de culture (Figure 40). Pour les MSNP+, la libération 

de l’agent actif n’est pas aussi rapide, mais 50 % de la rhodamine B est libéré au bout de 2h et sa 

concentration reste constante jusqu’à 4 jours d’incubation. Dans le milieu de culture, la désorption 

de la rhodamine B est plus importante, 70 % est libéré au bout de deux heures. La désorption de la 

rhodamine B dans le cas des MSNP+ dans l’HEPES ou le milieu de culture est moins élevée 

comparée à la calcéine. Cela peut être expliqué par l’instabilité colloïdale des particules dans 

l’HEPES et le sérum. Comme décrit précédemment, les MNSP+ s’agrègent fortement entre elles, 

induisant une désorption plus modérée de rhodamine B suite à une diminution de disponibilité des 

pores pour le milieu extérieur. 

 

 

 

Figure 40: Profil de libération de la rhodamine B encapsulée dans les MSNP et MSNP+ dans l'HEPES et 
le milieu de culture aux temps d’incubation de 2h et de 96h (n=3). 

 

Les MSNP ne possèdent pas les propriétés structurales pour maintenir la molécule active 

encapsulée dans sa matrice, du fait de leur mésoporosité ouverte. La libération non totale de la 

rhodamine B dans le cas des MSNP+ peut être attribuée à un meilleur confinement moléculaire par 

la présence de la fonctionnalisation APTES et d’une affinité entre les fonctions amine et la 

rhodamine B. Ce meilleur confinement moléculaire peut être attribué aux interactions 
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électrostatiques entre les pores des MSNP+ et la Rhodamine B par la liaison NH3
+/-COO- à pH = 

7,4. Le contrôle positif contenant du triton-X 100 permet de casser les liaisons entre la rhodamine 

B et les NP et induit la désorption totale de l’agent fluorescent en à peine 2 heures. La porosité 

ouverte de nos nanovecteurs vers le milieu ne permet pas de maintenir les molécules actives 

hydrophiles dans la matrice et d’en contrôler leur libération.   

 

IV.2.2 L’agent fluorescent Calcéine 

 

La calcéine a été incorporée dans la matrice de silice par adsorption dans une solution 

aqueuse à pH = 7,4 en laissant incuber toute une nuit. La valeur maximale d’absorbance de la 

calcéine est de 498 nm. La droite d’étalonnage de la calcéine est présentée sur la Figure 41.  

 

Figure 41: Droite d'étalonnage de la calcéine. 

 

L’absorbance des solutions de MSNP et MSNP+ de la calcéine est mesurée à 498 nm selon 

la même méthode qu’avec la rhodamine B. Avec les valeurs de densité optique des MSNP et 

MSNP+ chargées en calcéine et l’équation de la droite d’étalonnage, nous avons pu déterminer la 

quantité de calcéine présente dans les NP de silice. 

 

La capacité de chargement des MSNP et des MSNP+ est identique, de l’ordre de 20 % avec 

une concentration de 2 mg/mL en NP (Tableau 9). Ces valeurs de taux de chargement sont 

prometteuses pour l’utilisation de ces vecteurs en système à délivrance de médicaments. Les 

nanoparticules mésoporeuses de silice peuvent encapsuler des principes actifs avec des log P 

variables, ce que confirment nos résultats. Le taux d’encapsulation est similaire à celle de la 

rhodamine B, donc 0,4 mg de calcéine est encapsulée dans 2 mg de NP.   
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Tableau 9: Pourcentage d'efficacité d'encapsulation et taux d’encapsulation en calcéine pour les MSNP et 

MSNP+. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La libération de la calcéine a été étudiée dans les mêmes conditions physiologiques décrites 

précédemment : dans le tampon HEPES (pH = 7,4) et le milieu cellulaire (Avec 10 % de sérum) et 

à différents temps d’incubation : 2h, 4h, 24h, 48h, et 96h à 37,5 °C. Cette méthode est décrite dans 

l’annexe 1.  

 

 

Figure 42: Profil de libération de la calcéine encapsulée dans les MSNP et MSNP+ dans l'HEPES et le 

milieu de culture aux temps d’incubation de 2h et de 96h (n=3). 

 

 
Efficacité d’encapsulation du 

fluorophore en %  

Encapsulation en 

fluoropohore en % 

MSNP  

calcéine 
53 21 

MSNP+ 

calcéine 
51 20 
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D’après les graphes, les MSNP et les MSNP+ désorbent la totalité de la calcéine en à peine 2 

heures d’incubation dans l’HEPES ou le milieu de culture (Figure 42). La calcéine ne présente 

donc aucune affinité pour la matrice silicatée et aura tendance à diffuser vers le milieu extérieur. 

Les milieux extérieurs d’HEPES ou de milieu de culture induisent une désorption active par la 

présence des compétiteurs ioniques. Cet effet est similaire pour les MSNP+, et avec la présence des 

pores, la libération du fluorophore est totale après 4 jours d’incubation dans l’HEPES et le milieu 

de culture. Dans le cas des MSNP+, la désorption de la calcéine n’est pas totale à 2h dans le milieu 

de culture, ce qui peut être expliqué par l’agrégation très forte des particules entre elles. Cet effet 

est similaire à celui décrit pour les MSNP+ dans le cas de la rhodamine B.  

 

 

IV.3 Propriétés biologique des MSNP 

 

IV.3.1 Impact sur les globules rouges 

 

 

L'administration systémique des systèmes à libération de médicaments à l'échelle 

nanométrique exige leur conformité stricte aux exigences relative à la biosécurité. Par rapport aux 

petites molécules, par exemple pour les médicaments ou des agents de contraste, les propriétés 

physico-chimiques de ces vecteurs peuvent induire des interactions indésirables avec les cellules 

et les composants du sang. La cytotoxicité de nos vecteurs sur les cellules sanguines a donc été 

étudiée dans le contexte d’une potentielle administration de médicaments par voie intraveineuse. 
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Figure 43:Dosage de l'hémolyse sur des globules rouges isolés. (A) Images de surnageants de GR, avec une 

incubation de 0,1 mg/mL de NP de silice avant la centrifugation. Un contrôle négatif avec une solution de 

PBS et un contrôle positif avec de l’eau ; (B) Image après centrifugation (C) Quantification de 
l'hémoglobine libérée exprimée en pourcentage d'hémolyse dans un tampon PBS. La hauteur des colonnes 

correspond aux valeurs moyennes ± SE. La comparaison entre la population fournit *** p < 0,001 (Réalisé 

sur quatre expériences indépendantes) ; (D) Image correspondante de l'aspect des surnageants de GR après 
centrifugation, avec 0,1 mg / mL de NP dans le plasma humain. 

 

Le dosage de l'hémolyse a été utilisé pour évaluer l'influence du NP sur l'intégrité de la 

membrane des globules rouges humains isolés (GR). La perturbation des membranes GR a été 

quantifiée en mesurant la libération de l'hémoglobine, corrélée à l'augmentation de l'absorbance à 

540 nm. Les mesures d'absorbance ont été effectuées dans la gamme des longueurs d'ondes du 

visible, et sur les surnageants obtenus après l’étape de centrifugation (Figure 43). L’altération de 

la membrane plasmique du GR se traduira par la libération de l’hémoglobine dans le surnageant 

après centrifugation. 

 

Dans le tampon PBS, les MSNP induisent un taux élevé d'hémolyse même à des 

concentrations minimales de MSNP (~ 50 % d'hémolyse à 0,1 mg/mL) et atteignant des valeurs 
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équivalentes à celles du contrôle positif dans l'eau avec 100 % d’hémolyse à 1 mg/mL. Ces résultats 

sont conformes à ceux décrits dans la littérature.211 La fonctionnalisation des MSNP par groupes 

amino (MSNP+) a permis de réduire l'effet hémolytique de 20 et 40 % pour des concentrations de 

NP de 0,5 et 1 mg/mL respectivement.  

 

Contrairement aux observations des tests d’hémolyse effectués dans le tampon PBS, les 

MSNP et MSNP+ n’induisent aucune libération d’hémoglobine dans le plasma humain même à une 

concentration de 1 mg/mL de NP. La Figure 43 montre l’absence de la libération d’hémoglobine 

dans les surnageants pour chacun des nanovecteurs, donc les MSNP et MSNP+ n’induisent pas 

d’effet hémolytique. Ce résultat est conforme aux études antérieures publiées par Paula et al., qui 

explique cette absence d’hémolyse comme étant l’effet de la couronne protéique autour des 

nanovecteurs.211 La couronne protéique ou « protein corona » est formée à la suite de l’adsorption 

des protéines plasmatiques sur les particules de silice, induisant une réduction de l’énergie de 

surface des particules, et ce qui entraine une interaction de surface limitée entre les NP et les 

GR.211,218 Cependant, l'absence d'hémolyse ne signifie pas qu'il n'y ait pas d'impact sur les globules 

rouges. L’altération morphologique ou la formation de pics de stress sur la membrane du GR peut 

entraver la déformabilité des globules rouges et donc la biocompatibilité du système. Une analyse 

microscopique par MEB permet d’analyser la morphologie des GR en contact avec les NP. 

 

Lors des tests d’hémolyse, nous avons observé, dans des conditions statiques et avant la 

centrifugation, que les solutions de MSNP et MSNP+ avaient un aspect granulaire, en comparaison 

avec le contrôle négatif à une concentration de particules de 0,1 mg/mL (Figure 44). Par 

conséquent, la visualisation des GR par MEB a permis de mieux comprendre l'impact de NP sur le 

GR.  
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Figure 44: Analyse par MEB des MSNP dans le PBS et le plasma humain à des concentrations de 0.1 mg/mL 
et 1 mg/mL. 

 

Les formes des GR ont été évaluées par microscopie électronique selon la classification de 

morphologiques des GR, avec un érythrocyte ou discocyte se transformant progressivement en 

échynocyte.219,220 Cette analyse morphologique permet de connaitre l’impact des MSNP 

fonctionnalisées ou non sur les globules rouges. La classification des cellules de morphologie 

normale et les cellules de morphologie anormale a été effectuée par comptage manuel des cellules 

via les images de MEB (Figure 44 et Figure 45). L’analyse statistique de cette classification est 

décrite dans l’annexe 1.  

 

 

Figure 45:Analyse par MEB des MSNP+ dans le PBS et le plasma humain à des concentrations de 0.1 

mg/mL et 1 mg/mL. 
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Dans les conditions physiologiques du tampon PBS, les MSNP et MSNP+ en contact avec 

les GR ont induit une forme échinocytaire, même à une concentration faible en NP de 0,1 mg/mL. 

Les globules rouges en contact avec les MSNP+ sont agrégés entre eux et recouverts par une couche 

particulaire à toutes les concentrations de NP. Ce résultat est en accord avec le dosage de 

l’hémolyse, où l’agrégation entre les GR et les MSNP+ est clairement visible dans le PBS. Ce 

recouvrement particulaire des GR est peut-être due à une forte interaction électrostatique entre les 

MSNP+ et le GR ayant une charge de surface négative (-15mV).221 A des concentrations élevées 

de NP, les MSNP provoquent une forte déformation de la membrane des GR, mais sans induire 

une agrégation entre les GR et des NP. Les MSNP possèdent des groupements silanols à leur 

surface qui peuvent se lier par des liaisons hydrogènes à la phosphatidylcholine présente dans la 

membrane du GR. Cette interaction peut induire une déformation échinocytaire du GR par 

l’apparition de spicules. Le mécanisme de déformation de la membrane du GR induit par 

l’adhérence des NP de silice n’est à ce jour pas élucidé.222 
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Figure 46:(A) Images SEM avec un grossissement élevé des GR dans PBS ou plasma humain en contact 
avec 0,1 mg/mL de NP de: MSNP+@SLB-, MSNP+@SLB-/PEG; MSNP+ et MSNP. Barre d'échelle: 4 μm; 

(B) Distribution correspondante des GR en contact avec NP à 0,1, 0,5 et 1mg/mL. ** p <0.01 et *** p 
<0.001. 

 

Le comportement des NP dans le plasma humain est considérablement différent comparé aux 

effets hémolytiques des NP dans le PBS. Les résultats du test d’hémolyse valident l’effet non 

hémolytique des NP de silice en présence de plasma humain. D’après l’analyse par MEB, une 

déformation significative des GR est observée pour les MSNP et MSNP+ à une concentration faible 

de NP à 0,1 mg/mL (Figure 46). Les formes échinocytaires comme dans le PBS ne sont pas 

représentées, mais plus de 50 % des GR ont perdu leur biconcavité et présentent des pics de stress 

en leur surface même à une concentration de 0,1 mg/mL en MSNP ou MSNP+. 
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IV.3.2 Impact sur les PBMC et les HS-5 

 

Pour l'administration de médicaments, une injection intraveineuse conduirait la NP à entrer 

en contact direct avec les composants du sang, tels que les globules rouges, les globules blancs, les 

facteurs plasmatiques, et les tissus.218,223 Dans ce contexte biologique, nous avons réalisé des études 

cytotoxiques sur les cellules mononucléaires périphériques du sang (PBMC) et la lignée cellulaire 

stromale de la moelle osseuse (HS-5). Les PBMC constituent un mélange de cellules immunitaires 

comprenant des lymphocytes T ou B, des monocytes, et des macrophages. Une toxicité 

significative vis-à-vis de ces cellules est un point bloquant pour les potentiels futurs vecteurs 

d'administration de médicaments et cela invaliderait leur utilisation pour une application clinique. 

L'intégrité de la membrane des cellules PBMC et HS-5 en contact des NP de silice a été quantifiée 

par cytométrie en flux à l'aide de l'iodure de propidium comme traceur (Figure 47). L'iodure de 

propidium (PI) est une molécule fluorescente de liaison avec l'ADN ou l’ARN qui agit par diffusion 

passive à travers le cytoplasme lorsque la membrane cellulaire perd son intégrité.  

 

 

Figure 47:Intégrité de la membrane cellulaire mesurée pour les cellules HS-5 et les PBMC avec différentes 
concentrations de NP de silice pendant 24 heures d’incubation. Les NP de silice dense de 80 nm ont été 

utilisées comme témoin positif. L'ordonnée représente le pourcentage % de cellules qui sont perméables au 

PI. Les données sont moyennes ± SE avec * p < 0,05 (n = 3). 

 

Contrairement à l'impact négatif des MSNP et MSNP+ sur les GR observé lors des tests 

d'hémolyse dans le PBS (voir partie ci-dessus), ces NP n’ont pas induit une altération significative 

de l’intégrité des PBMC. Cet effet est dû à un changement du milieu physiologique par le milieu 

de culture cellulaire contenant du sérum. Cependant, un impact morphologique des monocytes en 

contact avec les MSNP ne peut pas être exclu. Le seul cas où une altération significative de 
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l'intégrité de la membrane cellulaire a été observée, concerne les NP de silice non poreuse de 80 

nm, utilisées en contrôle positif. Cependant, les cellules HS-5 en contact avec des MSNP à 1 

mg/mL perdent leur intégrité cellulaire observée par l’augmentation significative de la diffusion du 

PI. L'altération de la membrane plasmatique sur 20 % de la population cellulaire, induite par les 

MSNP sur les cellules HS-5, est en accord avec la littérature (Figure 47).224 

 

IV.3.3 Adsorption des protéines plasmatiques 

 

Pour étudier les propriétés biologiques des MSNP et MSNP+, la quantité de protéines 

adsorbées à la surface des NP a été déterminée. Cette quantification a été effectuée sur les NP des 

silices incubées pendant une heure dans du plasma humain (Figure 48). 

 

 

Figure 48: Quantité de protéines absorbées à la surface des MSNP et MSNP+. 

 

 

Bien que la quantité de protéines adsorbées à la surface des MSNP+ suggère de bonnes 

propriétés biologiques comparées aux MSNP, ce résultat est biaisé due à l’instabilité colloïdale des 

MSNP+ dans les fluides physiologiques qui aboutit à une agrégation inter-particulaire (Figure 48). 

Ces agrégats diminuent la surface spécifique des MSNP+, engendrant ainsi une adsorption limitée 

du nombre de protéines. Pour les MSNP, la totalité des protéines présentes dans le plasma humain 

est adsorbée à la surface de la NP, ce qui peut être expliqué par la présence majoritaire de 

groupements silanol en surface et de l’absence de fonctionnalisation organique. 
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Les protéines adsorbées à la surface de chaque nanovecteur ont été déterminées par une 

analyse de chromatographie en phase liquide couplée à un spectromètre de masse. Le pourcentage 

de chaque protéine a été calculé selon le nombre total de protéines adsorbées sur la surface des 

nanoparticules. Les protéines représentant moins de 2 % de la population totale ont été répertoriées 

dans le groupe « autres protéines » mentionné sur la Figure 49. 

 

Pour les MSNP non fonctionnalisées, l'identification et la quantification des protéines ont 

démontré que la majorité des protéines adsorbées est le fibrinogène. Cette protéine est impliquée 

dans le processus de coagulation sanguine et des réactions d’inflammation. Les MSNP+ adsorbent 

à leur surface des immunoglobulines, des apolipoprotéines, et de l’albumine. La nature de ces 

protéines n’induit pas de réactions d’inflammation ou le processus de phagocytose.  

 

 

 

Figure 49: Camemberts présentant l'identification des familles de protéines les plus représentatives des 

protéines adsorbées à la surface des MSNP+ et des MSNP. Le pourcentage a été calculé avec la somme des 
valeurs NSAF pour chaque protéine adsorbée présente sur les différents types de NP. 
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Conclusion 
 

Les nanoparticules mésoporeuses de silice ont été synthétisées en s’inspirant de la méthode 

de Möller et al.141 Elles possèdent des propriétés physico-chimiques remarquables avec : 

- une taille nanométrique de 35 ou 55 nm, 

- une matrice silicatée mésoporeuse, 

- des NP monodisperses en taille et non-agrégées, 

-  une porosité contrôlée d’environ 3 nm, 

- un volume poreux élevé (> 0,5 cm3/g) ainsi qu’une grande surface spécifique (> 900 m2/g), 

- une fonctionnalisation asymétrique par un groupement aminé, l’APTES. 

Ces nanoparticules possèdent une bonne stabilité colloïdale dans l’eau. Les MSNP+ 

présentent une agrégation supérieure due à la fonctionnalisation aminée. Les MSNP et MSNP+ 

perdent leur stabilité colloïdale dans les milieux physiologiques en s’agrégeant jusqu’à une 

sédimentation des particules. Elles ne possèdent pas la capacité à maintenir un agent encapsulé de 

par leur structure mésoporeuse ouverte. Ces nanovecteurs ont un effet hémolytique significatif 

même à une concentration peu élevée de 0,1 mg/mL. Remarquablement, elles perdent leur caractère 

hémolytique dans le plasma humain, même à de fortes concentrations. Ce phénomène peut être 

expliqué par la présence de la couronne protéique qui va diminuer les interactions entre les GR et 

les NP. Malheureusement, cet effet a une conséquence significative sur les GR. D’après les images 

de MEB, les MSNP et MSNP+ altèrent la morphologie de la membrane des GR, même à une 

concentration de 0,1 mg/mL. L’analyse de la couronne protéique a révélée l’adsorption de protéines 

de fibrinogènes qui sont impliquées dans les réactions inflammatoires et de coagulation. Les MSNP 

et MSNP+ n’induisent pas de cytotoxicité sur les cellules HS-5 et PBMC. 

Malgré leurs propriétés physico-chimiques pertinentes, ces NP ne peuvent pas être 

envisagées comme système à délivrance de médicaments. Il va falloir améliorer les fonctionnalités 

structurales et biologiques de l’objet, en encaspulant les pores pour maintenir l’agent actif et 

améliorer sa biocompatibilité par une fonctionnalisation organique très proche des constituants 

biologiques humains. L’élaboration de ce nouveau nano-objet fonctionnalisé est décrite et étudiée 

dans le chapitre III.  
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I. Introduction 

 

Les nanoparticules mésoporeuses de silice ne sont pas encore approuvées pour une 

application médicale en tant que vecteurs à délivrance de médicaments. Des résultats divergents 

ont été discutés et il a été démontré que la toxicité et la biodistribution dépendaient de la forme, de 

la structure, de la fonctionnalisation, et de la taille des NP de silice.103,104,109,160–163,165–167,225 

Généralement, les MSNP devraient être administrées par voie intraveineuse et leur capacité future 

en tant que supports dépend de leurs performances de délivrance de médicaments et de leur 

biocompatibilité. Dans ce contexte, plusieurs rapports ont porté sur l'hémotoxicité de MSNP, qui 

dépend aussi de la fonctionnalisation, de la taille, de la forme et de la surface.105,107,164,165,222,224,226–

229  

Comme validé par les résultats décrits dans le chapitre II, les propriétés des MSNP en tant 

que système de délivrance de médicaments restent limitées principalement à cause :  

• d’une faible stabilité colloïdale en milieu biologique, 

• leurs interactions avec les composantes du sang,  

• l’absence de contrôle partiel sur la fuite des molécules incorporées. 

Afin de dépasser ces limites, plusieurs schémas de fonctionnalisation de surface ont ainsi été 

évalués dans la littérature.  

 

Une fonctionnalisation organique de type polymère ou lipidique peut être envisagée. Un 

revêtement PEGylé a été décrit par He Q et al. comme très efficace à cette fin.230 La PEGylation 

de surface de la silice permet d’abaisser l’énergie de surface des MSNP et ainsi de supprimer leur 

effet hémolytique.231 Néanmoins, la conception de systèmes à délivrance de médicaments, basée 

sur le revêtement PEG, prédit une libération des médicaments hydrophiles et hydrophobes 

dépendante de l’interaction tripartite entre la silice, le milieu, et l’actif. Pour contourner cet 

inconvénient, les pores peuvent être scellés en utilisant de petites nanoparticules, des coussins 

polymères imperméables, des bouchons organiques, ou des lipides.96,100,106,168,169,213 Dans ce 

contexte, les revêtements à base de bicouche lipidique supportée (SLB) ont émergé comme une des 

solutions les plus prometteuses. Les SLB présentent un avantage important pour le contrôle de la 

libération de médicament, ainsi que l'amélioration de la biocompatibilité de MSNP.100,232–234 Tout 

comme pour les liposomes, la nature des phospholipides constituant la bicouche lipidique des SLB 

est un paramètre critique. Les compositions les plus communes contiennent du 1,2-distéaroyl-sn-

glycéro-3-phosphoéthanolamine-N-[amino(polyéthylène glycol)-2000] (DSPE-PEG), afin 
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d’améliorer le temps de circulation in vivo du nanovecteurs. Cependant, les polyéthylène glycols 

(PEG) ont été décrits comme potentiellement toxiques, induisant une toxicité immunitaire.230,235 Il 

est à ce jour encore nécessaire de rechercher des fonctions alternatives pour augmenter le temps de 

circulation des vecteurs. 

 

Une de ces solutions consiste à s’inspirer des membranes biologiques en mimant leur 

composition (asymétrie membranaire pour les globules rouges) et leur structure lipidique 

(biosourcé). La membrane des GR est chargée négativement (potentiel zêta des GR est de –15 mV 

à un pH physiologique) et sont nativement asymétrique.221,236–238 Les SLB anioniques recouvrant 

des nanoparticules mésoporeuses de silice ont été peu étudiées dans la littérature. Liu et al. ont 

synthétisé des SLB constitué de phosphatidyl sérine (DOPS)/ phosphatidylcholine 

(DOPC)/Cholestérol sur des nanoparticules mésoporeuses de silice de type MCM-41 et d’une taille 

supérieure à 100 nm.239 Ces objets ont dû être supplémentés en « 1,2-dioléoyl-3-

triméthylammonium-propane (DOTAP) », afin de les stabiliser, rendant leur surface extrêmement 

positive. La charge cationique du lipide DOTAP permet l’adsorption des SiRNA ou un 

franchissement accru des membranes cellulaires. Mais il est aussi associé à une toxicité non 

négligeable, aussi bien cellulaire (cytotoxique) qu’immunitaire (caractère adjuvant).240–242 Ainsi 

pour les applications à délivrance de matériel non génétique, il n'est pas nécessaire d'utiliser des 

NP cationiques, des SLB neutres ou anioniques doivent être privilégiées. Les SLB anioniques 

inspirées des GR peuvent potentiellement diminuer l'interaction entre les globules rouges, les 

protéines plasmatiques, et la silice et donc augmenter la stabilité de MSNP dans le sang. Les 

méthodes pour recouvrir d’une SLB anionique (potentiellement asymétrique) des MSNP d’une 

taille inférieure à 55 nm restent à définir (Figure 50). Ces questions sont à la base de ce travail de 

thèse et particulièrement étudiées dans ce chapitre. 
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Figure 50: Représentation schématique d’une nanoparticule mésoporeuse de silice possédant une 

fonctionnalisation asymétrique d’APTES, stabilisée par un recouvrement organique de type lipidique et 

possédant ou non l’incorporation en surface de la NP des molécules stabilisantes de type PEG. Ce 

nanovecteur peut encapsuler des molécules actives telles que des agents fluorescents. 

 

 

I.1 Généralités des SLB sur des surfaces de silice planaires 

 

La première bicouche lipidique formée sur un support solide a été observée par Tamm et 

McConnell dans les années 1980.243 Les bicouches lipidiques supportées ont été par la suite très 

étudiées sur les surfaces planaires, car celles-ci représentent un modèle de choix pour mieux 

connaitre les propriétés des membranes biologiques. La synthèse des SLB est généralement basée 

sur l’adsorption de vésicules liposomales. La bicouche lipidique s’adsorbe sur les surfaces planes 

par deux mécanismes principaux appelés roulement dit « rolling » et glissement dit « sliding ».244 

Le recouvrement continu de la surface par la SLB dépend de la concentration en vésicules 

(« Critical Vesicular Coverage » ou CVC)245, de la nature physico-chimique des lipides, et des 

surfaces impliquées.245,246   
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Les liposomes enrichis en phospholipide négatif DOPS avec un ratio molaire de 

DOPC/DOPS de 50% se déposent sur les surfaces de silice sous forme de vésicules stables.245,246 

Ce phénomène s’explique par les forces électrostatiques répulsives prenant place entre les vésicules 

lipidiques et la surface de silice chargée négativement. Cependant, lorsque le ratio DOPC/DOPS 

est inférieur ou égal à 25 %, la répulsion entre la surface de silice et les vésicules liposomales 

diminue, ce qui conduit à la formation d’une bicouche supportée. Outre la charge des 

phospholipides, leur poids moléculaire constitue également un paramètre critique.245,246 Nollert et 

al. ont observé que les vésicules riches en lipopolysaccharide forment une couche de vésicules 

supportées et non une SLB sur du verre.247 Les lipides de haut poids moléculaires comme certains 

liposacharides bio-sourcés réduisent les interactions électrostatiques et les interactions de Van Der 

Waals entre le verre et les lipides. 

Le rôle du support solide (silice, mica, zéolithe), ainsi que leur fonctionnalisation chimique, 

ont été démontrés comme influençant fortement la formation de SLB.248 La constante de Hamaker 

et le point de zéro charge des matériaux ont été décrits comme ayant une importance critique sur 

le comportement des bicouches lipidiques supportées. Claesson et al. ont investigué l’adsorption 

d’une SLB sur des surfaces planaires, composées de pores de 2, 4 ou 6 nm.249,250 La CVC permet 

d’obtenir une SLB continue quand la porosité augmente. De plus, la fluidité de la SLB augmente 

en fonction que la porosité augmente.250  

 

I.2 Généralités des SLB sur les nanoparticules de silice non poreuses 

 

Les mécanismes d’adsorption des petites vésicules unilamellaires ou « small unilamellar 

vesicles » (SUV) sur les nanoparticules de silice ont été élucidés par Brisson en utilisant la 

microscopie cryo-électronique à transmission (Cryo-MET).251 Ils ont démontré que les vésicules 

(DOPC/DOPS ratio : 25%) s’adsorbent sur la surface des nanoparticules. Les forces d’adhésion 

courbent les vésicules ce qui induit la rupture de la vésicule lipidique et la formation d’une SLB. 

Comme sur une surface planaire, la présence de plusieurs SUV adsorbées augmente la probabilité 

de rupture des vésicules dans un processus « domino-like ».251 Les SLB sur les colloïdes suivent et 

adhérent à la rugosité de surface des NP de silice ce qui suggère que la SLB conserve la fluidité 

des bicouches lipidiques planaires. De la même manière que sur une surface plane, les vésicules 

SUV constituées par un ratio molaire de DOPC / DOPS égal ou supérieur à 1 ne se rompent pas 

sur la surface des NP de silice.  

Toutefois, à la différence des surfaces planes, les propriétés mécaniques d’une bicouche 

lipidique supportée sur colloïde sont dépendantes du rayon de courbure de la nanoparticule. Ceci 
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est particulièrement important pour les nanoparticules possédant une taille en dessous de 100 nm. 

Ahmed et Wunders ont démontré que l’augmentation du rayon de courbure des NP de silice induit 

une forte modification de la morphologie lamellaire des bicouches lipidiques supportées avec les 

lipides DPPC (C16), DMPC (C14), ou DSPC (C18).252 Lorsque la taille de la nanoparticule diminue 

de 100 à 40 nm, la température de transition de phase cristalline liquide (Tm) chute.252 Ce 

phénomène se produit en raison du changement de pression latérale entre les lipides qui est induit 

par la courbure des nanoparticules. Au contraire, lorsque la taille des particules est inférieure à 30 

nm, il y a une augmentation de la Tm, qui s’explique par la présence d’une bicouche lipidique 

supportée constituée par les lipides inter-digités. Ces modifications structurelles influencent la 

perméabilité de la bicouche et sa stabilité dans un environnement biologique.252 

Enfin, le ratio entre l’aire des SUV (SA SUV) et l’aire des NP de silice (SA Silica) définit 

l’aspect continu de la bicouche et peut impacter la stabilité colloïdale de la particule formée. Si le 

ratio SA SUV/ SA Silica est inférieur à 1, la silice est partiellement couverte ce qui peut favoriser 

une agrégation inter-particulaire.253  

 

I.3 Généralités des SLB sur les nanoparticules mésoporeuses de silice 

 

En 2009, le groupe de Jeffrey Brinker a été le premier à décrire une bicouche lipidique 

supportée continue sur les nanoparticules mésoporeuses de silice de type MCM-41 d’une taille de 

150 nm.232,239 Les autres méthodes de synthèse pour obtenir la formation d’une bicouche lipidique 

sur les MSNP sont décrites dans le tableau ci-dessous (Tableau 10). La méthode de Liu et al. 

découle de la fusion passive d’un liposome sur les MNSP.239 Ce procédé est le plus utilisé pour 

l’obtention d’une SLB.   
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Tableau 10: Comparaison des méthodes de synthèse pour la formation d’une bicouche lipidique supportée 

sur une nanoparticule mésoporeuse de silice. 
 

Références Support de silice Composition SLB Méthodes Observations 

Liu et al. 

2009232,239 

MCM-41 150 nm 

cationiques 

- vésicules SUV composées de 

DOPC/DOPS 

 

-Pré-formulation de liposomes 

SUV 

-Extrusion des liposomes, 

taille : 80 nm 

-Adsorption passive des 

liposomes (via des interactions 

coulombiennes), par agitation 

mécanique 

-Post-insertion de lipides 

DOTAP pour combler les 

défauts de la SLB 

 

 

 

-Bicouche 

lipidique 

perméable, 

-polydispersité 

des NP 

MCM-41 

anioniques 

150 nm 

- vésicules SUV composées de 

DOPC/DOTAP 

-Pré-formulation de liposomes 

SUV 

- Extrusion des liposomes, 

taille : 80 nm, 

-Adsorption passive des 

liposomes par attraction, 

électrostatique par agitation 

mécanique 

-Formulation stable 

Cauda et al. 

2010100 

Nanoparticules 

mésoporeuses de 

silice aminée de 50 

nm avec une 

matrice wormhole 

 

Solution lipidique composé de 

DOPC dispersé dans du 

chloroforme 

-méthode par échange de 

solvants, évaporation du 

chloroforme et redispersion des 

lipides dans l’eau avec les NP 

aminées 

- pas de formulation préalable 

de liposomes 

 

-Aucune preuve 

directe de 

formation de la 

SLB 

Veneziano 

et al. 

2012254 

MCM-41 200 nm 

-Encapsulation de 

nanoparticules d’or dans la 

matrice silicatée 

- vésicules SUV composées de 

DMPC 

-Extrusion des liposomes, 

taille : 100 nm, 

-Adsorption de vésicules SUV 

composées de DMPC par 

liaisons hydrogènes 

 

-Bicouche 

lipidique 

supportée stable 

et continue 
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Liu et al. 

2016101 

MCM-41 de 80 nm 

fonctionnalisées 

par de la 

triéthylamine 

Film lipidique 

DSPC/Chol/DSPE-PEG 

-Evaporation d’un film 

lipidique 

-Adsorption par interaction 

électrostatique promue par le 

mécanisme de l’ultrasonication 

-bicouche 

lipidique 

supportée 

imperméable 

Durfee et al. 

2016234 

MSNPs, 

hexagonales 

anionique, ou en 

bâtonnets, avec des 

tailles de pores 

variables (de 2,8 à 

9 nm) d’une taille 

de 150 nm 

-Liposomes extrudés à une 

taille < à 100 nm, 

-DOPC/Chol/DOPE-PEG 

-DSPC/Chol/DSPE-PEG 

-DSPC/Chol/DSPE-PEG-NH2 

Adsorption passive des 

liposomes 

-bicouche 

lipidique 

supportée sur 

toutes les formes 

de NP 

 

 

Dans ces travaux de thèse, nous avons investigué la formation d’une SLB sur nos MSNP+ 

(55 nm et 35 nm). Le mécanisme des forces électrostatiques est une hypothèse plausible pour 

recouvrir nos MSNP cationiques par une bicouche lipidique anionique. La composition lipidique 

des liposomes anioniques est similaire par rapport au groupe de Brinker, avec une composition en 

phospholipides de DPPC, DOPS, et cholestérol.232,239 Contrairement aux travaux de recherche 

décrits précédemment, l’innovation majeure, jamais démontrée à ces travaux selon notre 

connaissance, est d’obtenir une SLB continue sur des particules d’une taille de 35 et 55 nm, une 

taille idéale pour l’extravasion des NP dans les tissus tumoraux. En effet, nous allons étudier 

l’impact d’une petite taille de NP et le mécanisme mis en jeu avec la structure de nos NP. De plus, 

nous suggérons que la bicouche lipidique anionique formée de DOPS, DPPC, et cholestérol 

recouvrant une nanoparticule de silice cationique devrait aboutir à une bicouche asymétrique, 

s’inspirant de celle d’un globule rouge. Cette hypothèse est en accord avec le mécanisme 

d’attraction électrostatique entre les SLB contenant un lipide anionique DOPS et une surface de 

type polyélectrolyte cationique.255 Si tel est le cas, la fonctionnalisation asymétrique Amino propyl 

silane présente en surface des MSNP sera liée de manière électrostatique au DOPS. Cette 

interaction électrostatique induirait la présence du DOPS dans le feuillet interne de la bicouche 

lipidique. Ces hypothèses de travail sont étudiées au cours de ce chapitre avec une caractérisation 

physico-chimique et biologique de ces nouveaux nanovecteurs élaborés.  
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II. Synthèse des nanoparticules mésoporeuses de silice recouvertes 

d’une bicouche lipidique bio-inspirés sans ultrasonication 

 

La membrane plasmique des globules rouges est une bicouche lipidique connue pour être 

asymétrique et chargée négativement. Elle est composée des lipides suivant : sphingomyéline, 

phosphatidyl choline (DPPC), phosphatidyléthanolamine (DOPE) et phosphatidyl sérine 

(DOPS).256 La membrane des GR se caractérise par une asymétrie dans la distribution des 

phospholipides.236 En temps normal, le DOPS est situé majoritairement dans le feuillet interne. 

Lorsque le RBC subit un stress biologique (ex : stress apoptotique), le DOPS se relocalise dans le 

feuillet externe induisant une réponse biologique conduisant à sa phagocytose. Les érythrocytes 

sont riches en cholestérol avec environ 25 % de la teneur en lipides.221,236–238 Afin de s’inspirer de 

la structure lipidique des GR, nous avons choisi de travailler avec un mélange de phospholipide 

DOPS/DPPC/Chol et une MSNP cationique. Nous avons émis l’hypothèse que la charge cationique 

accumulée à la surface de la silice permettrait de localiser le DOPS dans le feuillet interne de la 

SLB. Pour ce faire, nous avons étudié deux voies principales de synthèse pour recouvrir d’une 

bicouche lipidique les nanoparticules de silice (Figure 51).  

• La méthode dite « d’adsorption passive des liposomes sur les MSNP » médiée via 

des interactions électrostatiques.  

• La méthode innovante « one pot » utilisant l’ultrasonication afin de former in situ les 

liposomes et faciliter leur adsorption sur les MSNP en évitant l’agrégation résiduelle.  

 

Ces méthodes de synthèse sont décrites dans l’annexe 1.   
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Figure 51: Représentation schématique des deux voies de synthèses investiguées. 

 

Les nanoparticules utilisées pour les différentes voies de synthèses des MSNP+@SLB- sont 

les nanoparticules mésoporeuses de silice de 55 nm et 35 nm fonctionnalisées avec de l’APTES. 

Cette fonctionnalisation asymétrique d’APTES est très dense en surface de la nanoparticule. 



Chapitre III : Les nanoparticules mésoporeuses de silice recouvertes d’une bicouche lipidique 

112 

 

Comme décrit dans le chapitre II, cette fonctionnalisation APTES induit une charge cationique 

supérieure à celle décrite dans la littérature à pH 5,5.207 Ce potentiel zêta très positif (+ 27 mV dans 

l’eau) suggère une bonne adsorption de la bicouche lipidique anionique par des interactions 

électrostatiques fortes.  

Deux types de compositions lipidiques ont été investiguées. 

Le film lipidique constituant la bicouche SLB- est composé de 1,2-dioleoyl-sn-glycéro-3-

phospho-L-sérine (DOPS), 1,2-dipalmitoyl-sn-glycéro-3-phosphocholine (DPPC), et de 

Cholestérol pour former les bicouches lipidiques SLB- et d’un ratio molaire de DPPC/DOPS/Chol : 

75/20/50. 

Le film lipidique constituant la bicouche SLB-/PEG est composé de 1,2-dioleoyl-sn-glycéro-

3-phospho-L-sérine (DOPS), 1,2-dipalmitoyl-sn-glycéro-3-phosphocholine (DPPC), Cholestérol 

et de 1,2-distearoyl-sn-glycéro-3-phosphoéthanolamine-N-amino(polyéthylène glycol)-2 KDa 

(DSPE-PEG) et d’un ratio molaire de DPPC/DOPS/Chol/DSPE-PEG : 75/20/50/10. 

 

II.1 Démarche expérimentale 

 

Cette méthode de synthèse repose sur le mécanisme d’adsorption passive des liposomes par 

attraction électrostatique. Cette méthode d’adsorption s’inspire des travaux de Liu et al. sur des 

nanoparticules cationiques d’environ 150 nm et de type MCM-41.239 Ce procédé implique la 

formulation préalable de liposomes anioniques, qui sont ensuite extrudés à une taille de 80 nm. 

Cette formulation liposomale est ensuite mélangée par pipetage avec les MCM-41 cationiques. Liu 

et al. ont dû effectuer une post-insertion de lipides cationiques pour diminuer la perméabilité de 

leur objet.239 

Cette voie de synthèse a été initiée pour former les MSNP+@SLB-. Des petites vésicules 

unilamellaires (SUV) sont préalablement synthétiser pour ainsi obtenir des liposomes anioniques 

composés de DPPC/DOPS/Cholestérol. Cette solution liposomale possède une taille de 79,6 ± 38 

nm et une charge de surface de -52 ± 8 mV. Les MSNP+ et la solution liposomale sont mélangés 

mécaniquement par pipetages pour ainsi obtenir des MSNP+@SLB. La suspension de 

MSNP+@SLB- est purifiée par centrifugation et ainsi retirer l’excès de liposomes anioniques non 

adsorbés.  
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II.2 Caractérisations physico-chimiques 

 

L’analyse de Cryo-MET251 des MSNP+@SLB- par l’adsorption passive de liposomes a révélé 

un recouvrement incomplet de la bicouche lipidique sur les MSNP+ (Figure 52). Les NP sont 

agrégées entre elles et cette instabilité colloïdale est surprenante en regard des travaux décrits dans 

la littérature avec des NP de type MCM-41 et d’une taille de 100 nm.239 L’agrégation observée 

peut être attribuée à une forte interaction des particules entre elles dans l’eau en raison de leur faible 

stabilité colloïdale. Le rayon de courbure induit par la petite taille de nos NP a pu également jouer 

un rôle sur l’adsorption partielle des SLB.252  

 

 

Figure 52: (A) Diamètre hydrodynamique par analyse NTA (A) et (B) image cryo-MET des MSNP+@SLB- 

par adsorption passive des liposomes. Echelle : 100 nm. 

 

Une telle agrégation s'est révélée irréversible dans nos expériences, en dépit de plusieurs 

étapes de sonication avec un bain à ultrasons. La taille hydrodynamique de la fraction dispersée a 

été analysée par NTA.257 L’échantillon est fortement polydisperse et montre un pic majoritaire de 

population centré autour de 220, deux autres pics centrés à 280 nm et à 350 nm. Le profil NTA et 

la présence d’agrégats visibles sont clairement révélateurs d’une faible stabilité colloïdale de ces 

objets dans l’eau milliQ (Figure 52).  

La stabilité colloïdale de ces objets a été évaluée dans des milieux physiologiques tels que le 

tampon HEPES et dans le milieu cellulaire supplémenté avec du sérum fœtal bovin (Figure 53 A-
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D). L’agrégation des NP augmente avec le temps. En effet après 96 heures d’incubation, la taille 

hydrodynamique mesurée en NTA n’est plus représentative de la population particulaire, à cause 

d’une importante sédimentation des NP (Figure 53 A et B). 

 

 

Figure 53: Photographies des MSNP+@SLB- sans la méthode d’ultrasonication dans (A) le tampon HEPES 
et (B) dans le milieu de culture à 0,25 mg/mL après 96 heures d’incubation. Diamètres hydrodynamiques 

mesurés par NTA dans l’HEPES (C) et dans le milieu cellulaire (D), correspondant de la partie solubilisée 

(surnageant). 

 

 

Dans l’HEPES ou dans le milieu physiologique, l'incapacité d'obtenir une bicouche lipidique 

recouvrant les MSNP+ induit une agrégation très forte des particules comme décrit sur les MSNP+ 

non fonctionnalisées par une SLB (résultats présentés dans le chapitre II).  
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Figure 54: Profil de libération de la calcéine et de la rhodamine B encapsulées dans les MSNP+@SLB- 
dans l'HEPES et le milieu de culture aux temps d’incubation de 2h et de 96h. Le triton X-100 sert de contrôle 

comme déstabilisateur de membranes biologiques. 

 

Nous avons étudié le profil de libération de deux agents fluorescents pour connaître les 

propriétés de ces nanovecteurs en système à délivrance de médicaments (Figure 54). La libération 

de la rhodamine B et de la calcéine a été étudiée dans les conditions physiologiques suivantes : 

dans le tampon HEPES (pH = 7,4) et le milieu cellulaire (avec 10 % de sérum) et à différents temps 

d’incubation : 2h, 4h, 24h, 48h, et 96h à 37,5 °C. Cette méthode est décrite dans l’annexe 1. 

L’absorbance des solutions de NP encapsulant la rhodamine B est mesurée à 556 nm. L’absorbance 

des solutions de NP encapsulant de la calcéine est mesurée à 498 nm. 

Comme décrit précédemment, les particules sont agrégées de façon irréversible ce qui rend 

difficile l’interprétation des résultats obtenus. 

  

Pour la rhodamine B, la fuite de la rhodamine est de l’ordre de 10 % dans l’HEPES au bout 

de 4 jours. Il y a une augmentation de libération de l’actif dans le milieu cellulaire, allant jusque 

40 % après 96 h d’incubation. L’agrégation inter-particulaire et l’affinité de la rhodamine B pour 

la matrice de silice modèrent considérablement la diffusion de l’actif. La libération de la calcéine 

est significative dès 2 heures d’incubation et celle-ci augmente jusqu’à 90 % de fuite au bout de 4 

jours d’incubation dans le milieu cellulaire. Ce vecteur ne possède pas un recouvrement homogène 

de la bicouche lipidique, ni une bonne stabilité colloïdale, ce qui se reflète sur les profils de 

libération des actifs encapsulés.  
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Afin de surmonter les limites inhérentes à cette méthode, nous avons investigué une autre 

voie de synthèse avec le procédé d’ultrasonication (Figure 51 B). 

 

III. Synthèse des nanoparticules mésoporeuses de silice recouvertes 

d’une bicouche lipidique bio-inspirés avec ultrasonication 

 

III.1 Démarche expérimentale 

 

Le choix de cette technique repose sur plusieurs hypothèses de travail : 

• L’ultrasonication est un procédé qui permet de générer des liposomes de petites tailles 

(SUV) à partir d’un film lipidique. Ce procédé permet donc d’envisager la synthèse des 

SLB in situ sans passer par une synthèse préalable des liposomes par extrusion. Il s’agit 

d’une technique « one pot ».  

• L’ultrasonication génère des forces de cisaillement qui peuvent contrer les phénomènes 

d’agrégation irréversibles entre les colloïdes de silices.  

• L’ultrasonication est un procédé hautement énergétique qui peut promouvoir les échanges 

de phospholipides entre les liposomes (en excès) et les SLB afin d’obtenir des composés de 

plus faible énergie de surface. 

 

Ces différentes hypothèses nous ont amené à explorer l’utilisation de l’ultrasonication pour 

la synthèse de nos objets multiphasés. Au cours de mon travail de thèse, le groupe de Liu et al. en 

2016 est venu confirmé certaines de nos hypothèses en validant l’utilisation de l’ultrasonication 

pour la formulation de SLB zwittérionique sur MSNP non fonctionnalisées.234 

 

La méthode synthétique utilisée est décrite en détail dans l’annexe 1, nous en rappelons ici 

brièvement les principes : la solution lipidique est composée du ratio molaire en lipides suivant : 

DPPC/DOPS/Cholestérol 75/20/50. Cette solution est ensuite évaporée sous vide pour obtenir la 

formation d’un film lipidique. Le film lipidique est redispersé par agitation mécanique dans une 

solution aqueuse de MSNP+. Cette solution est ensuite ultrasoniquée pendant 20 min pour ainsi 

former les MSNP+@SLB-. Après la formulation, la suspension colloïdale est centrifugée pour 

retirer l’excès de liposomes non adsorbés et redispersés dans l’eau. L’objet obtenu sera nommé 

MSNP+@SLB-.  
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Avec ce procédé d’ultrasonication, nous avons aussi synthétisé les MSNP+@SLB-/PEG. La 

solution lipidique est composée du ratio molaire suivant : DPPC/DOPS/Cholestérol/DSPE-PEG 

75/20/50/10. Nous allons étudier l’effet de l’incorporation de PEG dans la bicouche lipidique.  

Cette approche innovante a été brevetée dans le cadre de notre travail. Ce brevet porte le nom 

de « Negatively charged self-assembling supported lipid bilayer on mesoporous silica 

nanoparticles, method of synthesis and use as a nanovector » et le numéro international de 

publication suivant : WO2017/013250.258 

 

III.2 Caractérisations physico-chimiques  

 

III.2.1 Microscopie électronique à balayage et à transmission  

 

Contrairement à la méthode basée sur l'adsorption passive des liposomes, les images de cryo-

MET des MSNP+@SLB- valident le recouvrement total des MSNP+ observées par une bicouche 

lipidique négative.251 Ces nanovecteurs possèdent une taille moyenne de 62,3 ± 6,5 nm et 

l'épaisseur de la SLB est de 4,7 ± 0,6 nm, ce qui est conforme à la littérature.239 Les images cryo-

MET confirment l'existence d'une bicouche lipidique continue. Sous réserve de la limite de 

résolution atteinte par le cryo-MET, il ne semble pas y avoir de couche d’eau interstitielle entre la 

surface des MSNP+ et le feuillet interne de la bicouche lipidique (Figure 55).251 

 

 

Figure 55: Image cryo-MET des MSNP+@SLB- synthétisés par la méthode de l'ultrasonication. Echelle : 

50 nm. 
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Avec la même méthode, nous avons synthétisé les MSNP+@SLB-/PEG à partir des lipides 

DPPC / DOPS / Cholestérol / DSPE-PEG. Leur taille observée en cryo-MET est de 70,5 ± 2,2 nm, 

et la bicouche lipidique mesure environ 9,6 ± 1,4 nm, pouvant confirmer la présence d'un 

revêtement PEG dans la surface externe de la bicouche lipidique. La bicouche lipidique présente 

des petits défauts structuraux avec des trous visibles sur les images cryo-MET (Figure 56), 

induisant une agrégation inter-particulaire résiduelle.  

 

 

Figure 56: Image Cryo-MET de MSNP+@SLB-/PEG. Echelle: 50 nm. 

 

Le processus d'ultrasonication d’un film lipidique en milieu aqueux donne lieu à des forces 

de cisaillement hydrodynamiques élevées capables de générer de petites vésicules unilamellaires 

(SUV). Comme décrit précédemment, les mécanismes de l’adsorption des SUV sur la surface non 

poreuse de NP de silice ont été élucidés par Brisson via la cryo-microscopie électronique à 

transmission (cryo-MET).245,251 Un mécanisme alternatif est identifié par l’image cryo-MET 

montrant l’encapsulation de la NP par une vésicule lipidique de type SUV. Ce "liposome" pourrait 

ensuite fusionner sur la surface MSNP+ par l’attraction de forces électrostatiques entre les MSNP+ 

et la bicouche lipidique anionique.207,209 Cette hypothèse de mécanisme est suggérée par l’image 

cryo-MET qui capture un état intermédiaire d'une particule MSNP+ en train d'être encapsulée par 

un liposome (Figure 57). La formation de la bicouche lipidique via ce mécanisme peut présenter 

une meilleure continuité de la bicouche, puisqu’il n’y a pas l’adsorption de plusieurs liposomes en 

même temps et sur la même surface. 

Bicouche 

lipidique 

Bicouche 

lipidique 

Défauts
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Figure 57: (A) Image cryo-MET de MSNP+@SLB-. (B) Image cryo-MET de l’encapsulation d’un liposome 

sur les MSNP+. Echelle : 50 nm. 

 

Grâce à cette voie de synthèse, nous avons réussi à synthétiser des nanoparticules 

mésoporeuses de silice de 55 nm de diamètre et recouvertes d’une bicouche lipidique. Dans le cas 

des particules non PEGylées, ce recouvrement lipidique est continu et sans défauts visibles par 

cryo-MET (Figure 57). 

 

III.2.2 Étude de la composition de la bicouche lipidique 

 

Pour mieux comprendre l’impact de la composition lipidique sur la formulation des 

MSNP+@SLB- par ultrasonication, nous avons étudié la stabilité colloïdale des MSNP+@SLB- 

formés en présence de différentes compositions de film lipidique et de MSNP cationique ou non. 

L’étude de la stabilité colloïdale a été analysée par une observation visuelle et une mesure de la 

taille des NP par NTA (Tableau 11).  

 

Ce tableau nous permet de formuler des hypothèses sur le rôle de la composition lipidique : 

 

✓ rôle du cholestérol et du DSPE-PEG : sans DSPE-PEG, une teneur minimum de 33 

% de cholestérol est requise pour obtenir une bonne stabilité colloïdale. L’absence 

de cholestérol peut toutefois être partiellement contrée en ajoutant du DSPE-PEG 

dans la formulation. L’encombrement stérique induit par la présence de 

polyéthylène glycol permet d’inhiber la coalescence et la sédimentation des 

nanoparticules. Cependant, cette stabilisation n’est pas durable comme le révèle 

l’analyse du rayon hydrodynamique montrant la présence de structures agrégées. La 

A) B)
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fonction du cholestérol dans la bicouche lipidique est difficile à rationaliser. En 

effet, la présence de cholestérol rigidifie ou fluidifie la membrane lipidique selon la 

température de transition (Tm) de phase des lipides constituant la bicouche 

lipidique.259–261 Toutefois, les bicouches étant majoritairement constituées de 

phospholipides saturés, on peut émettre l’hypothèse que le cholestérol fluidifie 

suffisamment les membranes et ainsi pourrait permettre un meilleur recouvrement 

de nos nanoparticules. Cela reste toutefois à démontrer. 

 

✓ rôles des forces électrostatiques : l’obtention de SLB riche en DOPS (-) sur MSNP 

(-) a conduit à la formation d’agrégats de taille supérieure à 1 µm. Le même résultat 

est obtenu pour une bicouche riche en DOTAP (+) sur MSNP+. Il est également 

notable que la formulation d’une bicouche riche en DOPS sur MSNP+ en milieu 

HEPES ou PBS conduit également à ce type d’agrégats. Au chapitre II, nous avons 

vu que les MSNP+ ont un Zeta potentiel nul lorsqu’elles sont re-suspendues dans un 

tampon salin à pH 7,4. En effet, la force ionique écrante les charges, ce qui a pour 

effet une augmentation de l’agrégation comparée à la formulation dans l’eau pure. 

Ces différents éléments nous permettent de conclure que notre mécanisme de 

réaction est bien gouverné au moins partiellement par les interactions 

électrostatiques. 

 

 

 

Tableau 11: Comparaison des différentes compositions lipidiques pour obtenir une bicouche lipidique 
supportée sur les nanoparticules de silice. 
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Composition lipidique initiale de la 

bicouche 

dans le film lipidique 

MSNP 

utilisées 

Stabilité colloïdale après 

l’ultrasonication 

 

Taille par NTA de la partie 

solubilisée (Sans agrégats 

visibles) 

DPPC: 80 % / DOPS: 20 % MSNP+ Agrégation importante 240,0 ± 95,6 nm 

DPPC: 53,5% / DOPS: 13,5% / 

Cholestérol: 33 % 
MSNP 

Sédimentation des 

particules 
Supérieure à 1 µm 

DPPC: 72 % / DOPS: 18 % / Myrj S40: 10 

% 
MSNP+ Peu d’agrégats 152,0 ± 53,6 nm 

Formulation de référence 1 DPPC: 53,5 % 

/ DOPS: 13,5 % / Cholestérol: 33 % 
MSNP+ Aucune agrégation 138,0 ± 43,0 nm 

Formulation de référence 2 DPPC: 48 % 

DOPS: 13 % /Cholestérol: 32 % / DSPE-

PEG: 7 % 

MSNP+ Aucune agrégation 149,0 ± 56,0 nm 

DPPC: 45,6 % / DOPS: 11,5 % / 

Cholestérol: 33 % / Myrj S40: 10 % 
MSNP+ Peu d’agrégats 177,0 ± 100,0 nm 

DPPC: 53,5 % / DOTAP: 11,5 % / 

Cholestérol: 33 % 
MSNP+ 

Sédimentation des 

particules 
Supérieure à 1 µm 

DPPC: 80 % / DOTAP: 20 % MSNP 
Sédimentation des 

particules 
239,0 ± 106,0 nm 

DPPC: 53,5 % / DOTAP: 11,5 % / 

Cholesterol: 33 % 
MSNP 

Sédimentation des 

particules 
340,0 ± 134,0 nm 

DPPC: 72 % / DOTAP: 18 % / Myrj S40: 

10 % 
MSNP 

Sédimentation des 

particules 
203,0 ± 75,0 nm 

DPPC: 45,6 % / DOTAP: 11,5 % / 

Cholestérol: 33 % / Myrj S40: 10 % 
MSNP  Peu d’agrégats 194,0 ± 68,0 nm 

DPPC: 45,6 % / DOTAP: 11,5 % / 

Cholestérol: 33 % / DSPEPEG: 10 % 
MSNP  Forte agrégation 243,0 ± 115,0 nm 
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III.2.3 Spectrométrie de masse par chromatographie en phase liquide  

 

Les lipides constituant la bicouche lipidique sont quantifiés en utilisant une chromatographie 

liquide couplée au spectromètre de masse (LC-MS) par la méthode décrite par Shibata et al.262 

Après la synthèse des MSNP+@SLB- et MSNP+@SLB-/PEG, les lipides sont extraits en déstabilisant 

la bicouche lipidique. Les nano-objets sont dispersés dans un mélange volumétrique 

dichlorométhane et méthanol (9:1) pour permettre la désorption des lipides recouvrant les MSNP+. 

La méthode d’analyse est décrite dans l’annexe 1. Le tableau ci-dessous résume le changement de 

composition des bicouches lipidiques avant et après la synthèse des nanovecteurs (Tableau 12). 

 

Tableau 12: Comparaison des rapports molaires de chaque lipide avant et après la formation des 

MSNP+@SLB- et MSNP+@SLB-/PEG, déterminé par LC-MS dans trois expériences indépendantes. 

 

Ratio molaire en % DPPC DOPS Cholesterol DSPE-PEG 2 KDa 

Ratio initial 
MSNP

+
@SLB

-
 52 14 34 N/A 

MSNP
+
@SLB

-/PEG
 48 13 32 7 

Ratio après la synthèse 
MSNP

+
@SLB

-
 41,5 ± 2,9 8,1 ± 2,3 50,3 ± 8,2 N/A 

MSNP
+
@SLB

-/PEG
 41,9 ± 8,2 7,6 ± 1,3 36,6 ± 1,0 14,0 ± 2,1 

 

Le ratio molaire initiale de MSNP+@SLB- est le suivant : DPPC/DOPS/Chol : 52/14/34 et 

pour MSNP+@SLB-/PEG : DPPC/DOPS/Chol/DSPE-PEG : 48/13/32/7. 

Le rapport molaire final du cholestérol dans MSNP+@SLB- passe de 34% à 50% alors qu'il 

reste presque inchangé dans la formulation MSNP+@SLB-/PEG. La SLB est donc riche en 

cholestérol pour les MSNP+@SLB-. Le rapport molaire final du DOPS dans les deux formulations 

est la moitié de sa valeur initiale après la synthèse. Le rapport molaire final de DSPE-PEG 2 kDa 

est le double de sa valeur initiale, ce qui valide son intégration dans la bicouche lipidique pour ainsi 

former MSNP+@SLB-/PEG. La variation du rapport molaire pendant la synthèse peut être expliquée 

par l’échange dynamique entre les différents constituants lipidiques lors du processus 

d'ultrasonication. Ces observations peuvent s'expliquer par l'ultrasonication qui induit la formation 

d’une bicouche lipidique stable et révèle que la composition initiale des lipides n'est pas 

systématiquement conservée après la formulation. 

Pour conclure sur le processus d'ultrasonication, les forces de cisaillement, les forces 

d’interaction électrostatique ainsi qu’une bonne composition lipidique anionique et des MSNP 

cationiques sont des paramètres critiques pour obtenir une bicouche lipidique stable, robuste, et 

sans défauts autour de MSNP+. 
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III.2.4 Diffusion dynamique de la lumière (DDL) et zêtamétrie des MSNP dans les conditions 

physiologiques 

 

La stabilité colloïdale de nos vecteurs fonctionnalisés via leur diamètre hydrodynamique et 

leur potentiel zeta (ζ) est étudiée dans différents milieux physiologiques tels que l’eau milliQ, le 

tampon HEPES, et le milieu de culture supplémenté en sérum bovin (Tableau 13). Ces mesures ont 

été effectuées sans filtration ou exclusion de taille. Les nanoparticules de silice non 

fonctionnalisées possèdent une taille moyenne de 68 nm et une charge globale anionique, due à la 

présence des groupements silanols en surface de la NP. 

 

Dans l’eau milliQ, les MSNP+ possèdent une charge globale de surface de +26,5 mV alors 

que les MSNP+@SLB- et MSNP+@SLB-/PEG ont des valeurs de ζ de -52 et -50 mV, respectivement. 

Cette différence significative valide la présence d’une bicouche lipidique comme en témoigne 

l’analyse de cryo-MET. 

 

Tableau 13: Comparaison de la taille hydrodynamique (D) et du potentiel zêta (ζ) des vecteurs NP de silice 
mesurés à l'aide du NTA, dans différents milieux. Les données représentent la moyenne ± SE n=3. 

 

 

D 

Eau milliQ 

(nm) 

ζ 

Eau milliQ 

(pH = 5.5) 

in mV 

D 

HEPES 

Buffer (nm) 

ζ 

HEPES (pH 

= 7.4) in mV 

D 

Sérum 

humain 

(nm) 

ζ 

Sérum humain 

(pH = 7.4) in 

mV 

MSNP 81 ± 36 -42,7 ± 6,5 127 ± 71 -16,2 ± 3,2 124 ± 66 -6,56 ± 0,71 

MSNP+ 123 ± 42 +26,5 ± 6,4 187 ± 83 -1,4 ± 2,5 NA -8,31 ± 0,69 

MSNP+@SLB- 138 ± 43 -52,0 ± 7,8 145 ± 69 -28,1 ± 1,6 139 ± 72 -6,33 ± 1,11 

MSNP+@SLB-/PEG 149 ± 56 -49,8 ± 9,0 149 ± 59 -27,8 ± 2,2 134 ± 70 -6,42 ± 0,68 

 

 

Le diamètre hydrodynamique moyen des MSNP+ et des MSNP+@SLB- dans l’eau est 

respectivement de 123 nm et 138 nm (Figure 58). L’augmentation du diamètre hydrodynamique 

mesuré par la diffusion dynamique de la lumière (DDL), comparé à la taille mesurée par MEB peut 

être expliquée par la présence d’une couronne de solvant autour des particules en solution.212 Ce 
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phénomène concerne tous nos nanovecteurs fonctionnalisés ou non, on peut émettre l’hypothèse 

que cette technique de DLL n’est pas adaptée à nos systèmes, du fait de leur faible indice de 

diffraction. Une légère agrégation inter-particulaire est observée lorsque le PEG est présent dans la 

bicouche lipidique.  

 

Dans le tampon HEPES, les MSNP+@SLB- et MSNP+@SLB-/PEG possèdent une bonne 

stabilité colloïdale avec une agrégation particulaire modérée comparé aux MSNP+. Pour des soucis 

de clarté, les valeurs de potentiel zêta des MSNP+ ont été reprises du chapitre II. Contrairement 

aux MSNP+, les MSNP+@SLB- et MSNP+@SLB-/PEG montrent une distribution centrée à 145 nm 

et 149 nm respectivement.  

 

 

Figure 58: Diamètres hydrodynamiques des MSNP+@SLB- et des MSNP+@SLB-/PEG dans l'eau. 

 

Dans le sérum humain, le potentiel zêta des nanoparticules est le même que celui 

précédemment vu sur les MSNP+ : -10 mV, ceci en raison de l'adsorption des protéines 

plasmatiques appelée couronne protéique.211 La distribution de tailles n’a pas changé pour les 

MSNP+@SLB- et MSNP+@SLB-/PEG, suggérant l’absence d’agrégation des particules dans les 

milieux physiologiques.  

 

Ces résultats indiquent que les MSNP+@SLB- et MSNP+@SLB-/PEG ont une excellente 

stabilité colloïdale dans les fluides biologiques par rapport aux MSNP+ et MSNP. De plus, les 

MSNP+@SLB- ont un diamètre hydrodynamique similaire aux MSNP recouvertes d’une bicouche 
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lipidique cationique. Aucune agrégation n'a été observée dans les échantillons stockés dans un 

tampon à 4°C pendant 1 mois.  

 

Une nouvelle méthode d’analyse de la taille des nanoparticules est disponible chez Izon 

Instrument par le qNano. Cet équipement a été acheté au cours de mes travaux de thèse et permet 

d’analyser des particules sphériques de 40 nm à 10 µm. Un courant électrique via un électrolyte, 

un voltage donné et une pression appliquée permet de faire passer les particules à travers une 

membrane et induire une valeur de résistance appelée « Tunable Resistive Pulse Sensing 

(TRPS) »263 qui sera corrélée à la taille de la particule (Figure 59). La description complète de 

l’équipement est faite dans l’annexe 1. Avec cette méthode, nous obtenons des valeurs proches de 

la taille sèche des particules en microscopie électronique.  

 

Figure 59: Principe du qNano pour l’analyse de particules : avec un courant ionique, les particules passent 

à travers un pore, induisant une valeur de résistance appelée « Tunable Resistive Pulse Sensing (TRPS) » 

qui sera corrélée à la taille de la particule. 

 

Ces résultats montrent que l’instabilité colloïdale des MSNP+ est supprimée par la présence 

de la bicouche lipidique supportée. A l’inverse des MSNP+, les MSNP+@SLB- et MSNP+@SLB-

/PEG ont une taille monodisperse centrée à 61 nm et 62 nm respectivement. Le diamètre 

hydrodynamique des NP n’est plus présent dans cette méthode d’analyse, ce qui diminue de plus 
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de la moitié la valeur des tailles de particules mesurées en DLS pour chaque type de nanovecteur 

(Figure 60).  

 

 

Figure 60: Diamètres des particules analysées avec le qNano des MSNP+@SLB- (A), des MSNP+@SLB-/PEG 

(B), des MSNP+ (C), et des MSNP (D). 

 

 

IV. Modulations de la taille des nanoparticules mésoporeuses de 

silice recouvertes d’une bicouche lipidique 
 

IV.1 Démarche expérimentale 

 

Nous avons synthétisé des MSNP+@SLB- en utilisant des MSNP+ de petites tailles, 35 nm. 

Les MSNP+ utilisées ont été synthétisées par la dilution du milieu réactionnel de la synthèse des 

MSNP pour obtenir une taille de 35 nm, comme décrit dans le chapitre II. Ces NP de silice ont été 
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fonctionnalisées pendant la synthèse par de l’APTES pour rendre possible l’interaction 

électrostatique entre les NP cationiques et la bicouche lipidique anionique. Ces nanoparticules 

mésoporeuses de silice cationique d’une taille de 35 nm ont été recouvertes par une bicouche 

lipidique anionique par le procédé efficace de l’ultrasonication, comme décrit dans l’annexe 1.  

 

IV.2 Résultats  

 

Les MSNP+ de 35 nm synthétisées ont été caractérisées dans le chapitre II. Une agrégation 

inter-particulaire importante a été démontrée et elle est difficile à contrôler. Nous avons essayé de 

stabiliser ces NP en y incorporant une bicouche lipidique en leur surface. Mais aucune suspension 

colloïdale stable de MSNP+@SLB- n’a été obtenue. L'analyse NTA ne peut pas être effectuée sur 

des agrégats de plus de 1 μm. L'analyse dynamique de la diffusion de la lumière nous a permis de 

mesurer la taille des agrégats des MSNP+@SLB- avec une taille moyenne de 3,9 m  221 nm 

(Figure 61). 

 

 

Figure 61: Analyse par diffusion dynamique de la lumière (DDL) des MSNP+@SLB- à partir des MNSP+ 

35 nm dans l'eau. 

 

Les MSNP+ ont tendance à s’agréger entre elles due à leur forte énergie de surface, 

engendrant la présence de trous dans la bicouche lipidique. De plus, le rayon de courbure des 

MSNP+ de 35nm est très élevée et rend difficile l’adsorption en surface d’une bicouche lipidique, 

comme démontré dans la littérature.252 Plusieurs nanoparticules sont encapsulées par un liposome 

sur les images de cryo-MET, ce qui valide notre hypothèse de mécanisme de synthèse. En effet, un 

liposome anionique s’adsorbe sur la surface des MSNP+ par encapsulation et par l’interaction des 
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forces électrostatiques (Figure 62). Les MSNP+@SLB- possèdent une taille de 51,9 ± 6,4 nm et une 

bicouche lipidique de 4,8 ± 1,1 nm. 

 

 

Figure 62: Image de cryo-MET des MSNP+@SLB- à partir des MSNP+ de 35 nm. Echelle : 55nm. 

 

 

Nous avons réussi à obtenir une suspension colloïdale stable en diminuant drastiquement la 

concentration en NP pendant la synthèse des MSNP+@SLB- en passant de 5 mg/mL à 2 mg/mL. 

Cette approche permet d’augmenter le ratio SA lipide/ SA silice et aussi de diminuer la probabilité 

de rencontre des particules entre elles et ainsi limiter l’agrégation inter-particulaire. En effet, les  

MSNP+@SLB- possèdent une bonne stabilité colloïdale avec une taille moyenne de 108  40 nm 

(Figure 63).  

 

 

Figure 63: Diamètre hydrodynamique des MSNP+@SLB- à partir des MSNP+ 35 nm dans l'eau. 
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Une analyse avec le système qNano a été effectuée pour permettre de mieux visualiser la 

stabilisation des MSNP+ de 35 nm recouvertes par une bicouche lipidique. Les MSNP+ de 35 nm 

ont une distribution polydisperse avec une taille moyenne de 94 nm. Après le recouvrement par la 

bicouche lipidique, la solution colloïdale est stabilisée, avec une population monodisperse centrée 

à 69 nm (Figure 64). Aucun travail dans la littérature ne décrit l’adsorption d’une bicouche 

lipidique sur des nanoparticules de silice d’une taille inférieure à 50 nm. D’après la littérature, 

l’adsorption d’une bicouche lipidique est impossible selon une taille critique de 20 nm. Cette limite 

théorique du système semble dépendre du rayon de courbure des lipides, qui est un paramètre 

critique sur des NP de petites tailles (< 40 nm).252,253,264 

 

 

 

Figure 64: Diamètres analysés par le qNano des MSNP+ de 35 nm (A) et des MSNP+@SLB- de 35 nm dans 
l’HEPES. 
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V. Propriétés biologiques des MSNP+@SLB- 
 

V.1 Capacité d’encapsulation de molécules actives et comportement en milieux 

physiologiques  

 

Les MSNP sont très étudiées pour une application en système à délivrance de principes actifs 

hydrophobes comme le paclitaxel, et des principes actifs hydrophiles comme la doxorubicine. 

95,96,213–217 Le recouvrement lipidique des MSNP devrait permettre le contrôle et le confinement 

des principes actifs dans des milieux physiologiques. 

 

Le potentiel des MSNP et MSNP+ de confiner et de libérer les molécules actives a été étudié 

en utilisant deux sondes moléculaires, la rhodamine B et la calcéine. Les résultats de cette étude 

ont été présentés dans le chapitre II, démontrant une désorption totale des actifs encapsulés dans le 

tampon HEPES et le milieu de culture. La même étude des capacités d’encapsulation des 

MSNP+@SLB- et des MSNP+@SLB-/PEG est décrite dans cette partie.  

 

Ces deux fluorophores, Rhodamine B et Calcéine, ont été choisis comme modèles de 

principes actifs. La quantité d’absorbée en Rhodamine B ou en calcéine est caractérisée en solution 

par spectrométrie d’absorption UV-Visible. Après l’encapsulation des fluorophores dans les 

nanoparticules de silice, la libération de ces molécules fluorescentes est étudiée dans les milieux 

physiologiques : le tampon HEPES et le milieu de culture à différents temps d’incubation : 2h, 4h, 

24h, 48h, et 96h à 37,5 °C.  

 

La rhodamine B ou la calcéine ont été incorporées dans la matrice de silice par adsorption 

dans de l’eau milliQ en laissant incuber toute une nuit. Le pic d’absorbance de la rhodamine B et 

de la calcéine est centré à 556 nm et 498 nm, respectivement. La méthode est décrite dans l’annexe 

1. L’absorbance des solutions des MSNP+@SLB- et des MSNP+@SLB-/PEG de la rhodamine B est 

mesurée à 556 nm, ou mesurée à 498 nm pour la calcéine. Les pourcentages d’encapsulation ou 

« drug loading » et de l’efficacité d’encapsulation ou « drug encapsulation efficiency » sont 

calculés par les équations décrites dans l’annexe 1.  

 

Comme décrit dans le chapitre II, l’efficacité et la capacité d’encapsulation pour les MSNP 

et MSNP+ sont très satisfaisantes. Les MSNP et MSNP+ possèdent une capacité maximum 

d’encapsulation de l’ordre de 20 % et une efficacité d’encapsulation de 50% (Tableau 14).  
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Tableau 14: chargement en fluorophores des MSNP et MSNP+ après adsorption de la calcéine (1 mg pour 

2 mg de silice) et de rhodamine B (1 mg/mL pour 2 mg/mL de silice). 
 

 
Efficacité d’encapsulation du fluorophore 

dans la matrice de silice en % 

Capacité de chargement en 

fluorophores en % 

MSNP 

Rhodamine B 
50 20 

MSNP Calcéine 53 21 

MSNP+ 

Rhodamine B 
65 25 

MSNP+ Calcéine 51 20 

 

Une fois chargées par la rhodamine B ou la calcéine, les MSNP+ ont été recouvertes d’une 

bicouche lipidique par le procédé d’ultrasonication. Les MSNP+@SLB- sont ensuite purifiées par 

centrifugation (45000gn). Le Tableau 15 permet de visualiser la perte en fluorophore qui fait suite 

à l’étape d’ultrasonication et de centrifugation pour nos 2 vecteurs MSNP+@ SLB- et MSNP+@ 

SLB- / PEG. 

 

Tableau 15: Chargement en fluorophores des MSNP+@SLB- et MSNP+@SLB -/ PEG avec méthode d'ultrasons 

et étape de purification par centrifugation. 

 
Capacité de chargement en  

fluorophore en %  

MSNP
+
@SLB

-
 Rhodamine B 13 

MSNP
+
@SLB

-
 Calcéine 7 

MSNP
+
@SLB

-/PEG
 Rhodamine B 13 

MSNP
+
@SLB

-/PEG
 Calcéine 4 

 

Suite aux traitements décrits, le chargement des MSNP+ diminue passant de 25% à 13% 

pour la rhodamine et de 21 à 7 % pour la calcéine. Cet effet est encore plus sensible dans le cas de 

la calcéine lorsque la bicouche est PEGylée. Afin de déterminer si cette fuite est imputable à 
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l’ultrasonication ou à la centrifugation, nous avons soumis les particules MSNP+@SLB- à un 

deuxième cycle de centrifugation (45000gn) et analysé la perte en fluorophore qui en résulte. Il 

apparait qu’environ 50 % de la charge de la molécule encapsulée est perdue suite à la seconde 

centrifugation. Bien que n’occultant pas l’effet négatif de l’étape de sonication233 sur la fuite 

d’actif, ce résultat démontre que l’étape de centrifugation contribue de manière très significative à 

la fuite des agents actifs. Ceci est en accord avec les travaux récents dans la littérature qui 

démontrent l’impact néfaste et inévitable sur les structures membranaires de la centrifugation.265 

 

Les nanovecteurs recouverts d’une bicouche lipidique ont tendance à contenir efficacement 

l’agent encapsulé en supprimant radicalement la diffusion de la rhodamine B (Figure 65). Ce 

résultat démontre que la bicouche lipidique agit comme un scellant efficace. Les MSNP+@SLB- 

conservent plus de 90% de leur agent encapsulé après 4 jours d’incubation dans l’HEPES. En 

comparant les profils de libération des fluorophores, la fuite de rhodamine B s’est révélée plus 

contenue que la fuite de calcéine. Cette expérience est validée par l’utilisation de Triton X-100 

comme contrôle positif. Le Triton X-100 est un tensioactif qui détruit la bicouche lipidique et par 

conséquent entraine la libération de la totalité de l’actif (rhodamine ou calcéine) en moins de 4 

heures (Figure 65). 

 

Figure 65: Comparaison des profils de libération des fluorophores pour MSNP, MSNP+, MSNP+@SLB- et 

MSNP+@SLB-/PEG- après 4h d'incubation dans les milieux physiologiques : tampon HEPES, et milieu de 

culture cellulaire avec 10 % de sérum. Le Triton X-100 sert de contrôle positif en déstabilisant la bicouche 

lipidique. 
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Pour les MSNP+@SLB-/PEG, la diffusion de la rhodamine B et de la calcéine est plus 

importante par rapport aux MSNP+@SLB-, elle est associée aux défauts présents dans la bicouche 

lipidique (Figure 66 et Figure 67). La diffusion de la calcéine dans les MSNP+@SLB- et les 

MSNP+@SLB-/PEG est très rapide lors des deux premières heures d’incubation dans l’HEPES et le 

milieu de culture, suivi d’une libération lente jusque 96h (Figure 67). La diffusion de la rhodamine 

B pour les MSNP+@SLB- et les MSNP+@SLB-/PEG est d’environ 25% même après 4 jours 

d’incubation dans le tampon HEPES et le milieu de culture (Figure 66). Suite à ces résultats, nous 

pouvons conclure que les différences observées dans les profils de libération de la rhodamine B et 

la calcéine sont dues aux affinités des molécules respectives vis-à-vis de la matrice de silice dans 

un environnement donné mais aussi à leur état d’agrégation une fois chargées dans les nanopores 

de la silice. La rhodamine B est zwittérionique266 et la calcéine267,268 est chargée négativement à 

pH = 7,4. La rhodamine B peut présenter une affinité plus forte à la matrice silicatée par rapport à 

la calcéine, ce qui explique sa meilleure rétention. Cette hypothèse était envisagée dans le chapitre 

II, suite aux profils de libération des MSNP et MSNP+. Ce résultat peut aussi s’expliquer par 

l’agrégation de la rhodamine B dans la silice. En effet la rhodamine B est connue pour former des 

dimères ce qui stériquement peut ralentir la diffusion de la rhodamine B.  

 

Figure 66: Profil de libération de la rhodamine B encapsulées dans les MSNP+@SLB- et les MSNP+@SLB-

/PEG dans l'HEPES et le milieu de culture aux temps d’incubation de 2h et de 96h. Le triton X-100 sert de 
contrôle comme déstabilisateur de membranes biologiques. 

 

 

L’affinité des molécules pour la matrice silicatée n’est pas la seule hypothèse envisageable 

suite aux différents profils de leur désorption. En effet, selon l’environnement donné, des 
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compétiteurs externes auront une influence sur la désorption des actifs. Ces compétiteurs peuvent 

être ioniques dans l’eau ou l’HEPES et même dans le milieu de culture. De plus dans le milieu de 

culture, il y a la présence de protéines, qui peuvent s’adsorber sur la bicouche lipidique, et induire 

une perméabilité en pénétrant dans la SLB. Ceci est suggéré par une libération plus importante dans 

le milieu de culture comparé au tampon HEPES. 

 

Figure 67: Profil de libération de la calcéine encapsulées dans les MSNP+@SLB- et les MSNP+@SLB-/PEG 

dans l'HEPES et le milieu de culture aux temps d’incubation de 2h et de 96h. Le triton X-100 sert de contrôle 
comme déstabilisateur de membranes biologiques. 

 

 

En conclusion, le recouvrement lipidique des MSNP+ par ultrasonication est donc un critère 

crucial pour maintenir l’agent encapsulé dans la matrice et limiter la diffusion passive des 

molécules encapsulées.  

 

 

V.2 Pénétration intracellulaire  

 

Nous avons étudié la capacité de nos vecteurs à transporter et à libérer l’actif encapsulé dans 

un environnement cellulaire. Les MSNP+@SLB- encapsulant de la rhodamine B covalente ou de 

la calcéine ont été incubé avec une lignée cellulaire d'adénocarcinome du sein humain (MCF-7) 

pendant 4 heures (Figure 68). 
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Figure 68: Images en microscopie confocale des cellules MCF-7 incubées pendant 4 heures avec des 

MSNP+@SLB- à 0,5 mg /mL. Echelle : 10 μm.  

 

 

L'imagerie par microscopie confocale à balayage laser (CLSM) a démontré que les 

MSNP+@SLB- sont observés dans les voies endosomales (Figure 68 et Figure 69).269,270 Le profil 

de libération des vecteurs dans la cellule diffère selon l’agent encapsulé. En effet, la rhodamine B 

est libérée dans les vésicules intracellulaires et elle diffuse aussi dans le cytoplasme cellulaire. 

Cependant, la calcéine se trouve maintenue dans les compartiments sub-cellulaires sans diffusion 

spécifique. Ceci est cohérent avec de nombreux travaux dans la littérature qui ont démontré 

l'incapacité de la calcéine à diffuser à travers les membranes biologiques.239,268,271,272 Pour 

confirmer cette hypothèse, l'expérience a été répétée avec des MSNP+@SLB- fonctionnalisées de 

manière covalente avec de la rhodamine B. Les images CLSM après l'incubation des particules 

avec les cellules démontrent la présence de la rhodamine B en des points distincts, ce qui traduit 

un manque de diffusion de la rhodamine B des particules (Figure 69). L'expérience sert de contrôle 

pour valider les observations faites avec la rhodamine B et la calcéine. Cela renforce notre 

hypothèse selon laquelle la rhodamine B peut diffuser à travers les membranes endosomales.273 

Ces tests in vitro confirment la fonctionnalité des MSNP+@SLB- à transporter et à libérer des 

médicaments, mais une étude plus approfondie est nécessaire pour évaluer la toxicité des particules.  
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Figure 69: Images en microscopie confocale des cellules MCF-7 incubées pendant 4 heures avec des 
MSNP+@SLB- (Calcéine (a) et Rhodamine ITC (b)) dans un milieu de culture cellulaire à 0,5 mg/ml (n = 

2). Images de contraste de phase à gauche et images fluorescentes à droite à une magnification x63. 

Echelle : 10 µm. 

 

Dans la partie suivante, nous verrons comment le recouvrement par SLB va modifier le 

comportement des vecteurs silicieux vis-à-vis des différents composants du sang (GR, Protéines, 

PBMC).  

 

V.3 Étude de l’hémocompatibilité  

 

Nous avons étudié la cytotoxicité des vecteurs MSNP+@SLB- et des MSNP+@SLB-/PEG sur 

les cellules sanguines dans le contexte d’une potentielle administration de médicaments par voie 

intraveineuse. L’hémolyse a été utilisée pour évaluer l'influence de la bicouche lipidique recouvrant 

les MSNP+ sur l'intégrité de la membrane des globules rouges humains isolés (GR) (Figure 70).235 

La méthode du test d’hémolyse est décrite dans l’annexe 1.  
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Figure 70: Dosage de l'hémolyse sur des globules rouges isolés. (A) Images de surnageants de GR, avec 
une incubation de 0,1 mg/mL de NP de silice avant la centrifugation. Un contrôle négatif avec une solution 

de PBS et un contrôle positif avec de l’eau ; (B) Image après centrifugation (C) Quantification de 
l'hémoglobine libérée exprimée en pourcentage d'hémolyse dans un tampon PBS. La hauteur des colonnes 

correspond aux valeurs moyennes ± SE. La comparaison entre la population fournit *** p <0,001 (Réalisé 

sur quatre expériences indépendantes); (D) Image correspondante de l'aspect des surnageants de GR après 
centrifugation, avec 0,1 mg / mL de NP dans le plasma humain. 

 
 

Dans le tampon PBS, on a observé que la présence de la bicouche lipidique avait supprimé 

l’effet hémolytique induit par les MSNP et MSNP+. En effet, même à une concentration de 1 

mg/mL, aucune libération d’hémoglobine n’est induite. L'absence d'effet hémolytique de MSNP+ 

recouvert d’une bicouche lipidique comparé aux MSNP peut être expliquée par une plus faible 

énergie de surface du vecteur grâce à la présence de la bicouche lipidique.  

 

Dans le plasma humain, la figure d’hémolyse montre l’absence de la libération 

d’hémoglobine dans les surnageants pour chacun des vecteurs étudiés, donc les MSNP 

fonctionnalisées ou non n’induisent pas d’effet hémolytique. Dans le chapitre II, il est suggéré la 

présence d’une couronne protéique, éliminant ainsi l’effet hémolytique des MSNP.211,218  Par 

conséquent, une étude comparative par la visualisation des GR en MEB a permis de mieux 
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comprendre l'impact des NP sur le GR (Figure 70 A). Cette caractérisation est décrite dans la partie 

ci-dessous.  

 

V.4 Caractérisation morphologique des globules rouges par microscopie électronique à 

balayage 

 

Nous avons résumé la classification des cellules de morphologie normale (cellules saines) 

et les cellules de morphologie anormales (cellules non saines).219,220 Cette analyse a été effectuée 

par comptage manuel des cellules via les images de MEB (Figure 73). L’analyse statistique de cette 

classification est décrite dans l’annexe 1.  

D’après les images de MEB, les GR en contact avec les MSNP+@SLB- conservent leur 

morphologie de discocyte, même à une concentration élevée de 1 mg/mL dans le tampon HEPES. 

Dans le cas des MSNP+@SLB- et des MSNP+@SLB-/PEG, nous n’avons observé aucune NP 

attachée à la surface des GR. Les MSNP+@SLB-/PEG n’induisent pas de déformation des GR, mais 

à une concentration de 1 mg/mL, 20 % de la population de GR montrent des pics de stress à leur 

surface (Figure 71, Figure 72 et Figure 73). Cette altération morphologique n’est pas 

statistiquement significative par rapport au contrôle. La bicouche lipidique permet de supprimer 

l’effet hémolytique des GR, et permet de ne pas induire de déformation morphologique du GR. 

 

 

Figure 71: Analyse par MEB des MSNP+@SLB- dans le PBS et le plasma humain à des concentrations de 

0,1 mg/mL et 1 mg/mL. Echelle : 4 m. 
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Un effet protecteur similaire a été discuté par Roggers et al. avec un vecteur constitué de 

microparticules (0,8 μm) de MSNP revêtues de manière covalente par un mélange de lipides 

composé de cholestérol et de phospholipides (DPPC, 1,2-dioleoyl-sn- glycéro-3-

phosphoéthanolamine (DOPE)).228 Cependant, la composition en lipides, la structure de la 

bicouche, et la taille des particules sont très différents dans le cas de nos vecteurs, ce qui rend cette 

comparaison non pertinente. Nos résultats démontrent un effet protecteur sur les MSNP avec une 

dimension de 55 nm et à des concentrations élevées de NP jusqu’à 1 mg/mL, ce qui est expliqué 

par la présence d’un revêtement lipidique homogène.   

 

 

Figure 72:Analyse par MEB des MSNP+@SLB-/PEG dans le PBS et le plasma humain à des concentrations 

de 0,1 mg/mL et 1 mg/mL. Echelle : 4 m. 

 

Dans le plasma humain, la morphologie des GR n’a pas été altérée significativement au 

contact des MSNP+@SLB- et des MSNP+@SLB-/PEG même à une concentration en NP de 1 mg/mL 

(Figure 71 et Figure 72). Ces observations démontrent que les particules de silice recouverte d’une 

bicouche lipidique possèdent une hémocompatibilité supérieure comparé aux MSNP et MSNP+. 

Cet effet protecteur de la bicouche lipidique suggère une réduction des interactions indésirables 

entre les phospholipides et les protéines contenues dans la membrane des GR. 
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Figure 73: (A) Images de MEB avec un grossissement élevé des GR dans le PBS ou plasma humain en 

contact avec 0,1 mg/mL de NP de: MSNP+@SLB-, MSNP+@SLB-/PEG; MSNP+, et MSNP. Barre d'échelle : 

4 μm; (B) Distribution correspondante des GR en contact avec les NP à 0,1, 0,5 et 1 mg/mL. ** p <0.01 et 

*** p <0.001. 

 

 

V.5 Étude de l’adsorption des protéines  

 

Pour étudier les propriétés biologiques des MSNP+@SLB-, nous avons déterminé la quantité 

de protéines adsorbées à la surface des NP. Cette quantification a été effectuée sur les MSNP, 

MSNP+, MSNP+@SLB-, et les MSNP+@SLB-/PEG incubées pendant une heure dans du plasma 

humain (Figure 74). La méthode d’adsorption des protéines est décrite dans l’annexe 1. 
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Figure 74: Incubation des NP dans du plasma humain pendant 1 h. Ce graphique montre la quantification 

des protéines plasma adsorbées à la surface de MSNP+@SLB-, MSNP+@SLB-/PEG, MSNP+, et MSNP. La 
suspension des MSNP+ s’est agrégée dans le plasma humain. Les données sont moyennes ± SE. La 

comparaison entre les colonnes fournit un *** p < 0,001 effectué sur trois expériences indépendantes. 

 

Les MSNP+@SLB- et les MSNP+@SLB-/PEG adsorbent à leur surface cinq fois moins de 

protéines que les MSNP. La bicouche lipidique des MSNP+@SLB- agit comme une couche 

protectrice en diminuant la liaison non spécifique avec les protéines plasmatiques.218,223 Cet effet 

est similaire dans le cas de la fonctionnalisation PEG comme attendu. Pour comprendre ce résultat, 

nous pouvons formuler l’hypothèse que le lipide DPPC est dans le feuillet externe de la bicouche 

lipidique et le lipide DOPS dans le feuillet interne. Cette hypothèse est basée sur les propriétés du 

DPPC comme étant un lipide empêchant l’adsorption des protéines plasmatiques comme décrit 

dans la littérature, alors que le lipide DOPS ne possède pas ces propriétés biologiques.274 

L’asymétrie de la bicouche lipidique est hypothétique et a été mise en évidence précédemment par 

l’adsorption électrostatique de la bicouche négative sur la surface cationique de la NP. Ces résultats 

démontrent que la bicouche lipidique permet d’améliorer la stabilité des MSNP dans le sang et de 

diminuer la probabilité de phagocytose des NP par le système réticuloendothélial.240,241,275,276 Bien 

que la quantité de protéines adsorbées à la surface des MSNP+ suggère de bonnes propriétés 

biologiques comparées aux MSNP, ce résultat est biaisé due à l’instabilité colloïdale des MSNP+ 

dans les fluides physiologiques qui aboutit à une agrégation inter-particulaire et a une diminution 

de leur surface exposée (Figure 74). 
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Les protéines adsorbées à la surface de chaque nanovecteur ont été déterminées par une 

analyse de chromatographie en phase liquide couplée à un spectromètre de masse.  

Le profil d’identification des protéines est identique dans le cas des MSNP+@SLB- et des 

MSNP+@SLB-/PEG. La présence de la bicouche lipidique engendre l’absorption majoritaire des 

immunoglobulines, des apoliprotéines, et de l'albumine. La fonctionnalisation PEGylée de la 

bicouche lipidique n’apporte pas une diminution de la quantité adsorbée en protéines ou de 

changement du profil protéique.  

Les MSNP+ adsorbent à leur surface la même nature de protéines que les nanovecteurs 

possédant une bicouche lipidique. Les MSNP+ présentent une augmentation du taux 

d'immunoglobulines et une diminution du taux d'apolipoprotéines (Figure 75). On peut conclure 

sur le fait que le recouvrement des NP par une bicouche lipidique change considérablement le profil 

protéique en diminuant drastiquement l’adsorption des protéines de fibrinogène, ainsi que 

l’augmentation des apolipoprotéines adsorbées. La bicouche lipidique confère des propriétés 

biologiques pertinentes en diminuant les interactions des protéines avec les nanovecteurs. La 

fonctionnalisation PEGylée n’induit pas un changement du profil de protéines adsorbées. D’après 

cette étude d’adsorption protéique, on peut conclure que les chaines PEG n’apportent pas de 

changement significatif sur la quantité et la nature des protéines adsorbées à la surface des NP.  

 

Figure 75: Distribution des familles de protéines les plus représentatives adsorbées à la surface des 

MSNP+@SLB-, MSNP+@SLB-/PEG, MSNP+, et MSNP. Le pourcentage a été calculé avec la somme des 
valeurs NSAF pour chaque protéine adsorbée présente sur les différents types de NP. 
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V.6 Étude de la cytotoxicité  

 

Dans un contexte biologique, nous avons réalisé des études cytotoxiques sur les cellules 

mononucléaires périphériques du sang (PBMC) et la lignée cellulaire stromale de la moelle osseuse 

(HS-5). L'intégrité de la membrane des cellules PBMC et HS-5 en contact avec les NP de silice a 

été quantifiée par cytométrie en flux à l'aide de l'iodure de propidium comme traceur (Figure 76). 

La méthode d’analyse est décrite dans l’annexe 1.  

 

Figure 76:Intégrité de la membrane cellulaire mesurée pour les cellules HS-5 et les PBMC avec différentes 

concentrations de NP de silice pendant 24 heures d’incubation. Les NP de silice dense de 80 nm ont été 

utilisées comme témoin positif. L'ordonnée représente le pourcentage % de cellules qui sont perméables au 

PI. Les données sont moyennes ± SE avec * p < 0,05 (n = 3). 

 

Une comparaison de l'intégrité de la membrane de MSNP avec les différentes 

fonctionnalisations de surface est illustrée dans la Figure 76. Les MSNP+@SLB- n'ont pas modifié 

significativement les membranes plasmatiques des cellules HS-5 et PBMC jusqu’à une 

concentration de 1 mg/mL. Le contrôle positif valide les résultats par une altération significative 

de l’intégrité de la membrane par les NP de silice non poreuse.  

Pour conclure, ces résultats indiquent que la bicouche lipidique supprime les effets toxiques 

des MSNP sur les membranes des cellules HS-5 et conserve l'intégrité de la membrane des PBMC 

(Figure 76). 
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Conclusions et perspectives 

 

Dans ce chapitre III, nous avons réussi à adsorber une bicouche lipidique à la surface des NP. 

La méthode de synthèse s’inspirant des travaux de Brinker a été expérimentée239, mais n’a pas 

donné lieu à la formation d’un SLB sur les MSNP+ : une nouvelle méthode a donc dû être 

développée.  

Par la méthode de l’ultrasonication, nous avons démontré avec succès le recouvrement 

homogène des MSNP+ asymétriques d’une taille de 55 et 35 nm par une bicouche lipidique en une 

seule étape. Le procédé d’ultrasonication du film lipidique DPPC/DOPS/Chol produit des forces 

de cisaillement induisant la formation de petites vésicules unilamellaires de type SUV. Les NP 

mésoporeuses cationiques sont encapsulées dans les vésicules liposomales par les forces 

électrostatiques et forment des MSNP+@SLB-. Nous avons synthétisé avec cette même méthode 

des MSNP+@SLB-/PEG composés de DPPC/DOPS/Chol/DSPE-PEG. De plus, l’intégrité de la 

bicouche lipidique a été validée par cryo-MET. La bicouche lipidique supportée est continue, sans 

défauts, et permet une bonne stabilité colloïdale des MSNP+@SLB-. Cet effet est modéré pour les 

MSNP+@SLB-/PEG.  

La présence de la bicouche lipidique a permis de contrôler et limiter la diffusion passive des 

agents encapsulés comparé aux MSNP. Les forces osmotiques présentes dans les milieux 

physiologiques ont un impact mécanique sur la structure de la SLB. Une légère perméabilité de la 

bicouche a été démontrée par la diffusion rapide des actifs encapsulés au bout de deux heures 

d’incubation.  

La biocompatibilité des MSNP+ recouverte par une bicouche lipidique a été étudiée dans les 

différents composants du sang. La présence de la bicouche lipidique a permis de supprimer l’effet 

hémolytique induit par les MSNP. Dans le plasma humain, il a été démontré la présence d’une 

couronne protéique, permettant la suppression de l’effet hémolytique des MSNP et MSNP+. Par 

l’analyse en microscopie des GR, la bicouche lipidique empêche l’altération morphologique 

significative de la membrane des GR induite par les MSNP et MSNP+. Les MSNP+@SLB- et des 

MSNP+@SLB-/PEG n’induisent aucune cytotoxicité sur les PBMC et HS-5. La nature et la quantité 

des protéines adsorbées sur les MSNP+@SLB- et sur les MSNP+@SLB-/PEG sont similaires, ce qui 

montre le faible impact des chaines PEG dans la bicouche lipidique pour augmenter la 

biocompatibilité des nanovecteurs.  

La bicouche lipidique permet de conférer une excellente hémocompatibilité de nos 

nanovecteurs pour une application éventuelle en nanomédecine.  
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Ces MSNP+@SLB- et des MSNP+@SLB-/PEG possèdent des limites structurales avec une 

légère perméabilité membranaire vis-à-vis de la calcéine. Cette perméabilité peut être expliquée 

par le mouvement thermodynamique constant des lipides, des forces osmotiques dans les milieux 

physiologiques et des forces mécaniques induites par l’ultracentrifugation. 

La diffusion de la Rhodamine B est très modérée, de l’ordre de 20 % au bout de 4 jours. Cette 

libération très lente est expliquée par l’affinité moléculaire de la rhodamine B pour la matrice 

silicatée. Dans le cas d’applications biomédicales, une libération contrôlée des agents encapsulés 

doit être requise. Cette libération d’actifs peut être contrôlée et provoquée par des stimuli internes 

et externes.  

Dans ce but, notre technologie a été améliorée en créant de nouveaux nanovecteurs 

permettant de diminuer la diffusion passive et/ou de contrôler la libération des agents encapsulés. 

Les conceptions de ces nouveaux nano-objets sont décrites dans le chapitre IV et V.  
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Dans le chapitre III, nous avons démontré le recouvrement homogène et continu d’une 

bicouche lipidique supportée sur les nanoparticules mésoporeuses de silice par une nouvelle voie 

de synthèse. Mais, les MSNP+@SLB- et les MSNP+@SLB-/PEG possèdent des limites structurales 

avec une légère perméabilité membranaire mise en évidence par la fuite de la calcéine. La présence 

de la bicouche lipidique ne permet pas de supprimer totalement la diffusion passive des agents 

encapsulés. Une alternative a donc été investiguée afin de limiter drastiquement la diffusion 

passive. Cette alternative consiste à adsorber à la surface de la bicouche lipidique un revêtement 

organique pour ainsi sceller le système de manière efficace et de contrôler la libération du principe 

actif selon les caractéristiques du milieu environnant (Figure 77). Cette approche innovante va être 

étudiée au cours de ce chapitre.  

 

 

Figure 77: Représentation schématique d’une nanoparticule mésoporeuse de silice recouverte d'un 

revêtement lipidique et polymère, encapsulant des agents fluorescents. 
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I. Introduction  

 

I.1 L’alginate de sodium 

 

I.1.1 Généralités 

 

L’alginate est un polysaccharide naturel abondant, constituant majoritaire des algues marines 

brunes, les Phaeophyceae. Ce polymère est très étudié pour des applications biomédicales. 

L’alginate se trouve aussi dans les bactéries d'Azotobacter et de Pseudomona, et peut être formé 

par fermentation microbiologique.277 Des progrès récents dans la régulation de la biosynthèse des 

alginates dans les bactéries et la facilité relative de la modification des bactéries permettent la 

production d'alginate avec des caractéristiques sur mesure et de larges applications. La forme 

commercialisée de l’alginate est extraite aussi des algues marines brunes, dont Laminaria 

hyperborea, Laminaria digitata, Laminaria japonica, Ascophyllum nodosum, et Macrocystis 

pyrifera.277 L’alginate de sodium est très utilisé dans les domaines biomédicaux, tels que les formes 

pharmaceutiques à délivrance de médicaments, les pansements, la culture cellulaire, et la 

régénération tissulaire.70,278–281 Ce polymère naturel est très utilisé pour la réparation du cartilage 

avec l’encapsulation de cellules à l’intérieur d’un échafaudage ou « scaffold ».282,283 L’alginate est 

aussi utilisé pour « micro-encapsuler » des cellules ou des amas cellulaires afin pour permettre de 

protéger et de rendre fonctionnelles les cellules pour les transplantations.284,285 

 

I.1.2 Structure  

 

L’alginate fait partie de la famille des copolymères linéaires contenant des blocs de résidus 

de β-D-mannuronique (M) et d'α-L-guluronique (G). Les blocs sont composés de résidus G 

consécutifs (GGGGGG), ou de résidus M consécutifs (MMMMMM), ou alternance des résidus M 

et G (GMGMGM) (Figure 78).286–288 Les alginates extraits de diverses sources diffèrent en leurs 

contenus de blocs M et G, ainsi que la longueur de chaque bloc. Cette variabilité de composition 

et de séquence permet de fabriquer plus de 200 types d’alginate.278 

La principale propriété de l’alginate est sa gélification en présence de cations bivalents de 

type calcium (Ca2+) ou barium (Ba2+). Seuls les blocs G d'alginate participent à la réticulation 

intermoléculaire avec les cations bivalents pour former des hydrogels. La réticulation se fait entre 

le cation et les deux groupes carboxyliques COO- du copolymère.289 
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Figure 78: (A) Les monomères d'alginate : β-D-mannuronique (M) et d'α-L-guluronique (G), (B) leur 
conformation en chaine et (C) la distribution des blocs de monomères. D’après Draget et al.286 

 

La composition (c'est-à-dire le rapport M / G), la longueur du bloc G, et le poids moléculaire 

sont donc des facteurs critiques affectant les propriétés physiques de l'alginate et des hydrogels 

résultants.290 Les propriétés mécaniques des gels d'alginate sont généralement renforcées avec 

l’augmentation de la longueur du bloc G et du poids moléculaire.291 Les propriétés physiques des 

gels d’alginate contrôlent de manière significative la stabilité des gels, le taux de libération de 

médicament, et la fonction des cellules encapsulées dans des gels d'alginate. Le poids moléculaire 

de l’alginate est compris entre 32 000 et 400 000 g/mol. La viscosité des solutions d'alginate 

augmente à mesure que le pH diminue et atteint un maximum autour pH = 3-3,5, lorsque les 

groupes carboxylate dans le squelette de l'alginate deviennent protonés et forment des liaisons 

hydrogènes. 

 

I.1.3 Les hydrogels d’alginate 

 

Un hydrogel est un réseau polymère hydrophile absorbant jusqu’à plusieurs milliers de fois 

son poids sec en eau. Il y a deux types d’hydrogels, les hydrogels physiques ou chimiques. En 

général, les hydrogels physiques sont dits réversibles par leur réseau polymère réticulé par des 

liaisons de type hydrogènes, ioniques, ou hydrophobes. Ces interactions sont réversibles en 

modulant les conditions physiques telles que la force ionique, la température, le pH, une contrainte 
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mécanique, ou en ajoutant un agent compétitif. L’alginate de calcium est un exemple de gel 

physique ionotrope, réticulé par un ion multivalent de charge opposée.283 

 

En général, les hydrogels chimiques sont dits permanents par l’enchevêtrement du réseau 

polymère lié de manière covalente. Ces gels ne sont pas homogènes avec des régions peu 

hydrophiles. Des défauts dans les chaines polymères engendrent une élasticité non permanente du 

réseau.283 

Les hydrogels à base de polymères naturels confèrent une biocompatibilité et une 

biodégradabilité non négligeable pour une application biomédicale. Les hydrogels les plus 

couramment utilisés sont décrits dans le tableau ci-dessous (Tableau 16).70 

 

Tableau 16: Tableau regroupant des polymères les plus utilisés pour former des hydrogels. D'après 
Hamidi et al.70 

 

 

Il existe de nombreuses méthodes pour synthétiser des hydrogels chimiques ou physiques. 

Ces techniques sont décrites dans la Figure 79 ci-dessous.70 
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Figure 79: Les voies de synthèses les plus communes pour former un hydrogel. D’après Hamidi et al.70 

 

I.1.4 La gélification de l’alginate 

 

La formation de l’hydrogel ionotrope physique d’alginate de calcium est effectuée par la 

technique de gélification d’une solution de polyélectrolyte avec un ion multivalent de charge 

opposée (Figure 80). 283,286 

 

Figure 80: Modèle de "boite d'œufs" des liaisons entre les cations bivalents et les blocs monoméres 

des résidus α-L-guluronique et le site de liaison de la séquence GG. D’après Draget et al. 286 
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L’alginate de sodium est gélifié par la présence d’ions bivalents de calcium (Ca2+) ou de 

barium (Ba2+). La gélification de l’alginate n’est pas dépendante de la température. Les deux blocs 

G réticulent instantanément en présence d’ions bivalents par la force électrostatique entre les 

groupements carboxyliques COO- et les cations. Ainsi, un réseau tridimensionnel est formé 

donnant lieu à un hydrogel physique, non lié de manière covalente. Les gels d’alginate composés 

d’un ratio élevé de blocs G/M forment des gels durs et cassants, par rapport à un faible ratio G/M 

produisant des gels mous et élastiques.289 Deux procédés sont possibles pour gélifier l’alginate par 

une diffusion interne ou externe des cations. Le procédé de gélification interne consiste à libérer 

des ions calciums de manière contrôlée à partir d’une solution de calcium initialement présente à 

l’intérieur de l’alginate. Par exemple, un mélange de la solution d’alginate avec du CaCO3, qui 

libère des ions Ca2+ par réaction chimique dans le milieu. Le procédé de gélification externe 

engendre la diffusion de la solution d’alginate dans une solution d’ions calciums (Figure 81).286 

Cette technique permet une gélification instantanée et est très utilisée pour l’encapsulation d’actifs 

dans la bille de gel. Cette méthode sera utilisée lors de ces travaux de thèse.  

 

 

Figure 81: Les deux procédés de gélification. D’après Draget et al.286 

 

 

 

I.1.5 Propriétés physico-chimiques 

 

Les hydrogels sont utilisés comme biomatériaux permettant l’encapsulation et la libération 

d’agents actifs. Les gels d’alginate possèdent de nombreuses propriétés telles que la porosité (~ 5 
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nm), comportement de gonflement, la stabilité, la résistance du gel, la biodégradabilité, et la 

biocompatibilité.283,292–295 

L'alginate est largement utilisé dans l'industrie alimentaire comme épaississant, émulsifiant, 

et stabilisant. Les alginates sont approuvés par la FDA comme additif alimentaire E401. L’alginate 

est biodégradable et biocompatible.278,286 Il n’induit aucune toxicité par voie orale et sous-cutanée. 

L'alginate étant un polymère anionique avec des extrémités carboxyliques, il est aussi un bon agent 

muco-adhésif.284 Cette caractéristique muco-adhésive de l’alginate permet d’être utilisé en vecteur 

de médicaments jusqu’aux tissus muqueux, tels que le tractus gastro-intestinal.290,296  

La libération des macromolécules provenant des gels d’alginate est réduite à des pH acides, 

ce qui peut être un avantage pour le développement d’un système à libération d’actifs par voie 

orale. Théoriquement, le gel d’alginate rétrécit à pH gastrique et les actifs encapsulés ne sont pas 

libérés. Un acide alginique sera formé à ce pH acide, le rendant insoluble. A un pH supérieur à 6 

comme le pH intestinal, l’acide alginique est converti en gel visqueux soluble. Ce comportement 

dépendant du pH est exploité dans des travaux de recherche pour contrôler la diffusion d’actifs. Le 

gel d’alginate se dissout à des pH > 8, provoquant la libération rapide des agents encapsulés. Par 

conséquent, des modifications dans les propriétés physico-chimiques des gels sont nécessaires pour 

contrôler la libération prolongée des actifs.283,294 

La quantité de calcium présente dans le réseau du nanogel peut être permanente ou temporaire 

selon les conditions environnementales. Avec une faible concentration en calcium, des liaisons 

temporaires sont faites entre les associations dimères induites par le calcium du bloc G, donnant 

lieu à des solutions thixotropes très visqueuses. A de fortes concentrations de calcium, une 

gélification se produit grâce aux interactions inter-chaînes.286 

 

I.2 Interactions polymères/Phospholipides : des bicouches supportés sur coussins polymères 

(« cushions » SLB) 

 

La bicouche lipidique supportée sur support solide constitue un modèle de membrane 

cellulaire très utilisé.243,297,298 Le feuillet interne de la bicouche repose sur une interface 

phospholipides/solides le plus souvent espacée de quelques Angström par une couche d’eau.299 

Cette interface solide / cristaux liquides peut : 

1. impacter la mobilité lipidique, 

2.  empêcher l’incorporation de protéines dans le feuillet interne de la SLB, 

3.  induire la dénaturation des protéines au contact de la silice.  
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Afin de contourner ces problèmes structuraux, il est possible d’intercaler un coussin 

polymères hydrophiles entre le feuillet interne de la SLB et le support solide.298,300 Dans cette 

optique, Sackmann a suggéré l’ajout de « coussins » de polymères hydrophiles et souples entre la 

bicouche lipidique et le substrat solide, pouvant ainsi fournir à la fois la lubrification et un 

environnement imitant celui des protéines transmembranaires.300,301 Ce coussin polymère doit être 

souple, hydrophile, d’une densité de charge modérée, réticulé avec une épaisseur inférieure à 100 

nm.302 Ces paramètres sont à prendre en considération pour ainsi conserver efficacement une 

mobilité lipidique et protéique dans la membrane. La cellulose régénérée est un très bon candidat 

comme coussin polymère avec une flexibilité et une hydrophilie avantageuse, permettant la 

formation de bicouches fonctionnelles.303 Le problème récurrent est que les couches de polymères 

n’ont pas d’interactions fortes avec le substrat et la membrane lipidique. La méthode d’assemblage 

de multicouches de polyélectrolytes (PEM) est un meilleur choix pour former un coussin polymère 

dû à sa versatilité. Les PEM sont construits selon la méthode d’auto-assemblage « layer by layer 

(LBL) » ou couche par couche, en utilisant les interactions électrostatiques entre les polymères de 

charges opposées.304 Les polysaccharides sont souvent utilisés pour la construction des PEM en 

raison de leur faible coût, leur hydrophilie, et leur biocompatibilité. Mulligan et al. ont étudié la 

dynamique des bicouches lipidiques adsorbés sur des coussins polymères basés sur le chitosan (+) 

et sur de l’acide hyaluronique (-). Plus récemment, le couple de polymère chitosan et alginate a été 

utilisé pour former des PEM comme support à la bicouche lipidique.305 Shao et al. a démontré que 

les vésicules lipidiques constituées de phosphatidylcholine et d’acide phosphatidique avec un ratio 

4:1 s’absorbent, se rompent, et se propagent pour former des SLB à la surface des PEM d’alginate 

et de chitosan.305 Le mécanisme de formation des bicouches lipidiques sur PEM apparait compliqué 

à modéliser du fait des facteurs physico-chimiques à prendre en compte.255 En effet, les propriétés 

de telles bicouches sont très dépendantes de : 

 

• la nature des vésicules lipidiques utilisées (la composition lipidique, la taille, la 

charge, la pression osmotique, et le changement de phase),  

• la nature du polymère (charge, viscosité, structure 3D, état d’hydratation),  

• la nature du support (la rugosité de surface, la charge, l’hydrophilie, et la pureté du 

support), 

• des propriétés de la phase aqueuse (pH, forces ioniques, la concentration en sel, et la 

température). 
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I.3 Interactions phospholipides/polymères : Encapsulation d’un liposome par un polymère 

 

En 1991, Cohen et al. ont démontré que l’encapsulation de vésicules lipidiques par un gel 

d’alginate de calcium permet de changer les propriétés de perméabilité de la bicouche 

phospholipidique.306 Ce phénomène trouve son explication dans les interactions supramoléculaires 

qui peuvent avoir lieu entre l’alginate et la membrane lipidique. Cohen et al. suggèrent que les 

interactions vésicule lipidique-alginate sont dépendantes de la charge de la tête lipidique.306 Au pH 

physiologique, les interactions entre le polysaccharide chargé négativement et une bicouche 

lipidique composée de lipides anioniques (PC/Cholestérol/PG) sont inhibées, ce qui permet d’éviter 

la libération du fluorophore. Machluf et al. ont décrit la libération de protéines à partir de liposomes 

encapsulés dans des microsphères d’alginate réticulé par du calcium.307 Une autre étude d’Hara et 

Miyake démontre la libération de la calcéine et de l’insuline à parti d’un gel d’alginate de calcium 

encapsulant des vésicules liposomales larges multilamellaires (MLV) in vivo.308 Dai et al. ont 

étudié un système similaire pour la délivrance de protéines en encapsulant de l’albumine dans un 

liposome de type MLV encapsulé dans un gel d’alginate « liposome in alginate ».309 Cette 

microcapsule d’alginate possède une taille uniforme d’environ 120 µm. (Figure 82).  

 

 

Figure 82: Photomicrographes des MVLs (A: ×200) et des liposomes dans alginate (LIA) avec du Ba2+ 
(B: ×100). D’après Dai et al.309 

 

Cuomo et al. démontrent la synthèse de systèmes de moins de 300 nm composés de chitosan 

et d’alginate en 5 couches alternées adsorbées sur une vésicule liposomale. La couche de polymère 

est de 20 nm et permet de limiter la diffusion de l’actif encapsulé le FITC-dextran.310 En 2016, 

Balanc et al. ont étudié la synthèse de microsphères de gel composées soit d’alginate ou soit 

d’alginate recouvert de chitosan. Ces micropshères encapsulent des liposomes de type MLV 

d’environ 470 nm contenant du resveratrol.311 Cette étude révèle que le recouvrement par du 

chitosan et d’alginate a permis de diminuer la taille des particules et de diminuer la diffusion 
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passive des agents encapsulés. D’un autre côté, la capacité de chargement en actif est plus faible 

comparé au recouvrement d’alginate seul.311 

 

Idéalement, un système à délivrance de médicaments avec une libération contrôlée doit 

posséder une efficacité d'encapsulation élevée, une bonne stabilité colloïdale et une faible diffusion 

passive des médicaments. Il est cependant souvent difficile de fournir une couche extérieure 

homogène d'alginate sur une bicouche lipidique et d’obtenir des systèmes nanométriques avec une 

taille inférieure à 100 nm. L’impact d’un « nanogel » d’alginate sur la perméabilité d’une bicouche 

supportée sur silice n’est pas connu. La conception et l’étude de ce type de nanovecteur font l’objet 

de ce chapitre de thèse.  

 

II.Synthèse des nanoparticules mésoporeuses de silice recouverte 

d’une bicouche lipidique et d’une couche polymère  

 

II.1 Notre approche  

 

Notre travail a pour but le développement d’une méthode synthétique reproductible 

permettant l’adsorption d’une couche de quelques dizaines de nanomètre d’un gel d’alginate sur 

nos MSNP+@SLB-. Cette particule devra être biocompatible et posséder une couche externe 

suffisamment résistante pour empêcher la fuite passive de la molécule active encapsulée dans la 

matrice silicatée.  

L’élaboration de cet objet découle de la synthèse des MSNP+@SLB- par ultrasonication. Pour 

adsorber un polymère anionique sur une base anionique, il faut fonctionnaliser la bicouche par des 

lipides cationiques. Pour cela, un liposome pré-formulé composé de lipides cationiques DOTAP 

sera adsorbé sur la SLB anionique par post-insertion « médiée » par les forces électrostatiques et 

par l’ultrasonication. L’insertion du lipide cationique DOTAP va servir à inhiber la charge négative 

de notre SLB afin de permettre l’adsorption du polymère anionique, l’alginate de sodium. Les 

liposomes DOTAP post-fonctionnalisés peuvent induire un potentiel zêta neutre ou positif selon la 

quantité de lipides adsorbés et la structure lamellaire adoptée (SUV / MLV). La charge de surface 

de la bicouche lipidique peut se révéler avoir un caractère critique. Si le potentiel zêta est trop 

positif après insertion des lipides DOTAP, on peut s’attendre à l’adsorption d’une importante 

quantité d’alginate, ce qui entrainera une agrégation inter-particulaire et la formation d’un système 

matriciel. Si le potentiel zêta est proche de la neutralité, l’alginate s’adsorbera en quantité moindre 
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dans l’eau pure. La couche d’alginate ainsi formée est ensuite réticulée en présence d’une solution 

de chlorure de calcium (Figure 83). Un nanogel peut être ainsi formé et potentiellement bloquer la 

diffusion passive des molécules actives encapsulées. La couche polymère permet d’ajouter à nos 

vecteurs des propriétés gastro-résistantes, muco-adhésives, et une meilleure stabilité en phase 

émulsionnée. Notre démarche expérimentale consiste à confirmer ou réfuter les hypothèses 

précédemment formulées. 

 

 

Figure 83: Mécanisme de synthèse des Algicells. 

 

 

II.2 Démarche expérimentale  

 

Préalablement, les MSNP+@SLB- sont formulés suivant la méthode de formulation par 

ultrasonication décrite dans l’annexe 1.  

Formulation des MSNP+@SLB-.  Pour la formulation des MSNP+@SLB-, le même protocole 

expérimental de la synthèse des MSNP+@SLB- avec l’ultrasonication. L’excès de liposomes non 

adsorbés sur les MSNP+ n’est pas retiré par centrifugation comme dans la méthode initiale. 

 

Formulation de vésicules liposomales cationiques. Pour formuler des liposomes cationiques, le 

lipide DOTAP est utilisé à la place du DOPS. Le ratio des phospholipides est le suivant : 

DPPC/DOTAP/Cholestérol 75/20/50. Les lipides sont mis dans un tube en verre et évaporés sous 

vide pour former un film lipidique. Le film lipidique est « redispersé » dans 4 mL d’eau milliQ 

puis ultrasoniqué pendant 20 min à 29 % d’amplitude en mode pulsé 10 s/10 s sous Argon. Les 
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liposomes DOTAP sont ensuite centrifugés à 10000 rpm pendant 10 min pour retirer les particules 

de titane provenant de la sonde et les agrégats lipidiques. 

 

Adsorption des liposomes DOTAP sur les MSNP+@SLB-. La préparation liposomale cationique 

obtenue est mélangée à la solution de MSNP+@SLB- par ultrasonication pendant 4 min en mode 

pulsé 10 s/10 s avec une amplitude de 29 %. Les excès de liposomes DOPS et de liposomes DOTAP 

sont retirés par centrifugation à 45000gn pendant 20 min. La solution MSNP+@SLB- + liposomes 

DOTAP est redispersée dans du tampon HEPES (10 mM, 145 mM de NaCl à pH = 7,4). 

  

Adsorption de la couche d’alginate de sodium. Pour adsorber l’alginate de sodium sur 

MSNP+@SLB- + liposomes DOTAP et ainsi former le nanogel, la suspension est mélangée sous 

agitation mécanique avec 2 % en masse d’alginate de sodium. L’excès d’alginate non adsorbé est 

retiré par centrifugation à 45000gn pendant 20 min. La solution MSNP+@SLB- + liposomes 

DOTAP + alginate est redispersée dans du tampon HEPES (10 mM, 145 mM de NaCl à pH = 7,4).  

 

Réticulation du nanogel d’alginate. Une solution à 50 mM de chlorure de calcium est mélangée 

à la solution de MSNP+@SLB- + liposomes DOTAP + alginate pour permettre la formation du 

nanogel. L’excès de chlorure de calcium est retiré par centrifugation à 45000gn pendant 20 min. La 

solution de nanocapsules est « redispersée » dans du tampon HEPES 10 mM, 145 mM de NaCl à 

pH = 7,4. 

Une étape d’ultrasonication de 2 min pulsé à 10 s/10 s est nécessaire après l’adsorption de la 

couche d’alginate et après la réticulation par la solution de calcium pour retirer l’agrégation inter-

particulaire (Figure 84).  

Aucuns travaux dans la littérature n’ont démontré la formulation de ce type de nanovecteur. 

Ces nanocapsules innovantes ont donc donné lieu à un brevet « Nanocapsules and method for 

manufacturing thereof » et portant le numéro suivant : LU100023. Ces nanocapsules synthétisées 

portent le nom d’« Algicells ».312  
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Figure 84: Démarche expérimentale de préparation des Algicells. 
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III.Caractérisations physico-chimiques 

 

III.1 Microscopie électronique à transmission  

 

 

Figure 85: Image de cryo-MET des Algicells. Echelle : 50 nm. 

 

L’analyse cryo-TEM des nanocapsules confirme le recouvrement complet de la couche 

polymère. Cette couche organique présente des hétérogénéités morphologiques avec une épaisseur 

plus ou moins importante. Ces nanocapsules possèdent une taille de 69 ± 11 nm. L’épaisseur de la 

couche d’alginate + SLB est de 22 ± 3 nm (Figure 85). Les différences de morphologies des 

nanocapsules peuvent être expliquées par les forces mécaniques induites lors de l’étape de 

l’ultracentrifugation (Figure 86). Ce nanogel est probablement composé d’une couche polymère 

externe réticulée. Cette couche protectrice permet de supprimer l’agrégation inter-particulaire des 

MSNP+@SLB-. Avec le revêtement polymère, nous ne pouvons pas valider la présence de la 

bicouche supportée entre la couche d’alginate et la NP de silice. D’autres analyses physico-

chimiques sont requises pour valider la composition des nanocapsules après leur formulation. De 
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plus, une couche « de contraste » de quelques nanomètres recouvre les nanocapsules « Algicells », 

ce type de couche n’est pas connu de la littérature. La porosité de la matrice de silice n’est pas 

visible sur les images de cryo-MET, due à un problème de défocalisation pendant l’analyse. 

 

 

Figure 86: Différentes morphologies de la nanocouche de gel d'alginate. Echelle : 50 nm. 

 

 

III.2 Contrôle de fonctionnalisation par zêtamétrie et diffusion dynamique de la lumière 

 

Le diamètre hydrodynamique et le potentiel zêta des nanocapsules ont été étudiés pour 

valider la fonctionnalisation des couches de lipides et de polymères à chaque étape de synthèse 

(Tableau 17). Cette caractérisation a été effectuée par l’instrument Zetasizer de Malvern 

Instrument. Pour formuler de manière efficace les « Algicells », la concentration particulaire est 

diminuée de 5 à 2 mg/mL pour éviter l’agrégation inter-particulaire. 

 

 

Préalablement, les liposomes cationiques sont formulés par le procédé d’ultrasonication. 

Cette méthode permet d’obtenir des SUV composées de DPPC/DOTAP/Chol avec le ratio molaire 

suivant 70/20/50. Dans l’eau milliQ, les liposomes cationiques possèdent une taille de 70 ± 15 nm 

et une charge de surface cationique de + 27 ± 4 mV.   
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Tableau 17: Diamètres hydrodynamiques et zêta potentiel à chaque étape de la synthèse des Algicells. 

 

Composition des formulations Taille (nm) 
Zêta potentiel 

(mV) 

Liposomes DOTAP 

(DPPC/DOTAP/CHOL) 
70 ± 15 +27,40 ± 4,00 

MSNP+@SLB- 120 ± 16 - 40,00 ± 10,00 

MSNP+@SLB-/DOTAP 172 ± 11 -4,33 ± 5,00 

MSNP+@SLB-/DOTAP + 

Alginate 
168 ± 16 -18,53 ± 6,00 

Algicells 114 ± 15 -15,10 ± 3,00 

 

 

Les MSNP+@SLB- sont synthétisés par la méthode d’ultrasonication décrite dans l’annexe 

1. Dans l’eau milliQ, les MSNP+@SLB- obtenues par l’ultrasonication ont une taille de 120 ± 16 

nm et un potentiel zêta anionique de - 40 ± 10 mV.  

Afin de moduler le potentiel zêta des SLB, des liposomes DOTAP ont été ajouté à une 

solution de MSNP+@SLB- : 

• CAS 1 : soit après leur purification (absence de liposome DOPS)   

• CAS 2 : soit juste après leur préparation (présence de liposome DOPS)  

Dans les deux cas, cette post-fonctionnalisation est effectuée dans l’eau milliQ pour ne pas 

masquer les charges de surface des NP par les ions présents dans le tampon HEPES.  

 

Résultats du cas 1 : Les MSNP+@SLB-/DOTAP formées ont une charge de surface positive 

de + 42 ± 5 mV. En utilisant ces particules cationiques, on observe une perte de stabilité colloïdale 

suite à l’adsorption de l’alginate. Cette agrégation s’est révélée irréversible.  

Résultat du cas 2 : L’adsorption des liposomes DOTAP sur les MSNP+@SLB- non purifiées 

a donné lieu à une charge de surface de -4 ± 5 mV et une taille de 172 ± 11 nm. Cette charge 

presque neutre des NP formulées peut être expliquée par la présence des lipides de charges opposés 

DOTAP et DOPS dans les feuillets des couches lipidiques. On peut suggérer que le liposome 

DOTAP ne forme pas une seconde bicouche lipidique de nature cationique sur MSNP+@SLB-, 

puisque le potentiel zêta n'est pas positif mais proche de la neutralité. Les lipides DOTAP sont donc 
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post-insérés dans la bicouche lipidique, induisant une densification de la bicouche par les lipides 

DOTAP promue par le procédé d’ultrasonication. Cette hypothèse pourra être confirmée par la 

suite via une analyse LC-MS de la distribution lipidique. Les liposomes DOPS et DOTAP en excès 

sont retirés par centrifugation. Les MSNP+@SLB-/DOTAP sont « redispersés » dans le tampon 

HEPES (10 mM, 145 mM de NaCl à pH = 7,4) avant adsorption du polymère anionique. 

Contrairement au cas 1, nous n’observons pas d’agrégation irréversible. La neutralité de l’objet 

MSNP+@SLB-/DOTAP induit une adsorption modérée de l’alginate. Cet objet possède une taille 

de 168 ± 16 nm et un potentiel zêta de -19 ± 6 mV, conforme au recouvrement homogène de 

l’alginate sur les MSNP+@SLB-/DOTAP. L’excès d’alginate de sodium non adsorbé sur les NP est 

éliminé par centrifugation. Les MSNP+@SLB-/DOTAP/Alginate seront « redispersées » dans un 

tampon HEPES par bain de sonication.   

 

Pour former un nanogel, l’alginate de sodium est réticulé par addition d’une solution de 

chlorure de calcium. Cette étape de réticulation va former des nanocapsules ou les « Algicells ». 

Leur taille DLS est de 114 ± 15 nm et une charge de surface de -15 ± 3 mV. La charge de surface 

des Algicells n’a pas été modifiée de manière significative par l’adsorption des ions calciums (Ca2+) 

nécessaire pour la réticulation du gel. Le diamètre hydrodynamique du nanogel synthétisé est 

similaire à celui des MSNP+@SLB- validant leur bonne stabilité colloïdale. Dans le tampon 

HEPES, les Algicells possèdent une charge de surface anionique, ce qui démontre que les ions 

HEPES diffusent péniblement dans le gel. Cette stabilisation électrostatique permet une bonne 

stabilité colloïdale des nanocapsules dans le tampon HEPES.  

 

 

III.3 Spectrométrie de masse par chromatographie en phase liquide  

 

Les lipides constituant la bicouche lipidique sont quantifiés en utilisant une chromatographie 

liquide couplée au spectromètre de masse (LC-MS). Après la synthèse des MSNP+@SLB-, 

MSNP+@SLB-/DOTAP et des Algicells, les lipides sont extraits en déstabilisant la bicouche 

lipidique. Les nano-objets sont dispersés dans un mélange volumétrique dichlorométhane et 

méthanol (9:1) pour permettre la désorption des lipides recouvrant les MSNP+. Les lipides extraits 

et les NP de silice sont séparés par une étape de centrifugation (Figure 87). La méthode d’analyse 

est décrite dans l’annexe 1. 
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Figure 87: Chromatogramme des lipides constituant la bicouche lipidique : Cholestérol, DOTAP, 
DPPC, et DOPS. 

 

Lors de cette analyse, nous avons suivi la concentration lipidique de chaque constituant de la 

bicouche pour observer l’impact de l’adsorption du liposome DOTAP et de la couche polymère sur 

les MSNP+@SLB-. Deux hypothèses sont investiguées : 1) un arrangement lipidique aura lieu pour 

former deux bicouches lipidiques de type MLV. 2) ou une densification de la bicouche 

lipidique.245,246,251 

 

Tableau 18: Concentration en µg/mL des lipides extraits de la bicouche lipidique des MSNP+@SLB- 

et des MSNP+@SLB-/DOTAP. 

 

µg/ml DPPC DOPS CHOL DOTAP 

MSNP+@SLB- 210 ± 25 34 ± 3 77 ± 2 N/A 

MSNP+@SLB-/DOTAP 206 ± 26 30 ± 2 69 ± 3 45 ± 10 

 

La quantification des lipides des MSNP+@SLB- a permis de déterminer la concentration des 

lipides DPPC, DOPS, et cholestérol (Tableau 18). Les proportions molaires des MSNP+@SLB- 

sont similaires à celles décrites dans le chapitre III. La présence d’une bicouche lipidique supportée 

est bien confirmée par ces résultats.  

La méthode d’extraction de la SLB-/DOTAP sur les MSNP+ s’est avérée être efficace pour 

déstabiliser tous les lipides présents en vue des résultats du tableau. L’analyse quantitative des 
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MSNP+@SLB-/DOTAP permet de confirmer l’hypothèse 2 suggérée précédemment. En effet, 

l’adsorption du liposome DOTAP sur les MSNP+@SLB- n’engendre pas la formation de bicouches 

lipidiques de type MLV. Les concentrations des lipides DPPC, DOPS, et cholestérol sont similaires 

à celles présentes dans les MSNP+@SLB-. On observe l’incorporation de lipides DOTAP dans la 

SLB sans une modification quantitative des autres lipides. Donc, les liposomes cationiques DOTAP 

densifient la bicouche lipidique anionique par post-insertion des lipides DOTAP. Ce mécanisme 

est celui de la post-insertion des lipides promue par le procédé d’ultrasonication.  

 

Tableau 19: Concentration en µg/mL des lipides extraits de la bicouche lipidique des MSNP+@SLB-

/DOTAP et des Algicells. 

 

µg/ml DPPC DOPS CHOL DOTAP 

MSNP+@SLB-/DOTAP 206 ± 26 30 ± 2 69 ± 3 45 ± 10 

Algicells 187 ± 47 50 ± 4 47 ± 2 26 ± 5 

 

 

Pour les Algicells, les résultats présentés montrent que la proportion de DPPC et de 

cholestérol varie de manière peu significative (Tableau 19). Ce résultat suggère la présence d’une 

bicouche lipidique de nature proche de celle des MSNP+@SLB-/DOTAP. Toutefois, les 

concentrations en DOTAP et DOPS varient de manière non cohérente avec les résultats précédents. 

Une des hypothèses est la présence de l’alginate qui peut induire un biais dans l’efficacité 

d’extraction des lipides avant analyse LC-MS. En effet, l’alginate de sodium n’est pas miscible 

dans les solvants organiques tels que le dichlorométhane et méthanol, ce qui peut engendrer une 

sédimentation de celui-ci. L’alginate, non solubilisé et chargé négativement, a alors une forte 

affinité avec le lipide cationique DOTAP qui peut donc être éliminé par centrifugation. Les lipides 

DOPS sont quant à eux désorbés de manière efficace du fait de leur neutralité avec l’alginate. Ce 

biais d’extraction peut ainsi expliquer les résultats du Tableau 19. 

 

Après l’adsorption de la couche d’alginate de sodium, la composition lipidique de la SLB est 

proche à celle des MSNP+@SLB-/DOTAP. On peut conclure que les lipides sont présents après 

l’adsorption de la couche polymère. Cette analyse permet de connaitre la composition structurale 

de notre objet, non visible par cryo-MET. L’échange thermodynamique des lipides est observé par 
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ces résultats. La répartition des lipides DOPS et DOTAP dans la SLB démontre bien l’efficacité de 

la post-insertion des lipides DOTAP dans la bicouche lipidique par le procédé d’ultrasonication. 

Nous avons alors étudié les capacités de libération d’actifs de ces nouveaux systèmes 

« Algicells ».  

 

IV. Propriétés fonctionnelles des nanoparticules mésoporeuses de 

silice recouvertes d’une bicouche lipidique et d’une couche 

polymère 

 

IV.1 Capacité d’encapsulation de molécules actives et comportement en milieux 

physiologiques  

 

Le potentiel des MSNP, des MSNP+, des MSNP+@SLB-, et des MSNP+@SLB-/PEG de 

confiner et de libérer les molécules actives a été étudié en utilisant deux sondes moléculaires, la 

rhodamine B et la calcéine. Les résultats de cette étude ont été présentés dans les chapitres II et III. 

La même étude des capacités d’encapsulation des Algicells est décrite dans cette partie.  

La capacité d’encapsulation en fluorophores a été quantifiée après le procédé de formulation 

des Algicells. La procédure de fabrication des « Algicells » n’induit pas de perte d’actif supérieure 

à celle des MSNP+@SLB- (Tableau 20). L’ajout de l’alginate a permis de diminuer la diffusion 

d’actif lors des étapes de centrifugations. Il y a 3 étapes de centrifugation lors de la synthèse des 

Algicells.  

 

1. Une centrifugation pour retirer l’excès de liposomes avec une perte importante en 

calcéine : 40%. 

2. Une centrifugation pour retirer l’alginate en excès avec une diffusion faible en 

calcéine : 13%. 

3. Centrifugation pour retirer l’excès de calcium dans la solution avec une diffusion 

moindre de calcéine : 8%. 

 

Ces différentes étapes de centrifugation permettent de confirmer que la couche adsorbée 

d’alginate contre efficacement la diffusion passive de la calcéine. 
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Tableau 20: Capacité de chargement des Algicells avec la rhodamine B et la calcéine. 

 

Capacité de 

chargement en  

% 

Algicells  Rhodamine B 11 

Algicells  Calcéine 6 

 

 

La libération de la rhodamine B et de la calcéine a été étudiée dans les conditions 

physiologiques suivantes : dans le tampon HEPES (pH = 7,4) et le milieu cellulaire (avec 10 % de 

sérum) et à différents temps d’incubation : 2h, 4h, 24h, 48h, et 96h à 37,5 °C. Cette méthode est 

décrite dans l’annexe 1.  

 

Figure 88: Profil de libération de la calcéine dans les Algicells et MSNP+@SLB- aux temps 

d’incubation de 2h et de 96h.  

 

Au bout de 4 jours d’incubation, les MSNP+@SLB- libèrent 70 % de la calcéine encapsulée 

dans le milieu de culture (Figure 88). Cette fuite de calcéine est diminuée de 50 % par la présence 

de la couche polymère. La couche d’alginate permet ainsi de stabiliser les nanovecteurs dans les 

milieux biologiques.  
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Les Algicells libèrent la même quantité de calcéine, environ 25 %, à 2 heures et 96 heures 

dans l’HEPES et le milieu de culture. Cet effet peut être expliqué par deux hypothèses : 

 

1. Une libération rapide ou « burst release » de la calcéine est induite dès l’incubation des 

vecteurs dans les milieux physiologiques. Cet effet peut être expliqué par la désorption 

du fluorophore dans la couche polymère pendant le procédé de formulation des 

Algicells. Cette fraction d’actif sera ainsi désorbée dans le milieu externe. 

 

2. Une autre hypothèse est envisagée, celle de l’impact mécanique lié à la centrifugation 

en présence d’un filtre de cellulose. En effet pour quantifier la libération d’actif, une 

étape de centrifugation est requise pour séparer les NP et la fraction d’actifs libérée. 

Cette étape de centrifugation peut avoir un effet néfaste sur la structure du nanogel 

comme discuté pour les MSNP+@SLB- dans le chapitre III. Cet impact mécanique peut 

induire la désorption active des agents encapsulés. 

 

L’hypothèse 2 peut être surprenante compte tenu de l’impact d’une centrifugation 45000gn 

effectuée pour retirer l’excès de calcium/Alginate, où aucune fuite n’est observée. On peut toutefois 

noter que ces centrifugations ont été faites en présence d’un excès d’alginate ou de calcium. Ces 

excès peuvent induire une meilleure stabilisation du système par rapport aux particules diluées et 

purifiées. 

 

Pour pouvoir conclure définitivement sur ces deux hypothèses, il faudrait investiguer une 

autre méthode de quantification de la fuite réelle des actifs encapsulés avec un stress limité sur nos 

objets.  

Pour conclure, la densification de la SLB mais surtout par la présence de la couche d’alginate 

permet d’empêcher la diffusion passive des agents encapsulés. 
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Figure 89:Profil de libération de la Rhodamine B dans les Algicells et MSNP+@SLB- à 2h et 96h. Le 

triton X-100 est un contrôle positif puisqu'il déstabilise les membranes biologiques. 

 

Dans le cas de la rhodamine B, aucune fuite n’est observée dans le cas des Algicells et des 

MSNP+@SLB- (Figure 89). Cet effet a été déjà démontré dans le cas des MSNP+@SLB- et des 

MSNP+@SLB-/PEG dans le chapitre III. En effet, la rhodamine B a une forte affinité pour la matrice 

silicatée, celle-ci est augmentée par la présence de la fonctionnalisation asymétrique APTES. Nous 

ne pouvons pas conclure dans le cas de la rhodamine B si le recouvrement polymère des 

MSNP+@SLB- est un avantage ou non.  

 

 

Figure 90: Profil de libération de la calcéine des Algicells et MSNP+@SLB- en présence de tensioactifs 

après 96 heures d’incubation. 
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L’effet des tensioactifs en contact avec les Algicells a été étudié dans l’optique d’une 

application cosmétique (Figure 90). Les émulsions ou crèmes cosmétiques sont composées en 

grande majorité de tensioactifs (~10 à 20 %). En présence de tensioactifs, seulement 40% de la 

calcéine est libérée en 96 heures dans le cas des Algicells. Les MSNP+@SLB- libèrent la totalité 

du fluorophore en à peine deux heures d’incubation. Lors de cette étude, les conditions 

expérimentales ne sont pas les plus favorables pour limiter l’impact des tensioactifs sur nos 

particules. En effet, les particules se trouvent dans un milieu dilué avec viscosité proche de celle 

de l’eau. Dans une formulation cosmétique, la viscosité est généralement plus importante, ce qui 

permet de diminuer l’impact des tensioactifs sur notre système et rendre le système « Algicells » 

potentiellement stable sur une plus longue période.  

 

De ces expériences, nous concluons que les Algicells confinent efficacement les fluorophores 

dans les milieux physiologiques et en présence de tensioactifs. Les propriétés structurales de ces 

nanogels permettent de contrôler efficacement la libération des agents encapsulés. 

 

IV.2 Étude de l’adsorption des protéines  

 

Pour étudier les propriétés biologiques des Algicells, nous avons également déterminé la 

quantité de protéines adsorbées à la surface des NP. Cette quantification a été effectuée sur les 

MSNP, MSNP+@SLB-, MSNP+@SLB-/PEG, MSNP+@SLB-/DOTAP, et les Algicells. Ces 

nanovecteurs ont été incubés pendant une heure dans du plasma humain (Figure 91). La méthode 

d’adsorption des protéines est décrite dans l’annexe 1. 

Les Algicells adsorbent à leur surface cinq fois moins de protéines que les MSNP. Ce 

résultat est similaire à celui des MSNP+@SLB-. Comme décrit dans le chapitre III, la bicouche 

lipidique permet de diminuer l’interaction entre les protéines plasmatiques et les MSNP+@SLB-. 

Cet effet est similaire avec la présence de la couche polymère sur la bicouche lipidique. L’analyse 

protéique avec la présence des lipides cationiques DOTAP dans la SLB démontre une quantité 

similaire de protéines adsorbées à la surface des Algicells et des MSNP+@SLB-.   

On peut conclure que la couche polymère permet de diminuer l’adsorption des protéines 

plasmatiques en comparaison avec les MSNP.  
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 Figure 91: Quantification des protéines adsorbées sur les MSNP, MSNP+@SLB-, MSNP+@SLB-

/DOTAP, et Algicells. 
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Conclusion 

 

Dans ce chapitre IV, nous avons démontré l’adsorption efficace d’une couche polymère à la 

surface des MSNP+@SLB-. Notre méthode de synthèse et l’objet en découlant sont uniques et 

innovants, ce travail a donné lieu à un brevet et une publication scientifique est planifiée pour mi-

2018.   

Les MSNP+@SLB- et les MSNP+@SLB-/PEG possèdent des limites structurales avec une 

légère perméabilité membranaire. Cette perméabilité a été supprimée par l’adsorption du polymère 

alginate sur les MSNP+@SLB-. 

Nous avons démontré avec succès le recouvrement homogène des MSNP+@SLB- par une 

couche polymère d’alginate par cryo-MET. L’adsorption de la couche d’alginate est rendue 

possible par la post-insertion préalable de lipides cationiques dans la bicouche lipidique. 

L’adsorption des liposomes cationiques est régie par les forces électrostatiques promue par 

l’ultrasonication. La présence de la bicouche lipidique après adsorption de la couche polymère a 

été validée et quantifiée par LC-MS. 

La présence de la couche polymère a permis de contrôler et de supprimer la diffusion passive 

des agents encapsulés comparé aux MSNP+@SLB-. Un revêtement polymère a ainsi scellé le 

système de manière efficace et limité la libération de la calcéine dans les milieux physiologiques. 

La libération des actifs encapsulés dans le nanogel peut aussi être modulée et induite par des stimuli 

externes tels que la température, le pH, et des forces mécaniques. 

L'amélioration de la stabilité colloïdale et la rétention d’actifs dans la porosité sont des 

avantages considérables pour l'incorporation de ces nanocapsules dans des crèmes, des émulsions, 

ou dans des hydrogels. La présence de la couche d’alginate permet de mieux contrôler la libération 

des actifs encapsulés. Celle-ci peut être limitée dans les pH acides, par exemple dans l’estomac, 

grâce aux propriétés physiques de l’alginate. En jouant sur l’ingénierie moléculaire, diverses 

administrations peuvent être appréhendées telles que la voie orale, topique, et locorégionale.  
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Introduction  

 

Comme décrit précédemment, les nanoparticules mésoporeuses de silice sont utilisées pour 

différentes applications biomédicales, telles que l'administration de médicaments, l'imagerie 

thérapeutique, et le diagnostic.16,169,313,314 Dans le chapitre III, nous avons démontré les propriétés 

biologiques pertinentes des MSNP recouvertes par une bicouche lipidique. En effet, elles possèdent 

une bonne hémocompatibilité, une biocompatibilité, et permet de confiner des agents actifs dans la 

matrice silicatée. Ces avantages considérables font des MSNP+@SLB- un système à délivrance de 

médicaments de choix pour une application biomédicale. Dans le chapitre IV, nous avons montré 

que la libération prématurée d’actifs (calcéine) peut être régulée par le recouvrement d’un nanogel 

calcium-alginate. Dans le chapitre III, a contrario nous avons observé que d’autres actifs tels que 

la rhodamine B ont un profil de libération lent. Afin de moduler la cinétique de libération, nous 

proposons d’utiliser l’hyperthermie magnétique comme un déclencheur externe de libération. Ceci 

permettrait la libération des actifs à un moment choisi et/ou sur une cible choisie. Pour cela, nous 

avons initié l’incorporation de nanoparticules d’oxydes métalliques dans les MSNP. Le candidat 

idéal est la nanoparticule d’oxyde de fer Fe3O4 ou « superparamagnetic iron oxyde nanoparticles 

(SPIONP) ». Comme décrit dans le chapitre I, ces NP d’oxyde de fer sont approuvées par la FDA 

comme agent de contraste et pour une administration chez l’homme pour traiter le glioblastome 

par effet local d’hyperthermie en Europe.118,315  

Nous souhaitons incorporer ces nanoparticules dans la matrice silicatée afin de jouer ainsi le 

rôle de traceur biologique (contrastant IRM) et/ou déclencher le phénomène d’hyperthermie. Sous 

l’application d’un champ magnétique alterné, les nanoparticules d’oxydes de fer sont échauffées et 

provoquent l’effet d’hyperthermie localisé dans la matrice de silice. Cette approche s’appuie sur 

l’hypothèse que ce phénomène devrait induire la déstabilisation de la bicouche lipidique et 

provoquer la désorption des agents actifs encapsulés par physisorption sur la matrice silicatée.316  

Dans ce chapitre V, nous décrivons les propriétés et la synthèse des nanoparticules d’oxydes 

de fer. En deuxième partie, les différentes méthodes pour incorporer des nanoparticules d’oxydes 

de fer dans la matrice de silice sont décrites. La caractérisation des nanoparticules magnétiques 

synthétisées est présentée dans la troisième partie. L’approche et les résultats de l’incorporation 

des NP Fe3O4 sont détaillés en quatrième partie. La dernière partie est consacrée à l’établissement 

d’une preuve de concept concernant la libération d’actif contrôlée par l’hyperthermie magnétique.  
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I. Les nanoparticules d’oxyde de fer  

I.1 Leurs propriétés  

 

Les oxydes de fer existent sous différentes formes dans la nature, et les plus communes sont : 

la magnétite (Fe3O4), la maghémite (γ-Fe2O3), et l’hématite (α-Fe2O3). La magnétite est un oxyde 

de fer noir possédant les propriétés de magnétisme les plus élevées.317,318 

 
Figure 92: Applications en diagnostique et thérapie des SPIONP.317 

 

 

L’utilisation des nanoparticules de magnétite a reçu une attention considérable dans le 

développement d’immuno-dosages, en tant qu’agents de contraste pour l’imagerie par résonnance 

magnétique ou comme agent de ciblage en système à délivrance de médicaments (Figure 92).317 

En effet, ces nanoparticules sont superparamagnetiques à température ambiante. L’aimantation 

peut conduire à une agglomération de ces particules, et cet effet doit être empêché dans le corps 

humain pour éviter le blocage des vaisseaux sanguins. Les particules magnétiques nécessitent 

d’être stables dans l’eau à pH neutre et dans des conditions physiologiques pour des applications 

biologiques et biomédicales. La stabilité colloïdale des fluides ferromagnétiques est dépendante de 

la taille des particules, qui doivent être suffisamment petites pour réduire les précipitations 

particulaires dues aux forces de gravitation, de la charge, et de la chimie de surface. La magnétite 

et la maghémite sont les oxydes de fer les plus couramment utilisés pour les applications 

biomédicales.319,320 Les nanoparticules de magnétite superparamagnétiques combinées avec 
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d’autres vecteurs (liposome, polymère, silice) permettent la délivrance de médicaments localement 

(guidage magnétique) et à une cible définie.321–325 La magnétite et la maghémite sont prometteuses 

pour des applications biomédicales en raison de leur biodégradabilité et leur toxicité contrôlée (à 

dose restreinte) dans le corps humain.319,326,327 L’application principale de ces particules est dans 

le domaine des bio-dosages avec l’application d’un champ magnétique externe in vitro. Parmi 

beaucoup d’autres, Wang et al. ont notamment utilisé les SPIONP pour détecter les interactions de 

l’ADN avec les protéines.328 

 

Les particules magnétiques sont utilisées in vivo dans l’imagerie par résonnance magnétique 

(IRM) comme agents de contraste.329 La magnétite superparamagnétique est utilisée pour 

différencier les tissus sains de ceux malades. Les particules superparamagnétiques sont 

généralement recouvertes d’une couche de polysaccharides pour améliorer leur stabilité 

colloïdale.318  

 

Ces particules magnétiques peuvent également être utilisées pour leurs propriétés 

d’hyperthermie pour la thérapie cancéreuse. En Europe, Magforce a obtenu l’approbation pour le 

traitement du glioblastome en utilisant l’hyperthermie magnétique.118 Soumis à un champ 

magnétique alterné, les nanoparticules superparamagnétiques produisent un échauffement du 

milieu de 41 à 45°C dans les cellules tumorales. Cette hyperthermie induit des lésions tissulaires 

irréversibles dans les tissus malades.  

 

Comme illustré sur la Figure 93, Chen et al ont conçu un nanovecteur MSN@Fe3O4 constitué 

de nanoparticules mésoporeuses de silice encapsulant des NP magnétiques.330 En absence de champ 

magnétique alterné, une quantité négligeable de principe actif est libérée. Sous l’action d’un champ 

magnétique externe, les liaisons non covalentes entre les molécules du principe actif sont rompues 

et ainsi une libération rapide du médicament s’ensuit. La cinétique de libération de Camptothécine 

est dépendante de la durée et de la force du champ magnétique (Figure 93). 
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Figure 93 : Représentation schématique de la synthèse et de la structure des nanoparticules Fe3O4 
encapsulées dans des nanovecteurs mésoporeux de silice. La libération du principe actif est contrôlée par 

un stimulus magnétique. D’après Chen et al.330  

 

 

Cette stratégie peut être également suivie pour fragiliser l’intégrité des bicouches lipidiques 

(Figure 94). La chaleur dégagée permet de changer la conformation des molécules thermosensibles 

et pour les faire diffuser à travers la matrice de silice.331 En dehors des lipides, d’autres matériaux 

organiques peuvent être thermosensibles et être utilisés pour boucher les pores des MSNP comme 

les pseudorotaxanes.332 Cette nouvelle stratégie peut jouer un rôle important dans le développement 

de systèmes à délivrance de médicaments à contrôle thermique et magnétique pour la thérapie 

cancéreuse.331 

 

 

Figure 94: Déclenchement de la libération d’actifs en déstabilisant la bicouche lipidique recouvrant les 

nanoparticules mésoporeuses de silice contenant des SPIONP par application d’un champ magnétique 

alterné. D’après Bringas et al.331 
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I.2 La synthèse par coprécipitation 

 

La technique de la coprécipitation est la voie chimique la plus simple et la plus efficace pour 

obtenir des particules superparamagnétiques de Fe3O4. Cette méthode a été décrite par Sugimonto 

et al. en utilisant du nitrate de potassium et de l’hydroxyde de potassium.333 Les oxydes de fer 

Fe3O4 sont préparés en mélange stœchiométrique de sels ferreux et ferriques. La réaction chimique 

de la formation des Fe3O4 est décrite par l’équation suivante (5) :  

 (5) 𝐹𝑒2+  + 2𝐹𝑒3+  + 8 𝑂𝐻−  → 𝐹𝑒3𝑂4 + 4𝐻2𝑂 

 

Suivant la thermodynamique de cette réaction, la précipitation complète de Fe3O4 se fait à un 

pH compris entre 8 et 14, avec un ratio stœchiométrique de 2:1 (Fe3+/Fe2+) dans un environnement 

contrôlé en oxygène. La magnétite est obtenue sous forme d’un précipité noir. Toutefois, la 

magnétite (Fe3O4) n’est pas très stable et est sensible aux réactions d’oxydation. La magnétite se 

transforme alors en maghémite superparamagnétique (γ-Fe2O3) en présence d’oxygène (6).318 

(6) 𝐹𝑒3𝑂4 + 2𝐻+  →  𝛾𝐹𝑒2𝑂3 + 𝐹𝑒2+ + 𝐻2𝑂 

 

 

Figure 95 : Représentation schématique du mécanisme de formation des particules de magnétite à partir 
d’un mélange aqueux de chlorures ferreux et ferriques par l’addition d’une base. La magnétite précipitée 

est de couleur noire. D’après Gupta et al.334 

 

La méthode de synthèse la plus commune a été décrite par Massart.335 L’addition d’une base 

est effectuée dans la solution aqueuse contenant des ions ferreux (Fe2+) et ferriques (Fe3+) à un ratio 

stœchiométrique 1:2, cela produit un précipité noir de NP magnétiques sphériques avec une taille 

uniforme nanométrique inférieure à 20 nm (Figure 95). Dans cette synthèse, il est très important de 

ne pas avoir d’oxygène pendant la réaction de coprécipitation, sinon la magnétite peut s’oxyder en 
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hydroxyde ferrique dans le milieu réactionnel. Récemment, Sen et al. ont publié une étude 

comparant les méthodes de Massart et Sugimoto pour synthétiser de la magnétite.336 Il a été 

démontré que la méthode de Sugimoto produisait de larges particules avec une taille comprise entre 

30 et 200 nm d’une forme rhombique (avec agitation du milieu réactionnel) et sphérique (sans 

agitation). La méthode de Massart permet d’obtenir des particules sphériques d’une taille inférieure 

à 20 nm.335 La taille et la morphologie des NP de magnétite peuvent être contrôlées en modulant 

les ratios des ions hydroxydes et ferreux dans la méthode de Sugimoto et al.333 

 

I.3 La stabilisation des nanoparticules d’oxyde de fer 

 

Les particules synthétisées doivent subir certaines modifications, que ce soit pendant la 

synthèse ou suite à celle-ci, afin d’obtenir les propriétés physico-chimiques voulues (Figure 96).334 

Cette démarche de fonctionnalisation permet notamment d’induire une meilleure stabilité 

colloïdale ou la possibilité d’encapsuler des principes actifs. La fonctionnalisation post-synthèse 

consiste en une modification de la surface des particules. Elle s’obtient par l’ajout de ligands 

organiques qui vont se lier à la particule et induire de nouvelles propriétés de surfaces, comme un 

caractère plus hydrophile pour une dispersion en milieu aqueux. La stabilité des particules 

dispersées en solution aqueuse est primordiale pour pouvoir les utiliser. En effet celles-ci ne doivent 

en aucun cas s’agréger dans l’organisme, ni être éliminées par le système immunitaire.318 

 

 

Figure 96: Représentation schématique des différentes strategies de fabrication et de modification de 

surface des nanoparticules d’oxydes de fer. D’après Gupta et al.334 
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L’oxyde de fer est naturellement hydrophile, en raison des groupements Fe-OH de surface, 

mais cet état peut varier suivant les ligands présents à sa surface. Du fait de leur surface spécifique 

élevée, les nanoparticules d’oxyde de fer synthétisées par la méthode de coprécipitation ont 

tendance à s’agréger en solution pour ainsi réduire leur énergie de surface. Les suspensions des 

nanoparticules peuvent être stabilisées par l’addition de surfactants anioniques comme agents 

dispersants.337 La nature des contre-ions, le pH, et la force ionique peuvent être modulés pour 

stabiliser les particules chargées. La stabilisation des particules peut être réalisée par le 

recouvrement de la surface des NP par des protéines, des amidons, des surfactants non ioniques, 

ou des polyélectrolytes.320,338–340 Barbata et al. ont synthétisé un fluide magnétique aqueux en 

utilisant l’acide dodécanoïque comme agent dispersant. Wooding et al. ont utilisé des acides gras 

saturés et insaturés pour stabiliser les particules magnétiques.341  

 

Les espèces organiques composées d’amines ou de groupes carboxyles sont très hydrophiles 

et possèdent différentes charges selon le pH de la solution. En liant à la surface de la particule une 

de ces espèces, il est possible d’induire des charges de surface contrôlées pour des pH spécifiques, 

et notamment pour le pH physiologique à 7,4. Ces charges vont stabiliser les particules en solution 

en créant des répulsions électrostatiques.337 D’autres ligands organiques, les PEG, constituent une 

coquille hydrophile autour de la particule. Ces molécules sont des polymères de longueur variable 

d’éthylène glycol, aux propriétés biocompatibles reconnues. L’encombrement stérique, lié à la 

conformation de cette couche de PEG autour de la particule, garantit une meilleure stabilité dans 

l’organisme.342 De fait, la passivation de la surface réduit les interactions avec les macrophages. 

Cela se traduit par un temps de circulation sanguine plus important (Figure 97).318 

 

 

Figure 97 : (A) Particules stabilisées par une couche électrostatiques. (B) Particules stabilisées par 

répulsion stérique. D’après Laurent et al.318  
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I.4 Notre synthèse de nanoparticules d’oxyde de fer 

 

I.4.1 Notre approche  

 

L’intérêt majeur de la synthèse des nanocristaux d’oxyde de fer superparamagnétique est 

d’obtenir une dispersion de cristaux d’oxyde de fer avec une taille inférieure à 20 nm et 

monodisperse.  

Comme décrit précédemment, la méthode de coprécipitation est la plus simple et rapide à 

mettre en œuvre (7). Cette synthèse est réalisée en milieu aqueux et produit une grande quantité de 

particules monocristallines de magnétite. Les NP synthétisées sont stabilisées et moins 

polydisperses par l’ajout d’un ligand, l’acide oléique.182 

 

(7) 2 𝐹𝑒𝐶𝑙3 + 𝐹𝑒𝐶𝑙2 + 8 𝑂𝐻− → 𝐹𝑒3𝑂4  + 8 𝐻𝐶𝑙 

 

La réaction est simple et ne change pas avec la présence de l’acide oléique : il s’agit d’une 

précipitation de sels de fer trivalent et divalent en solution aqueuse basique, en présence d’acide 

oléique. Le pH de la solution devient brutalement basique par l’ajout d’ammoniaque après 

dissolution des précurseurs de fer. Cette perturbation brutale du pH, combinée à la complexation 

du fer par l’acide oléique, permet une étape de nucléation extrêmement rapide et contrôlée. Des 

noyaux sont produits en grand nombre, puis laissés à croitre en solution.   

La rapidité de nucléation permet d’obtenir des nanoparticules monodisperses. Et, l’étape de 

maturation confère une croissance uniforme des cristaux jusqu’à la taille souhaitée. Si cette étape 

dure trop longtemps, le phénomène de murissement d’Ostwald s’oppose à la croissance en 

dissolvant et agglomérant les particules, formant des particules plus grosses (Figure 98). 
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Figure 98 : Image de MET de nanoparticules de magnétite coprécipitées. On remarque la disparité de forme 

et de taille des particules. D’après Zhang et al.182 

 

I.4.2 Démarche expérimentale 

 

La synthèse des nanoparticules d’oxydes de fer découle des travaux décrits par Zhang et 

al. :182 

✓ 4,8 g de FeCl3, 6 H2O  

✓ 1,96 g de FeCl2, 4 H2O 

 

Les précurseurs ferriques sont mélangés dans 20 ml d’eau déionisée, puis le mélange est 

chauffé à 80°C sous forte agitation et sous argon. 

10 ml d’ammoniaque sont ensuite rapidement ajoutés. La solution devient immédiatement 

noire et, après 30 min à 80 °C, 849 µl d’acide oléique sont ajoutés. La solution est conservée sous 

agitation à 80 °C pendant 1h30. 

Les particules formées (environ 2 g) sont dispersées dans l’eau déionisée puis précipitées par 

un aimant. Cette procédure de lavage est répétée plus de 4 fois, jusqu’à la neutralité de la solution. 

Après un lavage supplémentaire dans l’éthanol et précipitation, les particules sont « redispersées » 

dans 20 ml d’hexane pour former la solution stock à 100 mg/ml. 
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II.L’incorporation des nanoparticules d’oxyde de fer dans la matrice 

de silice  

 

II.1 Les différentes voies décrites dans la littérature 

 

Dans la littérature, les oxydes de fer sont incorporés pendant la synthèse sol-gel des 

nanoparticules mésoporeuses de silice. Plusieurs voies sont investiguées pour ainsi contrôler 

l’incorporation et le nombre de NP magnétiques par MSNP.  

Beaucoup d’auteurs ont publié sur des particules d’oxyde de fer recouvertes par de la silice. 

La dispersion des nanoparticules magnétiques peut être améliorée par un recouvrement organique 

ou inorganique tel que la silice. Ces recouvrements facilitent l’ancrage de fonctionnalisations 

externes avec des ligands spécifiques pour un ciblage cellulaire.343–349 Les recouvrements silicatés 

permettent d’améliorer la stabilité en cas de variation de pH ou d’osmolarité.349  

Le Ferumoxsil (AM1-121) a été testé en essais cliniques pour une administration par voie 

orale. Ce produit est composé de particules d’oxydes de fer d’un diamètre de 300 nm et recouvertes 

d’une couche de ([3- (2-amino-éthylamino) propyl] triméthoxysilane. Après l’administration par 

voie orale, les particules améliorent significativement le contraste des organes tels que l’utérus et 

les ganglions lymphatiques.350,351 

Différents types d’approches ont été explorés pour obtenir des nanosphères magnétiques 

recouverte par la silice.  

 

1. La première approche dérive du procédé bien connu de Stöber154, avec lequel la silice est 

formée in situ par une hydrolyse et une condensation sol-gel du précurseur de silice, le 

TEOS.352–357  Lu et al. ont synthétisé des particules magnétiques recouvertes d’une silice non 

poreuse via une catalyse basique.353 Cette technique est basée sur la forte affinité chimique 

entre la surface d’oxyde de fer (solution commerciale de ferrofluide aqueux EMG40) et la 

silice. Un mélange composé d’eau, d’ammoniaque, de 2-propanol, et de TEOS conduit, via 

l’hydrolyse et la condensation du TEOS, à la formation d’une couche de silice à la surface des 

particules magnétiques. Le ratio entre la concentration en nanoparticules d’oxydes de fer et 

celle du TEOS a été modulé pour ainsi éviter la nucléation et la formation de NP de silice sans 

cœur magnétique.  
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2. Pour le procédé sol-gel en voie acide352,358–361 : Cette méthode est basée sur la condensation de 

l’acide silicique sur la nanoparticule magnétique en milieu acide (HCl). Butterworth et al. ont 

utilisé cette méthode pour générer des particules core-shell Fe3O4@SNP. Les nanoparticules 

polysdisperses ainsi formées ont une taille comprise entre 10 et 30 nm.358 Cette technique est 

simple à mettre en œuvre et permet de contrôler la taille des NP de dix à plusieurs centaines de 

nanomètres en modulant le ratio SiO2/Fe3O4 ou en répétant la procédure de recouvrement de 

silice.359,360 

 

3. Une autre approche est basée sur la formation de mono couche ou bicouche de tensioactif sur 

la particule magnétique.  

 

Encapsulation micellaire325 : Egodawatte et al. ont synthétisé des MSNP de type MCM-41 

encapsulant des NP Fe3O4 d’une taille d’environ 150-200 nm (Figure 99).325
 Cette méthode été 

privilégiée pour encapsuler les particules magnétiques par des micelles de surfactant CTAB. Il n’est 

pas clairement établi dans ce travail si la couche de tensioactif s’organise en monocouche ou 

bicouche. Cependant, la surface riche en Fe-O- (en milieu basique) laisse penser à la formation 

d’une bicouche de tensioactif cationique. Le précurseur de silice TEOS est par la suite ajouté pour 

permettre la synthèse sol-gel au contact des micelles de CTAB. Il n’y a pas de contrôle du nombre 

de cœur magnétique par particule dans ce travail. 

 

 
 

Figure 99 : Images de MET des nanoparticules mésoporeuses de silice de type MCM-41 encapsulant des 

nanoparticules d’oxydes de fer. D’après Egodawatte et al.325 

 
 

Technique basée sur l’utilisation de microemulsion324,356,362,363 : la méthode de 

microémulsion a été utilisée également pour obtenir des nanoparticules d’oxyde de fer recouverte 

de silice. Trois différents surfactants non ioniques sont utilisés pour la formation de 

microémulsions tels que le triton X-100, le Brij-97, et le Igepal CO-520.363 Ces tensioactifs ont un 
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effet sur la taille des particules magnétiques, leur cristallinité, et leurs propriétés magnétiques. Cruz 

et al. ont stabilisé leurs particules magnétiques par un sel de tartrate pour ainsi permettre leur 

dispersion dans un mélange composé de chloroforme, d’eau, et de CTAB. Cette émulsion est 

ensuite ajoutée au milieu réactionnel sol-gel composé de CTAB, d’hydroxyde de sodium, d’eau, et 

de TEOS. Le chloroforme est évaporé pour permettre la formation des MSNP autour de 

nanoparticules magnétiques (Figure 100).324 Les MSNP obtenues sont de type MCM-41, d’une 

taille de 65 nm et encapsulant 1 à 3 cœur(s) magnétique(s). 

 

 

Figure 100 : Synthèse des MSNP encapsulant des nanoparticules d’oxydes de fer décrit par Cruz et al.324 

 

4. La technique dite de pyrolyse en aérosol est une autre technique ayant pour base un micro 

reacteur.364,365 Avec ce procédé, Tartaj et al. ont obtenu des sphères submicroniques creuses, 

denses en maghémite et recouvertes de silice.364,365 Ce procédé utilise la pyrolyse en aérosol à 

250 °C avec une solution de méthanol contenant du citrate d’ammonium de fer et du TEOS, 

qui sert de nanoréacteur à la microémulsion. La synthèse est directe, en une seule étape et 

permet de former des particules de silice sphériques creuses de 150 nm, incorporant des NP de 

γ-Fe2O3.   

 

II.2 Caractère superparamagnétique et hyperthermie magnétique 

 

Les SPIONP possèdent un caractère superparamagnétique avec des propriétés de relaxation 

spécifiques. Sous aimantation, les particules sont excitées et auront un mouvement orienté. Ce 

changement de direction des particules produit un dégagement de chaleur par effet de relaxation 

des NP, appelée l’hyperthermie magnétique.366,367 Par leur caractère superparamagnétique, les 

SPIONP possèdent une aimantation réversible.  
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En pratique et sous l’excitation d’un champ magnétique alterné (CMA), ces matériaux 

transforment l’énergie électromagnétique en chaleur, ce dégagement de chaleur peut être utilisé 

pour détruire les cellules cancéreuses ou les microbes pathogènes.368–370 Dans une hyperthermie 

magnétique, le dégagement de chaleur est produit par trois mécanismes :366  

- le dégagement de chaleur induit par les effets d’induction par l’application du CMA, 

- le dégagement de chaleur frictionnée induite par l’interaction entre les NP et le milieu 

environnant, 

- perte de la relaxation et d’hystérèse des particules magnétiques. 

Lors de l’hyperthermie magnétique, l’énergie de dissipation (La chaleur) est dépendante des 

propriétés magnétiques intrinsèques des SPIONP telles que la relaxation rotative (Néel ou 

Brownienne) et une perte d’hystérésis (par effet du CMA et des interactions magnétiques 

dipolaires).367,371 Les interactions magnétiques dipolaires permettent la formation de nano-

assemblages organisés en nanoclusters ou en nanochaînes et pouvant modifier le comportement de 

la relaxation des NP. Les effets structuraux des NP tels que la taille, la composition, la forme, et la 

formation des nanostructures sont des paramètres qui influencent l’hyperthermie 

magnétique.367,371,372 La taille comprise entre 17 et 47 nm semble être une gamme de taille optimale 

pour avoir une dissipation de chaleur efficace.373,374 L’effet d’anisotropie influence 

significativement l’efficacité de l’hyperthermie magnétique. En effet, les formes d’oxydes de fer 

en nanotubes possèdent une efficacité d’hyperthermie magnétique plus importante comparées aux 

formes cubiques ou sphériques.375,376 Cette tendance est encore plus prononcée si les oxydes de fer 

sont dopés en ions Zn2+.377,378 De plus, les nanoclusters composés de NP agrégées en forme de 

fleurs possèdent un dégagement de chaleur plus important que des NP dispersées. Ces aspects sont 

très discutés dans la littérature, mais aucune conclusion spécifique aux caractéristiques structurales 

des SPIONP n’est clairement définie.367   

L'hyperthermie magnétique semble être une approche thérapeutique prometteuse en système 

à délivrance de médicaments, mais afin de permettre un passage en clinique, une meilleure 

compréhension du comportement des NP magnétiques pendant l’effet d’hyperthermie magnétique 

est nécessaire.367–370,379–382 La modulation des paramètres structuraux tels que la taille, de la 

composition, de la forme et de l'anisotropie de forme peut être utilisé pour améliorer la performance 

d'hyperthermie magnétique des SPIONP et permettre des applications in vivo efficace.  
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III.Caractérisations physico-chimiques des nanoparticules d’oxyde de 

fer synthétisées 

 

III.1 Microscopie électronique à transmission et à balayage 

 

La forme et la taille des particules de Fe3O4 (NPFe3O4@AO) obtenues par coprécipitation 

sont analysées grâce à des images de MET et MEB (Figure 101 et Figure 102). Ces particules sont 

synthétisées en présence d’acide oléique, qui recouvre leur surface à l’issue de la synthèse. Cela 

confère aux particules un caractère hydrophobe marqué. La dispersion dans l’hexane permet 

d’éviter l’agrégation des particules dans la solution, et les protège partiellement contre les réactions 

d’oxydation. Cette couche grasse d’interface confère une stabilité aux SPIONP en solution. Cette 

fonctionnalisation organique permet de séparer les SPIONP des uns des autres comme visualisé 

sur les images de MET et MEB (Figure 101 et Figure 102).  

 

 

Figure 101 : Images de MEB des nanoparticules d’oxydes de fer synthétisées par co-précipitation. 

 

 

D’après les analyses par MET et MEB, les particules ne possèdent pas de structure sphérique 

parfaite. Les nanoparticules d’oxydes de fer possèdent une taille de 9  6 nm, ce qui est conforme 

à la littérature. 
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Figure 102 : Image de MET des nanoparticules synthétisées par coprécipitation. Le graphe montre la 
dispersion en taille des particules, mesurée à partir des images MET. 

 
 

 

III.2 Diffraction des rayons X 

 

La structure cristalline des nanoparticules (NPFe3O4@AO) est observée par DRX (Figure 

103). Elles sont bien composées essentiellement de magnétite, comme visible sur le spectre DRX, 

avec une part de phase hématite non ferromagnétique. La présence d’hématite est imputée à 

l’oxydation partielle des particules lors de leur mise à l’air pour l’analyse DRX. 
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Figure 103 : Diffractogramme par RX des particules. Les pics indexés correspondent à des plans cristallins 
de la magnétite, sauf pour le pic 104 correspondant à l'hématite.  

 
 

IV.Synthèse des nanoparticules mésoporeuses de silice encapsulant 

des particules d’oxyde de fer : résultats et caractérisations physico-

chimiques 

 

IV.1 Incorporation des nanoparticules d’oxyde de fer  

 

IV.1.1 Approche 

 

Afin d’encapsuler les particules d’oxydes de fer recouvertes d’acide oléique (NPFe3O4@AO) 

dans les MSNP, la stratégie synthétique doit permettre d’obtenir : 

1. un excellent rendement d’encapsulation, 

2. une maitrise synthétique du nombre de particule d’oxyde de Fer par MSNP, 

3. un contrôle de la taille des particules, 

4. une conservation du caractère superparamagnétique des particules. 
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Les particules d’oxyde de fer recouvertes d’acide oléique (NPFe3O4@AO) synthétisées se 

comportent comme une phase grasse et ne peuvent pas être dispersées dans l’eau. La synthèse 

développée dans le chapitre II utilise un excès de tensioactif, le CTACl. Le tensioactif CTACl peut 

permettre à la fois de disperser les nanoparticules de NPFe3O4@AO et de servir d’agent porogène 

nécessaire à la formation d’une couronne mésoporeuse de silice. La synthèse développée au 

chapitre II peut donc en théorie permettre une incorporation des NPFe3O4@AO dans la matrice 

mésoporeuse de silice. Nous avons ainsi exploré l’utilisation des conditions utilisées lors de la 

synthèse des MSNP de 35 nm, afin de synthétiser des particules de NPFe3O4@AO@MSNP 

conservant une taille inférieure à 100 nm. 

 

IV.1.2 Démarche expérimentale 

 

Les nanoparticules mésoporeuses de silice ont été synthétisées en se référant à la synthèse 

décrite au chapitre II.  

Le même protocole va être utilisé au cours de ce chapitre avec des étapes de synthèse qui 

vont être modulées.  

Etape 1 : Les particules magnétiques synthétisées et dispersées dans l’hexane sont évaporées 

sous vide pour obtenir une masse de 100 mg.  

Etape 2 : Une solution stock a été préparée en mélangeant les différents réactifs ci-dessous 

pendant 10 min sous Argon à l’aide d’un système avec agitation mécanique. La solution contient : 

- 64 mL d’eau milliQ 

- 10,4 mL d’éthanol absolu 

- 10,4 mL de CTACl à 25% (7,8 mmol) 

- 100 mg de NP d’oxydes de fer évaporées  

Etape 3 : Après dispersion, 8,28 mL de TEA sont ajoutés et mélangés à la solution stock 

jusqu’à sa complète dissolution.  

Etape 4 : La solution stock est chauffée à 60°C, puis 1,454 mL de TEOS est ajouté goutte à 

goutte pendant 2-3 minutes.  

La réaction est mise sous agitation à 60°C pendant 2 h sous Argon.  

 

IV.1.3 Résultats 

 

L’analyse de MET montre que le rendement d’encapsulation des particules d’oxydes de fer 

dans les MSNP est faible. En effet, peu de particules magnétiques sont encapsulées dans la matrice 
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silicatée, induisant deux populations distinctes de particules, celles possédant un cœur magnétique 

et celles avec l’absence de cœur magnétique (Figure 104). Ces deux populations ont des tailles 

distinctes de 78  3 nm et de 36  5 nm. Cette analyse en microscopie démontre bien que l’efficacité 

d’encapsulation des cœurs magnétiques de cette méthode ne satisfait pas totalement nos objectifs. 

Une étape de séparation des NPFe3O4@AO@MSNP est nécessaire par centrifugation. 

 

 

Figure 104 : Image de MET avec 7,8 mmol en début de réaction de synthèse. Echelle : 100 nm. 

 

 

IV.2 Synthèse des Fe3O4@MSNP@SLB- 

 

Grâce à une centrifugation sélective à 20 000gn et à la densité des cœurs magnétiques, les 

MSNP incorporant des NP magnétiques sont récupérées sélectivement dans le culot. Ces 

nanoparticules sont récupérées afin de vérifier que l’adsorption d’une SLB- n’est pas perturbée par 

la présence éventuelle d’ions Fe2+ ou Fe3+. La procédure suivie fut similaire à celle décrite dans le 

chapitre III. L’image de cryo-MET confirme la présence d’une SLB- continue (Figure 105). Ces 

particules présentent en majorité trois cœurs magnétiques pour une nanoparticule de silice. Leur 

taille est de 97  10 nm et la bicouche lipidique possède une taille de 5,5 ± 1 nm. Cette augmentation 

en taille est due à une majorité de particules constituées de 3 cœurs magnétiques. Dans l’échantillon 
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analysé, deux populations de particules sont distinctes, une population possédant 3 cœurs/ MSNP 

avec une taille de 98.3  15 nm et une population de MSNP très minoritaire sans cœur magnétique 

avec une taille de 45  2 nm. 

 

Figure 105 : Images de MET des MSNP+@SLB- avec 7,8 mmol de CTACl en début de synthèse, séparés par 
centrifugation sélective. Echelle : 100 nm. 

 

 

En conclusion, l’insertion de cœurs magnétiques ne modifie pas les paramètres d’adsorption 

de la bicouche lipidique décrit dans le chapitre III. 

 

IV.3 Réduction de la polydispersité du nombre de NPFe3O4@AO dans les MSNP 

 

IV.3.1 Approche 

 

La voie de synthèse précédente n’a pas permis une encapsulation efficace des cœurs 

magnétiques dans les particules de silice. Les hypothèses retenues sont : 

1. une mauvaise dispersion des particules magnétiques, 

2. un excès de tensioactif produisant un grand nombre de micelle de CTACl sans particules 

magnétiques encapsulées et qui conduiront à la production de MSNP sans cœur 

magnétique encapsulé de 35 nm lors de la phase d’hydrolyse-condensation du TEOS.  

Le point 1 peut être solutionné en utilisant l’ultrasonication, afin d’homogénéiser la 

dispersion des particules magnétiques en phase aqueuse et en présence de CTACl. 

Le point 2 peut être solutionné en jouant sur la séquence d’ajout du CTACl lors de notre 

synthèse. Ainsi, lors de l’essai suivant, 29 % de la quantité en CTACl ont servi à la stabilisation 

des NPFe3O4@AO dans l’eau. Les 71 % restant en CTACl ont été ajoutés 5 min après le début de 

la réaction de condensation du TEOS à 60°C pour jouer le rôle d’agent porogène. 
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IV.3.2 Démarche expérimentale 

 

L’étape 2 de la synthèse précédemment décrite est modifiée : 

Une solution stock a été préparée en mélangeant les différents réactifs ci-dessous pendant 10 

min sous Argon à l’aide d’un système avec agitation mécanique. La solution contient : 

- 64 mL d’eau milliQ 

- 3 mL de CTACl à 25 % (2,25 mmol) 

- 100 mg de NP d’oxydes de fer évaporées  

La solution est mélangée par ultrasonication pour permettre la « redispersion » des NP 

magnétiques dans le milieu réactionnel.  

Une étape supplémentaire est ajouté l’étape 5 : Après 5 minutes de réaction, 7,4 mL de 

CTACl à 25 % (5,55 mmol) sont ajoutés dans le milieu réactionnel. 

 

IV.3.3 Résultats 

 

L’analyse de MEB et MET permet de confirmer l’efficacité totale de l’encapsulation des 

particules magnétiques dans les MSNP. On observe des MSNP poreuses encapsulant un cœur 

magnétique en leur centre. La taille des particules comportant un cœur magnétique est de 79  10 

nm (Figure 106). 

 

 

Figure 106 : (A) Image de MEB et (B) Image de MET des MSNP avec 2,25 mmol de CTACl en début de 

réaction. Echelle : 50 nm. 
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On remarque cependant sur les images de MET quelques MSNP possédant 2, 3, 4 ou 5 cœurs 

magnétiques. Après une étude MET approfondie, plus de 80% de la population en MSNP possèdent 

un seul cœur magnétique (Figure 107). Ces résultats nous ont amenés à formuler une nouvelle 

hypothèse qui pourrait, une fois vérifiée, nous permettre le contrôle de la quantité de cœur 

magnétique / MSNP.  

 

 

Figure 107 : (A) Graphe représentant la taille des MSNP selon le nombre de coeurs magnétiques 
encapsulés. (B) Graphe représentant la population en particules selon le nombre de cœurs magnétiques 

encapsulés avec 2,25 mmol de CTACl en début de réaction. 

 

L’encapsulation des nanoparticules de magnétite Fe3O4 dans les MSNP peut être contrôlée 

sur le principe d’une émulsion huile dans eau. En effet, les NP magnétiques ou cœurs magnétiques 

sont recouverts d’un acide gras, l’acide oléique donne un caractère lipophile aux particules 

magnétiques se caractérisant par un composé cireux noir. Ce composé gras (phase dispersée) peut 

être « émulsionné » en présence du surfactant CTACl et d’eau (phase continue). En considérant le 

système NPFe3O4@AO / CTACl / Eau comme une émulsion stabilisée huile dans eau. Nous avons 

émis l’hypothèse que la taille des corps gras composé des NP magnétiques fonctionnalisées par 

l’acide oléique est corrélée à la concentration en tensioactif CTACl. La coalescence des « clusters » 

d’oxyde de fer stabilisés est défavorisée par la répulsion électrostatique induite par le CTACl en 

surface. Lors de notre prochaine synthèse, nous allons valider cette hypothèse en diminuant la 

quantité de tensioactif utilisé lors de l’étape de dispersion des NPFe3O4@AO afin d’augmenter le 

ratio NPFe3O4/MSNP. 
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IV.4 Augmentation du nombre de NPFe3O4@AO par MSNP  

 

IV.4.1 Approche 

 

Dans cette voie de synthèse, l’agrégation des NPFe3O4@AO est contrôlée par un 

confinement sélectif des particules magnétiques dans les micelles de tensioactif. En effet, la taille 

de la phase dispersée inorganique est agrandie en diminuant la concentration en CTACl. Ainsi, seul 

19% de la concentration initiale en CTACl est utilisée pour disperser les particules magnétiques 

avant ajout du TEOS. Les 81 % restant de la concentration initiale en tensioactif CTACl sont 

incorporés au mélange réactionnel 5 min après le début de réaction.  

 

IV.4.2 Démarche expérimentale 

 

L’étape 2 de la synthèse précédemment décrite est modifiée : 

Une solution stock a été préparée en mélangeant les différents réactifs ci-dessous pendant 10 

min sous Argon à l’aide d’un système avec agitation mécanique. La solution contient : 

- 64 mL d’eau milliQ 

- 2 mL de CTACl à 25 % (1,5 mmol) 

- 100 mg de NP d’oxydes de fer évaporées  

La solution est mélangée par ultrasonication pour permettre la « redispersion » des NP 

magnétiques dans le milieu réactionnel.  

L’étape 5 : Après 5 minutes de réaction, 8,4 mL de CTACl à 25 % (6,3 mmol) sont ajoutés 

dans le milieu réactionnel. 

 

IV.4.3 Résultats 

 

En comparaison avec la synthèse précédente, la concentration en tensioactif en début de 

réaction a été diminuée de 34,5 %. Cette diminution induit un confinement plus prononcé des cœurs 

magnétiques dans les micelles de surfactant, provoquant l’augmentation du nombre de particules 

d’oxyde de fer encapsulées (Figure 108). En effet, ce procédé a permis d’encapsuler jusqu’à 16 

cœurs magnétiques dans une MSNP, ce qui a augmenté drastiquement la taille moyenne de la 

nanoparticule de silice à 135  44 nm.  
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Figure 108 : (A) Images de MEB et (B) Images de MET des MSNP encapsulant des coeurs magnétiques 

avec une concentration de 1,5 mmol de CTACl en début de réaction. Echelle : 50nm. 

 
 

 

Avec plus de 10 cœurs magnétiques dans la MSNP, la taille de la particule de silice atteint 

une valeur de 200 nm, comparé à 100 nm pour 4 NPFe3O4@AO /MSNP. La population majoritaire 

est constituée de 3 cœurs magnétiques (60 % de la population particulaire) dans les MSNP, leur 

conférant une taille moyenne d’environ 100 nm (Figure 109). De part cette expérience, nous 

validons notre hypothèse précédemment énoncée, la diminution du CTACl stabilise des phases 

dispersées de plus grosses tailles et nous permet de déplacer significativement notre gaussienne de 

distribution, qui est centrée maintenant autour de 3 NPFe3O4@AO par MSNP contre 1 

NPFe3O4@AO/MSNP auparavant. Les images de MET font également apparaitre une tendance à 

l’anisotropie de forme dans l’organisation des clusters. Lorsqu’ils sont constitués de 3-4 

NPFe3O4@AO/MSNP, les cœurs magnétiques semblent majoritairement organisés de manière 

linéaire (ligne de particule) et centrés au cœur de la particule de silice. Cette anisotropie de forme 

peut se révéler critique pour les propriétés d’hyperthermie attendues. 
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Figure 109 : (A) Graphe représentant la taille des MSNP selon le nombre de coeurs magnétiques 
encapsulés. (B) Graphe représentant la population en particules selon le nombre de cœurs magnétiques 

encapsulés avec 1,5 mmol de CTACl en début de réaction. 

 

 

IV.5 Augmentation de la taille du cluster NPFe3O4@AO dans les MSNP 

 

IV.5.1 Approche  

 

La stratégie de cette synthèse est de diminuer par deux la quantité en CTACl par rapport à la 

synthèse précédente en début de réaction. Avec ce procédé, nous attendons un confinement encore 

plus important des NP magnétiques donc un plus grand nombre de particules magnétiques 

encapsulées au centre des MSNP. 

 

IV.5.2 Démarche expérimentale 

 

L’étape 2 de la synthèse précédemment décrite est modifiée : 

Une solution stock a été préparée en mélangeant les différents réactifs ci-dessous pendant 10 

min sous Argon à l’aide d’un système avec agitation mécanique. La solution contient : 

- 64 mL d’eau milliQ 

- 1 mL de CTACl à 25 % (0,75 mmol) 

- 100 mg de NP d’oxydes de fer évaporées  

La solution est mélangée par ultrasonication pour permettre la « redispersion » des NP 

magnétiques dans le milieu réactionnel.  

 

L’étape 5 : Après 5 minutes de réaction, 9,4 mL de CTACl à 25 % (7,05 mmol)  sont ajoutés 

dans le milieu réactionnel. 
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IV.5.3 Résultats 

 

Les images de MEB démontrent une encapsulation totale des nanoparticules magnétiques 

dans les MSNP (Figure 110). La distribution des cœurs magnétiques est cette fois plus hétérogène. 

 

 

Figure 110 : Image de MEB des MSNP encapsulant des coeurs magnétiques avec 0,75 mmol de CTACl en 

début de réaction. Echelle : 50 nm. 

 
 

Avec cette synthèse, jusqu’à 20 cœurs magnétiques sont encapsulés au sein de la MSNP. 

25 % de la population en MSNP possèdent entre 15 et 20 nanoparticules d’oxydes de fer contre 6 

% lors de la précédente synthèse (Figure 111). La majorité de la population possède 3 cœurs 

magnétiques au sein de la particule de silice. La taille moyenne de ces complexes est de 107  36 

nm. 

 

Figure 111 : (A) Graphe représentant la taille des MSNP selon le nombre de coeurs magnétiques 

encapsulés. (B) Graphe représentant la population en particules selon le nombre de cœurs magnétiques 

encapsulés avec 0,75 mmol de CTACl en début de réaction. 
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Les images de MET de la Figure 112 illustrent des clusters magnétiques encapsulant entre 

10 et 25 nanoparticules de Fe3O4 d’une taille moyenne de 100 nm. Grâce à ces images, nous 

pouvons suggérer l’absence d’interaction entre les cœurs magnétiques. Ceci peut être expliqué par 

la fonctionnalisation d’acide oléique en surface des SPIONP, induisant le déploiement des chaines 

grasses vers l’extérieur de la particule. Une analyse HR-MET est nécessaire pour étudier les 

interfaces entre la silice et les particules magnétiques et valider ou non la présence de la silice 

amorphe ou poreuse entre les SPIONP. Cette analyse n’a pas pu être réalisée pendant ces travaux 

de thèse.  

 

 

Figure 112 : Images de MEB de clusters de nanoparticules magnétiques dans les MSNP. Ces deux strutures 

ont été identifiées dans la synthèse avec 0,75 mmol de CTACl en début de réaction. 

 
 

Bien que le nombre de NPFe3O4@AO centrées soit plus grand que lors de la synthèse 

précédente, la distribution majoritaire tend toujours vers 3 NPFe3O4@AO/MSNP. L’utilisation 

d’un cotensioactif tel que le DOTAP composé de deux chaines grasses peut permettre de stabiliser 

de manière efficace des phases dispersées de plus grandes tailles. Dans la synthèse des 

nanoémulsions, un cotensioactif est souvent utilisé afin de stabiliser les interfaces huile dans 

eau.383,384 Cette hypothèse peut être étudiée comme une des perspectives faisant suite à ce travail. 

Quelle que soit la concentration en CTACl utilisée, la particule magnétique semble toujours centrée 

au sein de la matrice mésoporeuse de silice. Il serait également intéressant d’étudier une stratégie 

alternative permettant une dispersion contrôlée des cœurs magnétiques. Des agents ou solvants non 

miscible dans l’eau (« micellar swelling agent ») pourrait être utilisés à cet effet. 

 

IV.6 Contrôle de l’épaisseur de la couverture mésoporeuse de silice 

 

IV.6.1 Approche 

 

Le nombre de cœurs magnétique/MSNP a été contrôlé de manière efficace entre 1 et 3. Afin 

de moduler les propriétés physiques de nos objets, il peut être également intéressant de contrôler 
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l’épaisseur de la couche mésoporeuse de silice. Pour ce faire, l’influence de l’augmentation de la 

concentration en TEOS a été étudiée.  

 

IV.6.2 Démarche expérimentale 

 

L’étape 2 de la synthèse précédemment décrite est modifiée : 

Une solution stock a été préparée en mélangeant les différents réactifs ci-dessous pendant 10 

min sous Argon à l’aide d’un système avec agitation mécanique. La solution contient : 

- 64 mL d’eau milliQ 

- 3 mL de CTACl à 25 % (2,25 mmol) 

- 100 mg de NP d’oxydes de fer évaporées  

La solution est mélangée par ultrasonication pour permettre la « redispersion » des NP 

magnétiques dans le milieu réactionnel.  

L’étape 4 a été modulée en changeant la concentration en TEOS : 4,7 mL de TEOS. 

L’étape 5 : Après 5 minutes de réaction, 7,4 mL de CTACl à 25% (5,55 mmol) sont ajoutés 

dans le milieu réactionnel. 

 

IV.6.3 Résultats 

 

Avec cette voie de synthèse, les MSNP possèdent une taille deux fois plus grande que la 

précédente synthèse (Figure 113). La taille moyenne de ces complexes est de 139 ± 30 nm. Cela 

peut être expliqué par l’augmentation de la concentration en TEOS par 3. Lors de cette synthèse, 

les particules magnétiques ont été encapsulées de manière efficace dans chacune des MSNP, en 

présentant 1 cœur magnétique par particule. Ce résultat est concordant avec le résultat de la 

synthèse précédente possédant la même concentration en CTACl. Nous pouvons envisager que la 

taille des NP de silice augmente proportionnellement avec l’augmentation de la quantité du 

précurseur de silice. L’augmentation proportionnelle en taille démontre un régime avec une 

absence de nucléation de la silice lors de l’addition du TEOS et du CTACl. Le régime réactionnel 

suggère uniquement une condensation du TEOS sur les micelles de CTACl encapsulant un cœur 

magnétique.  
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Figure 113 : (A) Images de MEB et (B) Images de MET des MSNP encapsulant des coeurs magnétiques 

avec une concentration de 2,25 mmol de CTACl en début de réaction et une concentration trois plus élevée 

en TEOS.  
 

 

IV.7 Bilan de la voie de synthèse investiguée  

 

L’encapsulation des nanoparticules de magnétite Fe3O4 synthétisées par coprécipitation dans 

les MSNP s’est révélée efficace. Notre mécanisme réactionnel découle donc de la méthode de 

l’émulsion huile/eau. Ce procédé a été rendu possible par le recouvrement des NPFe3O4 par un 

acide gras, l’acide oléique. Cette fonctionnalisation confère un caractère lipophile aux particules 

magnétiques se caractérisant par un composé cireux noir. Ce composé est émulsionné en présence 

du surfactant CTACl et d’eau qui vont constituer la phase aqueuse. Dans cette synthèse, le CTACl 

joue le rôle d’agent d’émulsifiant mais aussi d’agent porogène de la silice.  

 

Suite aux synthèses décrites précédemment, nous avons montré que la taille des corps gras 

composée de NP magnétiques fonctionnalisées par de l’acide oléique peut être corrélée à la 

concentration en tensioactif CTACl comme la théorie générale des émulsions le définit. 

 

Sur la Figure 114, la stratégie investiguée était d’augmenter le nombre de cœurs magnétiques 

par MSNP en diminuant la concentration en tensioactif. Cette diminution en quantité de CTACl 

induit une augmentation de la taille de la phase dispersée, c’est à dire une augmentation de la taille 

de la « gouttelette », permettant ainsi un confinement d’un plus grand nombre de NP magnétiques.  
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Figure 114 : Mécanisme de synthèse proposé sur la base d’une émulsion huile dans eau pour incorporer 
les cœurs magnétiques dans la matrice des MSNP. 

 

 

Les résultats observés sont résumés dans la figure ci-dessous (Figure 115). En plus du 

contrôle de l’encapsulation des NP magnétiques dans les MSNP, nous avons observé une 

corrélation linéaire entre la concentration en TEOS et l’épaisseur de la matrice de silice poreuse. 

Ce comportement suggère l’absence de nucléation de la silice lors de notre synthèse et explique 

notre rendement d’encapsulation des SPIONP de 100 %. 
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Figure 115 : Résultats des différentes voies de synthèses investiguées au court de ce chapitre. Echelle : 50 

nm. 

 

 

V.Preuve de concept : libération d’actif sous l’action d’un champ 

magnétique alterné (CMA) 

 

Une expérience de preuve de concept a été réalisée en vue de breveter ce procédé 

d’incorporation de nanoparticules d’oxyde de fer dans la matrice des MSNP. Le concept de cette 

expérience est de valider la capacité de nos objets à libérer l’actif par un phénomène d’hyperthermie 

magnétique.  
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Le phénomène d’hyperthermie est un dégagement de chaleur induit par la présence des cœurs 

magnétiques au sein de la matrice silicatée. Les SPIONP induisent cette hyperthermie lorsqu’elles 

sont soumises à un champ magnétique alterné.  

 

Nous avons étudié l’effet d’hyperthermie en fonction du nombre de cœurs magnétiques par 

MSNP avec une concentration en NP magnétiques constante. En effet, nous nous attendons à une 

augmentation de température si le nombre de cœurs magnétiques est plus élevé dans la matrice de 

silice. Cette hypothèse est plausible suite aux propriétés superparamagnétiques des NP Fe3O4. De 

plus, une anisotropie de forme a été observée avec la présence de 3 ou 4 cœurs magnétiques/MSNP. 

Il est intéressant d’étudier l’effet de cette anisotropie sur le phénomène d’hyperthermie magnétique. 

 

Afin de réaliser cette preuve de concept, deux types de particules triphasiques 

(NPFe3O4@AO@MSNP+@SLB-, comportant soit un cœur magnétique/MSNP ou 3 cœurs 

magnétiques/MSNP ont été soumis à un champ magnétique alterné d’une fréquence de 28,4 kHz 

et d’une amplitude de champ magnétique radial de 3 010 A/m pendant une durée de deux heures 

(Figure 116). Les particules biphasiques de MSNP+@SLB-  sont nos références. Les particules ont 

été préalablement chargées en rhodamine B. Cette molécule a été choisie due à sa forte affinité 

avec la matrice de silice (cf. Chapitre II et III). Dans cette expérience, l’augmentation de la 

fluorescence liée à la libération de la rhodamine a été visualisée par une lampe UV. Ceci est 

possible, car la rhodamine chargée dans les pores de la silice perd partiellement son caractère 

fluorescent (effet d’auto-extinction ou « self-quenching ») et qu’elle le retrouve une fois libérée de 

la matrice. L’analyse de la modulation de la température de la solution a également été mesurée en 

comparaison avec la température du contrôle (25°C). 
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Figure 116 : Application d’un champ magnétique pendant 2 heures sur les MSNP+@SLB- encapsulant de 

la rhodamine B et des cœurs magnétiques. Ctl : MSNP+@SLB- et CM : NPFe3O4@AO@MSNP+@SLB-. 
 

 

Les particules avec 1 cœur magnétique induisent une augmentation de la température de 12°C 

au bout de 2 h d’induction. Nous pouvons conclure que les cœurs magnétiques encapsulés induisent 

un échauffement local conséquent via l’hyperthermie magnétique. Les propriétés 

superparamagnétiques sont conservées suite à une aimantation réversible des particules. Après 

centrifugation des NPFe3O4@AO@MSNP+@SLB- (1 cœur) soumises à un champ magnétique 

pendant 2h, la libération de la rhodamine B est mise en évidence par l’augmentation de la 

fluorescence en comparaison de l’échantillon de contrôle. Cette libération de la rhodamine B peut 
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être expliquée par la déstabilisation de la bicouche lipidique et la désorption de la rhodamine de 

son support silicaté. En effet, avec l’augmentation de la température, les lipides vont se fluidifier à 

leur température de transition de phase. Cette fluidification de la bicouche lipidique induit une 

porosité et provoque la libération de la rhodamine B.  

 

Les NPFe3O4@AO@MSNP+@SLB- avec 3 cœurs magnétiques quant à elles induisent un 

effet hyperthermie significativement plus élevée avec une augmentation de la température de 49°C. 

Avec une augmentation du nombre de cœurs magnétiques/MSNP, nous pouvons valider que cela 

induit un effet d’hyperthermie significativement plus élevé. Des investigations complémentaires 

sur les propriétés magnétiques des MSNP doivent être menées pour étudier la relation entre le 

nombre de cœurs présents dans les MSNP et l’effet d’hyperthermie associé. Ces analyses 

complémentaires font partie des perspectives de mes travaux de thèse. 
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Conclusion 

 

Suite à ces différentes voies de synthèse, il est suggéré que le tensioactif CTACl s’adsorbe 

autour des NP d’oxydes de fer recouvertes d’acide oléique, permettant ainsi leur confinement. Le 

principe de l’émulsion huile dans eau a été validé par les résultats des différentes voies de synthèses 

permettant l’incorporation de cœurs magnétiques dans les MSNP. Dans l’émulsion inorganique, la 

diminution de la concentration en CTACl permet de contrôler sélectivement l’agrégation des 

particules d’oxydes de fer. En effet, les NP magnétiques sont hydrophobes du fait de leur 

fonctionnalisation avec de l’acide oléique, permettant ainsi l’adsorption de micelles de CTACl 

cationiques.  

Cette méthode de synthèse a permis ainsi de contrôler le nombre de cœurs 

magnétiques/particules de 1 à 3 en moyenne. En diminuant drastiquement la concentration initiale 

de CTACl en début de réaction, la taille des particules en phase dispersée a pu être agrandie 

permettant une encapsulation élevée des NP Fe3O4, allant jusqu’à 20 cœurs magnétiques/MSNP. 

Cette émulsion huile dans eau sert de noyau de nucléation lors de la condensation de la couronne 

de silice mésoporeuse.  

D’après nos images de MET, il semblerait qu’il n’y a pas de présence de couche dense de 

silice recouvrant les nanoparticules d’oxyde de fer, et ce contrairement aux résultats de la 

littérature.324,325,353,358 D’après nos images de MEB et de MET, il est suggéré que les particules 

Fe3O4 soient espacées entre elles par de la matrice de silice ou par la présence de l’acide oléique. 

Une analyse HR-MET doit être réalisée pour confirmer la nature amorphe ou poreuse de la silice 

et/ou organique autour des particules magnétiques. De plus, les particules magnétiques sont 

géométriquement centrées dans la matrice de silice, ce qui permet de valider le mécanisme 

réactionnel basé sur une émulsion inorganique huile dans eau en début de synthèse réactionnelle 

des MSNP. Une anisotropie de forme a été observée avec 3 ou 4 NP magnétiques/MSNP, suggérant 

une phase de condensation du TEOS favorisée sur la phase grasse inorganique stabilisée 

(NPFe3O4@AO). D’après l’expérience d’hyperthermie, les NP d’oxydes de fer ont préservé leur 

caractère superparamagnétique avec une hyperthermie locale allant jusqu’à une température de 

37°C pour un cœur magnétique NPFe3O4@AO par MSNP+@SLB-. Cet échauffement peut induire 

la déstabilisation de la bicouche lipidique des MSNP+@SLB-, engendrant la libération de la 

rhodamine B, juste avec la présence d’un seul cœur magnétique/particule. Ce phénomène 

d’hyperthermie s’avère plus élevé lorsqu’il y a 3 cœurs magnétiques/particule avec une température 

deux fois plus élevée, 74°C. Bien que le cœur de ce travail fût l’établissement de procédure 
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synthétique contrôlée, nos objets vont permettre de mieux comprendre comment la structure de nos 

objets influence leurs propriétés physiques et magnétiques.  

Enfin, les nouvelles propriétés confèrent à nos nanovecteurs un potentiel d’application 

théranostique telle que le diagnostic (IRM), et le traitement thérapeutique avec la délivrance de 

principe actif à leur cible tumorale. 
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Conclusions générales 
 

L’objectif de cette thèse est d’élaborer des nanoparticules hybrides et multiphasées 

innovantes pour la délivrance de principe actif. Ce travail de thèse porte sur l’élaboration d’un 

nanovecteur à système de délivrance contrôlée des médicaments de quatrième génération. 

 

Pour la conception de ce vecteur, les nanoparticules mésoporeuses de silice ont été 

sélectionnées et synthétisées via un procédé sol-gel. Ces MSNP possèdent une structure 

mésoporeuse désorganisée avec une taille de particule nanométrique moyenne de 51 ± 4 nm. Dans 

le but d’obtenir des particules de plus petites tailles, nous avons dilué le milieu réactionnel afin 

d’augmenter le nombre de nuclei et ainsi diminuer avec succès la taille des NP à 35 nm.  Nous 

avons montré qu’il est possible d’agrandir la taille des pores de nos nanoparticules via une attaque 

chimique basique médié par du borohydrure de sodium (NaBH4). Par un contrôle strict du temps 

de réaction, nous avons augmenté de manière significative la porosité de la NP. Cette augmentation 

est parfaitement visible en MET. 

 

Ces particules ont été fonctionnalisées par le groupement aminé APTES in situ. Cette 

méthode de fonctionnalisation initialement décrite par Thomas Bein a été modifiée pour ainsi 

accroître la densité de fonctions amines présentes en surface de la nanoparticule. Cette 

fonctionnalisation asymétrique permet d’obtenir une charge de surface cationique de + 27 mV à 

pH = 5,5, valeur significativement différente de celle de la littérature. 

 

Nous avons montré que les MSNP et les MSNP+ ne possèdent pas de stabilité colloïdale dans 

les milieux physiologiques tels que le tampon HEPES et le milieu de culture. A cause de leur 

porosité ouverte, ces nanoparticules ne piègent pas les molécules actives par encapsulation dans 

leur matrice. Nous avons démontré que ces particules induisent un effet hémolytique sur les 

globules rouges. Cette hémotoxicité s’est révélée significative suite à l’analyse morphologique des 

globules rouges par MEB dans le tampon PBS. Les GR présentent des pics de stress pour les MSNP 

et un recouvrement particulaire pour les MSNP+ altérant la morphologie de leur membrane dans le 

tampon PBS et à une concentration faible de 0,1 mg/mL. Dans le plasma humain, nous avons 

identifié la présence d’une couronne protéique, permettant la suppression de l’effet hémolytique 

des MSNP et MSNP+. L’analyse morphologique des GR par MEB a permis d’observer un effet 

significatif de déformation membranaire des cellules du sang. De plus, une grande quantité de 
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protéines de fibrinogène s’adsorbent sur les MSNP, ce qui ne permet pas d’envisager l’utilisation 

de ces particules comme système à délivrance de médicaments.  

 

Pour améliorer la biocompatibilité des MSNP+, nous avons recouvert des MSNP+ de  55 nm 

par une bicouche lipidique DPPC/DOPS/Chol de charge négative. Nous avons établi que dans l’eau 

pure, la formation de cette bicouche est dépendante des interactions électrostatiques entre les 

MSNP+ et les vésicules lipidiques négatives créées in situ par ultrasonication. Le procédé 

d’ultrasonication permet également d’éviter une agrégation inter-particulaire irréversible. Cette 

méthode originale combinant les ultrasons et la fusion électrostatique permet raisonnablement 

d’envisager,  à faible force ionique,  une distribution asymétrique du DOPS dans la bicouche 

lipidique. Le lipide DSPE-PEG a été rajouté pour ainsi obtenir par la même méthode des 

MSNP+@SLB-/PEG composés de DPPC/DOPS/Chol/DSPE-PEG. L’intégrité de cette bicouche 

lipidique a été validée par cryo-MET. La présence de cette bicouche lipidique de 5 nm confère une 

bonne stabilité colloïdale des vecteurs dans les milieux physiologiques. De plus, la SLB permet de 

sceller les pores de la matrice de silice mésoporeuse, et ainsi de contrôler la diffusion passive des 

agents encapsulés dans le tampon HEPES et le milieu de culture.  

 

La bicouche lipidique recouvrant les MSNP+ permet également de supprimer l’effet 

hémolytique induit par les MSNP et MSNP+. En effet, l’analyse morphologique des GR montre 

que la bicouche lipidique prévient l’altération morphologique de la membrane des cellules dans le 

tampon PBS et le plasma humain. De plus, aucune interaction n’a été observée entre les globules 

rouges et les MSNP+@SLB- ou les MSNP+@SLB-/PEG. La quantité et la nature des protéines 

adsorbées à la surface de ces nanovecteurs sont similaires pour les MSNP+@SLB- ou les 

MSNP+@SLB-/PEG. La fonctionnalisation PEG n’a pas démontré un effet significativement 

différent par rapport aux MSNP+@SLB- lors des tests biologiques. Ces nanovecteurs recouverts 

d’une bicouche lipidique n’induisent aucune cytotoxicité. La bicouche lipidique permet donc de 

conférer une excellente hémocompatibilité des MSNP+@SLB- et des MSNP+@SLB-/PEG et permet 

ainsi d’envisager une application comme système à délivrance de médicaments. Ces vecteurs 

possèdent tout de même des limites structurales. En effet, ces systèmes possèdent une perméabilité 

membranaire dans le cas du fluorophore calcéine dans les milieux physiologiques tels que le 

tampon HEPES et le milieu de culture. Cette diffusion passive de la calcéine peut être expliquée 

par le mouvement thermodynamique constant des lipides, des forces osmotiques dans les milieux 

physiologiques, et des forces mécaniques induites par l’ultracentrifugation. Dans le cas de la 
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rhodamine B, cet effet est inversé, exprimé par la non diffusion de l’actif dans les milieux 

physiologiques. Suite à la mise en évidence de ces limites, deux autres vecteurs ont été créés.  

 

Une couche mince de polymère d’alginate a été adsorbée et réticulée par du calcium à la 

surface des MSNP+@SLB-. Ce recouvrement est rendu possible par une post-insertion préalable 

de lipides cationiques DOTAP dans la bicouche lipidique anionique (DPPC/DOPS/Cholestérol). 

L’adsorption de polymère alginate réticulé a été validé par cryo-MET. L’analyse LC-MS a 

confirmé la présence de la bicouche lipidique après l’adsorption de l’alginate et de sa réticulation. 

A notre connaissance, ce type de nano construction et leur caractérisation est pour la première fois 

décrite dans ce travail de thèse. 

 

Ces nanovecteurs, que nous avons nommés, Algicells, permettent de supprimer la diffusion 

passive de la calcéine dans le tampon HEPES et le milieu de culture. La stabilité colloïdale correcte 

de ce vecteur et la non diffusion des actifs encapsulés permet d’envisager l’application de ces 

nanocapsules dans des crèmes, des émulsions, et des hydrogels. En effet en milieu non visqueux, 

après 96h d’incubation, le système Algicells permet de garder 60% de la calcéine en présence de 

tensioactifs (contre 0% pour les MSNP+@SLB- et les MSNP+@SLB-/PEG). Nous avons démontré 

qu’une faible quantité de protéines similaire à celle mesurée sur les MSNP+@SLB- s’adsorbent à 

la surface des Algicells. Avec les propriétés physiques pertinentes de l’alginate, des applications 

biomédicales par voie orale, topique, et locorégionale peuvent être dès lors envisagées. 

 

Certaines molécules actives possèdent une bonne affinité pour la matrice silicatée, ce qui 

induit une absence de diffusion des actifs encapsulés. Cette désorption d’actifs peut être contrôlée 

et induite par des stimuli externes ou internes. A cet effet, une méthode de synthèse a été mise au 

point pour ainsi incorporer des particules magnétiques encapsulées dans les MSNP en nombre 

contrôlé. Pour ce faire, nous avons assumé que les particules d’oxydes de fer se comportait comme 

une phase grasse.  Dès lors, les principes physico-chimiques régissant la formation des émulsions 

huile dans eau par ultrasonication ont pu être appliqués afin de contrôler le nombre de particules 

magnétiques/MSNP. La taille de la fraction dispersée peut être ainsi corrélée à la concentration en 

tensioactif (CTACl). Cette méthode permet l’encapsulation 1 à 3 cœurs en moyenne en fonction 

des conditions expérimentales. Le rendement d’encapsulation est de 100 %. Pour les solutions 

comportant une faible concentration en tensioactifs, une proportion significative de 25 % de 

particules contenant jusqu’à 20 cœurs magnétiques/MSNP a été observée.  Ces particules peuvent 

être facilement isolées par précipitation sélective (centrifugation).  
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D’après les images de MEB et de MET, les nanoparticules d’oxyde de fer ne semblent pas 

liées entre elles. La présence de l’acide oléique et/ou d’une couche de silice recouvrant les 

nanoparticules d’oxyde de fer est envisagée comme hypothèse, permettant ainsi de maintenir leur 

caractère superparamagnétique intrinsèque. De plus, les particules magnétiques incorporées sont 

centrées géométriquement dans la matrice de silice, induit par la réaction de condensation du TEOS 

sur les micelles de CTACl confinant sélectivement les cœurs magnétiques. Une preuve de concept 

a été réalisée pour confirmer le phénomène de l’hyperthermie induit par les propriétés 

superparamagnétiques des nanoparticules d’oxyde de fer. Pendant deux heures, les MSNP+@SLB- 

encapsulant un cœur magnétique par MSNP+@SLB-  ont été soumises à un champ magnétique et 

induisent une augmentation de la température de 12°C. L’expérience a été réalisée dans les mêmes 

conditions avec 3 cœurs magnétiques/MSNP, induisant une augmentation de la température de 34 

%. L’hyperthermie magnétique permet une libération de la rhodamine B encapsulée, confirmée par 

l’augmentation de la fluorescence sous lampe UV, quelle que soit le nombre de cœur magnétique 

encapsulé. Ce phénomène suggère la déstabilisation de la bicouche lipidique par l’hyperthermie. 

Ces particules peuvent être utilisées pour une application en imagerie biomédicale et/ou le 

traitement des cellules cancéreuses par hyperthermie.  

 

Toutes ces propriétés pertinentes des nanovecteurs élaborés ont été résumées dans le Tableau 

21. 
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Tableau 21 : Tableau récapitulant les propriétés physico-chimiques des nanoparticules élaborées. (+) : 

Biocompatibilité ou stabilité colloïdale validée, (-) : Biocompatibilité ou stabilité colloïdale non validée, 
(NA) : non applicable.  

 

Paramètres physico-

chimiques 
MSNP+ 

MSNP+@SLB- ou 

Aniocells 

MSNP+@SLB-

/DOTAP/ 

Alginate ou 

Algicells 

Fe304@MSN

P 

Ou 

Magnétocell 

Image de MET 

 
   

Synthèse 

Synthèse sol-gel 

inspirée de Möller et 

al. 

Absorption de 

liposomes 

DPPC/DOPS/Chol 

par le procédé 

d’ultrasonication 

Adsorption 

d’une couche 

polymère 

d’alginate 

Incorporation 

et contrôle 

des cœurs 

magnétiques 

Fonctionnalisation 

externe 

Fonctionnalisation 

asymétrique 

d’APTES 

Bicouche lipidique 

anionique 

supportée sur les 

MSNP cationiques 

Bicouche 

lipidique 

anionique 

supplémentée 

en lipides 

cationiques 

DOTAP 

APTES, et/ou 

une bicouche 

lipidique 

Forme, structure 

Sphérique, 

mésoporosité de 2,8 

nm 

Sphérique, 

présence d’une 

bicouche lipidique 

bouchant les pores 

Nanocouche 

d’alginate 

Sphérique, 

Mésoporosité, 

1 à 25 cœurs 

magnétiques 

dans la 

matrice de 

silice 

Taille MEB/MET/cryo-

MET 

Modulation de la 

taille 

36 ± 5 nm et 

51 ± 4 nm 

et de la taille des 

pores de 2,8 nm à 3,1 

nm 

Modulation de la 

taille : 52 ± 6 nm 

SLB : 5 ± 1 nm 
Taille des 

Algicells : 69 ± 

11 nm 

 

Couche 

polymère + 

SLB : 22 ± 3 

nm 

1 cœur 

magnétique / 

MSNP : 79 ± 

50 nm 

3 cœurs 

/MSNP : 135 

± 44 nm 

MSNP+

@SLB : 

62 ±7 

nm 

SLB : 5 

±1 nm 

MSNP+

@SLB-

/PEG : 

71 ± 3 

SLB : 

10 ± 1 

nm 

Zêta potentiel dans l’eau 

milliQ 
+ 34 mV -46 mV -18 mV NA 

Stabilité colloïdale  

Eau milliQ + + + NA 

HEPES - + + NA 

Milieu de culture - + + NA 

Taux 

d’encapsula

tion (%) 

 

 
MSNP MSNP+ 

MSNP+

@SLB- 

MSNP+

@SLB-

/PEG 

Algicells 
Déclencheme

nt de la 

libération de 

la rhodamine 

B par l’action 
Calcéine 21 20 13 13 11 
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Rhodamin

e B 
20 25 7 4 6 

d’un champ 

magnétique, 

engendrant 

une 

hyperthermie 

Biocompatibilité  

Globules rouges - + NA NA 

Cellules - + NA NA 

Protéines - + + NA 

Innovation 

 

Fonctionnalisation 

asymétrique de 

l’APTES à la surface 

des MSNP 

Taille modulée de 35 

ou 55 nm 

Agrandissement des 

pores de 2,8 à 3,1 nm 

Présence de la 

bicouche lipidique 

par le procédé de 

l’ultrasonication 

Taille < à 100 nm 

Diffusion passive 

des actifs limitée 

Biocompatibilité 

Hémocompatibilité 

Recouvrement 

polymère des 

MSNP+@SLB- 

avec une post 

insertion de 

lipides DOTAP 

Diffusion 

passive des 

actifs 

supprimée 

Taille < à 100 

nm 

Biocompatibilit

é 

Incorporation 

de 

nanoparticule

s d’oxydes de 

fer 

De 1 à 20 

cœurs 

magnétiques/ 

MSNP 

Encapsulation 

contrôlée et 

centrée dans 

la matrice de 

silice 

Propriétés 

superparamag

nétiques 

Effet 

d’hyperthermi

e associée à 

un champ 

magnétique 

appliqué aux 

MSNP 

encapsulant 

des particules 

magnétiques 

Valorisation  Brevet publié210 Brevet publié258 

Brevet en cours 

de publication 

(juin 2018)312 

Brevet en 

cours de 

dépôt 
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Perspectives de travail 
 

Les résultats obtenus au cours de ces travaux de thèse permettent d’ouvrir un large champ de 

perspectives pour l’élaboration de ces nanoparticules hybrides et multiphasées destinées 

initialement à la délivrance de principe actif.  

Nous avons étudié la modulation des propriétés des MSNP dépendent du contrôle de la taille 

des MSNP et de celle des pores. Cette étude pourrait être poursuivie dans le but d’établir les 

corrélations entre les fonctionnalités de nos systèmes caractérisées par les paramètres suivants 

après diminution ou augmentation de la taille des NP ou/et de la taille des pores : 

- la structure de la MSNP, 

- le volume poreux et la surface spécifique,  

- le taux d’encapsulation des actifs,  

- l’encapsulation d’actifs selon leur nature et leur taille, 

- la biocompatibilité des MSNP synthétisées. 

 

Nous avons étudié les MSNP+@SLB- pour valider leur biocompatibilité et hémocompatibilité 

in vitro. Il serait intéressant d’investiguer des études in vivo pour ainsi déterminer leur temps de 

demi-vie, le devenir du vecteur, et permettre une application en système à délivrance de 

médicaments. Les MSNP+@SLB- pourraient être fonctionnalisées par des ligands à la surface de 

la bicouche lipidique pour ainsi permettre un ciblage actif des tumeurs dans le corps humain.  

 

Nous avons démontré que les nanovecteurs Algicells ont des propriétés structurales 

pertinentes. Une étude de la libération d’actifs dans une nanoémulsion ou un hydrogel avec la 

présence de tensioactifs doit être ainsi étudiée afin de potentiellement étendre l’application de ces 

vecteurs en cosmétique. Une autre voie d’application des Algicells est possible, comme celle de 

l’administration par la voie orale. Au vu de la biocompatibilité des polymères alginate et chitosan, 

et la biocompatibilité démontrée des MSNP+@SLB-, ces vecteurs sont potentiellement propices à 

des applications biomédicales. 

 

Les nanoparticules d’oxyde de fer ont été efficacement encapsulées dans la matrice des 

MSNP. Une analyse plus fine par HR-MET est requise pour connaitre de l’interface entre la silice 

et les cœurs magnétiques. L’étude des propriétés superparamagnétiques doit être approfondie pour 

ainsi corréler le nombre de cœurs magnétiques/MSNP et la forme des cœurs magnétiques agrégés 
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dans les MSNP avec les propriétés fonctionnelles (i.e. magnétiques) de ces systèmes. Une autre 

voie d’étude peut être initiée, celle de modifier la localisation des cœurs magnétiques dans la 

matrice silicatée. Des agents gonflants, ou des groupements organiques à la surface des NP 

magnétiques peuvent être ajoutés dans la phase grasse inorganique pour séparer les particules 

magnétiques les unes des autres. Des analyses seront nécessaires pour comprendre in vitro le 

comportement de cellules cancéreuses humaines lors du traitement anti-cancéreux par 

hyperthermie magnétique. 

 

Plus généralement, pour chaque nanovecteur élaboré et chaque principe actif encapsulé, des 

études de biocompatibilité in vitro et in vivo doivent être investiguées pour permettre une 

application biomédicale. Actuellement, des analyses sont en cours portant sur ce travail de thèse. 

Les MSNP, MSNP+, MSNP+@SLB-, MSNP+@SLB-/PEG et les Algicells ont été exposés à des 

macrophages de type THP-1 pour permettre une analyse NanoSIMS et Synchrotron. Ces analyses 

vont nous permettre de connaître : la pénétration intracellulaire des NP, leur localisation 

intracellulaire, et savoir quelle voie d’endocytose est privilégiée avec un temps de contact de 4h et 

24h, ainsi que la biocompatibilité et la biodégradabilité des NP de silice. De plus, des expériences 

de diffusion aux petits angles de type SAXS sont planifiées pour connaître la structure de la 

bicouche lipidique recouvrant les MSNP, et la présence ou non d’eau entre la SLB et les MSNP. 
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Annexe 1 : Partie expérimentale chimique et biologique 
 

I. Réactifs chimiques 

 

I.1 Les solvants 

 

Les solvants utilisés sont de grade analytique avec une pureté supérieure à 99,9%. L’éthanol 

absolu (> 99,8 %) AnalaR NORMAPUR provient de chez VWR BDH Prolabo. Le méthanol 

anhydre et le chloroforme ont été commandés chez Sigma-Aldrich.  

L’eau milliQ est une eau ultra purifiée obtenue grâce à l’appareil de purification de marque 

MERCK Millipore®. L’eau déminéralisée obtenue a une résistivité de 18,2 MΩ.cm-1. 

 

I.2 Les réactifs chimiques  

 

Tous les réactifs chimiques nécessaires pour ces travaux de thèse sont répertoriés dans le 

tableau ci-dessous (Tableau 22).  

 

Tableau 22 : Tableau récapitulatif des réactifs chimiques. 

 

Réactif chimique 
Poids moléculaire et 

formule chimique 
Formule semi-développée 

Fourniss-

eur 

Tétraéthylorthosilicate 

(TEOS) 

208,33 g.mol-1 

Si(OC2H5)4 
 

Sigma-

Aldrich 

Chlorure de 

cetyltrimethylammoniu

m dilué à 25% 

(CTACl) 

320,00 g.mol-1 

C16H33N(CH3)3Cl 

 

Sigma-

Aldrich 

Triéthanolamine (TEA) 
149,19 g.mol-1 

N(CH2CH2OH)3 
 

Sigma-

Aldrich 
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Borohydrure de sodium 

(NaBH4) 

37,83 g.mol-1 

NaBH4 

 
 

Sigma-

Aldrich 

(3-

Aminopropyl)triéthox-

ysilane (APTES) 

221,37 g.mol-1 

H2N(CH2)3Si(OC2H5)3 
 

Sigma-

Aldrich 

MYRJ S40® ou 

PolyEthylèneGlycol-40 

Stearate 

 

2046,58 g.mol-1 

HO(CH2CH2O)39CH2

CH2CO2C17H35 

 

 
Croda 

Triton X-100 

 

625 g.mol-1 (n=9-10) 

t-Oct-C6H4-

(OCH2CH2)nOH 

 

 

Sigma-

Aldrich 

Rhodamine B 
479,01 g.mol-1 

C
28

H
31

ClN
2
O

3 

 

Sigma-

Aldrich 

Rhodamine B 

Isothiocyanate (ITC) 

536,08 g.mol-1 

C29H30ClN3O3S 

 

Sigma-

Aldrich 

Calcéine 

622,53 g.mol-1 

C30H26N2O13 

 
 

Sigma-

Aldrich 

Cholestérol 

386,65 g.mol-1 

 

C27H46O  

Sigma- 

Aldrich 
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1,2-dipalmitoyl-sn-

glycéro-3-

phosphocholine, 16:0 

ou DPPC 

734,04 g.mol-1 

C40H80NO8P 

 
 

Avanti 

Polar 

Lipids 

Inc.  

1,2-dioléoyl-3-

triméthylammonium-

propane (sel de 

chlorure) ou DOTAP 

698,54 g.mol-1 

C42H80NO4Cl  

Avanti 

Polar 

Lipids 

Inc.  

1,2-dioléoyl-sn-

glycéro-3-phospho-L-

sérine (sel de sodium) 

ou DOPS 

810,02 g.mol-1 

C42H77NO10PNa 

 
 

Avanti 

Polar 

Lipids 

Inc.  

1,2-distéaroyl-sn-

glycéro-3-

phosphoéthanolamine-

N-[amino(polyéthylène 

glycol)-2000] (sel 

d’ammonium) ou 

DSPE-PEG 

2790,49 g.mol-1 

C132H266N3O54P  

Avanti 

Polar 

Lipids 

Inc.  

Alginate de sodium 

80 000 à 120 000 

g.mol-1 

(C6H8NaO6)n   

Sigma-

Aldrich 

 

 

II.Protocoles expérimentaux  

 

II.1 Synthèse des nanoparticules mésoporeuses de silice (MSNP) 

 

Les nanoparticules mésoporeuses de silice ont été synthétisées en s’inspirant de la synthèse 

décrite par Möller et al. 141 
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Une solution stock a été préparée en mélangeant les différents réactifs ci-dessous pendant 10 

min sous Argon à l’aide du système Carrousel de chez Radleys Tech®: 

- 13,75 mL (762,8 mmol) d’eau milliQ 

- 2,23 mL (38,2 mmol) d’éthanol absolu 

- 2,23 mL (1,7 mmol) de CTACl à 25% 

 

Ensuite 1,78 mL (13,4 mmol) de TEA est ajouté et mélangé à la solution stock jusqu’à sa 

complète dissolution.  

La solution stock est chauffée à 60°C, puis 1,454 mL (6,5 mmol) de TEOS sont ajoutés goutte à 

goutte pendant 2-3 min.  

La réaction est mise sous agitation à 60°C pendant 2 h sous Argon.  

Le ratio molaire de la synthèse est : TEOS/CTACl/TEA/H2O/EtOH 1/0,26/2/117,35/5,88. 

 

II.2 Synthèse des nanoparticules mésoporeuses de silice chargée positivement (MSNP+) 

 

La synthèse des nanoparticules mésoporeuses de silice chargées positivement suit le même 

protocole de synthèse des MSNP et a été breveuté.210 La fonctionnalisation APTES se fait par la 

méthode in situ en s’inspirant du procédé décrit par Thomas Bein.207 Après 20 minutes de réaction 

des MSNP, 150 µL d’APTES (0,64 mmol) sont ajoutés au volume réactionnel. Le mélange 

réactionnel est mis sous agitation pendant 2 h, à 60°C sous Argon. Le ratio molaire de la synthèse 

est : TEOS/CTACl/TEA/H2O/EtOH/APTES 1/0,26/2/117,35/5,88/0,10. 

 

II.3 Extraction efficace du tensioactif CTACl 

 

L’extraction totale du tensioactif a été possible grâce à une nouvelle méthode en combinant 

une dialyse acide et des lavages acides avec un bain à ultrasons.  

Une séparation du milieu réactionnel des MSNP et MSNP+ par centrifugation est requise 

pour stopper la synthèse colloïdale et extraire l’excès de TEA. L’extraction du tensioactif a été 

optimisée avec une combinaison de dialyse acide et de bains d’acide chlorhydrique.104,198 Pour le 

procédé de dialyse, 50 mL de la solution MSNP ou MSNP+ sont transférés dans une membrane de 

dialyse composée de cellulose avec un poids moléculaire de 15 kDa de chez Spectrum Labs. Les 

NP sont lavées pendant 24 heures dans un mélange contenant une solution aqueuse d’acide acétique 
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3M, et de l’éthanol en proportion volumique 1:1 pour extraire le CTACl présent dans les 

mésopores. Ce procédé d’extraction est répété 5 fois.  

Pour permettre de retirer le tensioactif résiduel, les NP sont lavées dans un mélange 

volumique composé d’acide chlorhydrique à 37% et d’éthanol (en proportion volumique 1:4) 

pendant 2 h dans un bain à ultrasons. Les NP sont lavées 5 fois dans cette solution d’extraction puis 

elles sont purifiées par centrifugation à 45000gn pendant 20 minutes dans une centrifugeuse 

Beckman TM Allegra® 64R (Beckman Coulter, Brea, CA, U.S.). La dernière étape de lavage des 

NP est effectuée dans de l’eau milliQ pour retirer l’acide chlorhydrique et l’éthanol.  

 

II.4 Synthèse des MSNP recouvertes d’une bicouche lipidique (MSNP+@SLB-)  

 

Les phospholipides sont dissous dans un mélange de chloroforme et méthanol dans les 

proportions volumiques 9:1, suivant les ratios molaires ci-dessous (Tableau 23).  

 

Tableau 23 : Ratio molaire et concentration de chaque constituant lipidique. 

 

Constituants lipidiques Ratio molaire Concentration en µmol/mL 

DPPC 75 11,25 

DOPS 20 3,00 

Cholestérol 50 7,00 

DSPE-PEG 2000 10 1,50 

 

 

II.4.1 Formulation des MSNP+@SLB- selon la méthode de Liu et al239  

 

Une méthode de formulation des MSNP+@SLB- est investiguée en s’inspirant de la 

méthode décrite par Liu et al.239 Cette méthode est une adsorption passive de liposomes à la surface 

des nanoparticules de silice.   

Pour ce procédé de formulation, une formulation préalable des liposomes est requise. Pour 

formuler les liposomes, les phospholipides sont dissous dans du chloroforme et méthanol avec des 

proportions volumétriques 9:1.  
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- Pour formuler les liposomes anioniques, le ratio des phospholipides est le suivant : 

DPPC/DOPS/Cholestérol 75/20/50. Les lipides sont mis dans un tube en verre et évaporés 

sous vide pour former un film lipidique. Le film lipidique est « redispersé » dans 4 mL d’eau 

milliQ, puis ultrasoniqué avec une sonde en titane de 3 mm de l’ultrasonicateur Sonics Vibra 

Cell® pendant 20 min à 29 % d’amplitude en mode pulsé 10 s/10 s sous Argon. La préparation 

liposomale est ensuite centrifugée à 10000 rpm pendant 10 min pour retirer les particules de 

titane provenant de la sonde et les agrégats lipidiques.  

 

- La solution des MSNP+ à 5 mg/mL et la solution liposomale anionique préalablement 

formulée sont mélangées mécaniquement ensemble par l’action de la micropipette pour ainsi 

former les MSNP+@SLB-. L’excès de liposomes non adsorbés sur les MSNP+ est retiré par 

centrifugation à 45000gn pendant 20 min à 4°C. La solution MSNP+@SLB- obtenue est 

stockée à 4°C dans l’eau milliQ sous Argon.  

 

II.4.2 Formulation des MSNP+@SLB- avec le procédé d’ultrasonication 

 

Cette nouvelle méthode innovante de formulation est une méthode qui a été investiguée pour 

ainsi adsorber de manière efficace un liposome à la surface des nanoparticules de silice. Cette 

technique consiste à adsorber par liaisons électrostatiques une bicouche lipidique anionique sur les 

NP de silice cationique.258 Ce procédé a été réalisé par ultrasonication pour apporter l’énergie 

nécessaire à la formulation des MSNP+@SLB-. 

 

- Pour la formulation des MSNP+@SLB-, le ratio de phospholipides utilisé est le suivant : 

DPPC/DOPS/Cholestérol 75/20/50. Les solutions de phospholipides, dissoutes dans un 

mélange chloroforme/méthanol, sont évaporées sous vide avec le Rotavapor de chez 

Heidolph® pour obtenir un film lipidique. Le film lipidique est « redispersé » dans 4 mL de 

la solution de MSNP+ à 5 mg/mL avec l’aide d’un vortex. Cette suspension est ensuite 

ultrasoniquée avec une sonde en titane de 3 mm de l’ultrasonicateur Sonics Vibra Cell® 

pendant 20 min, et à 29 % d’amplitude avec le mode pulsé 10 s/10 s. Ce procédé se fait à 

température ambiante et sous Argon. La suspension de MSNP+@SLB- est centrifugée 

pendant 5 min à 8000 rpm pour retirer les particules de titane provenant de la sonde. Ensuite, 

l’excès de liposomes non adsorbés sur les MSNP+ est retiré par centrifugation à 45000gn 
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pendant 20 min à 4°C. La suspension MSNP+@SLB- obtenue est stockée à 4°C dans l’eau 

milliQ sous Argon.  

 

- Pour la formulation des MSNP+@SLB-/PEG, le même procédé de formulation des 

MSNP+@SLB- est suivi avec le ratio de phospholipides suivant : 

DPPC/DOPS/Cholestérol/DSPE-PEG 75/20/50/10. 

 

II.5 Synthèse des nanogels appelés « Algicells » 

 

Ce nouveau procédé de synthèse a été breveté.312 Préalablement, les MSNP+@SLB- sont 

formulés suivant la méthode de formulation par ultrasonication décrite ci-dessus : 

- Formulation des MSNP+@SLB-. Pour la formulation des MSNP+@SLB-, voir le même 

protocole expérimental de synthèse ci-dessus avec l’ultrasonication. L’excès de liposomes 

non adsorbés sur les MSNP+ n’est pas retiré par centrifugation comme dans la méthode 

initiale. 

 

- Formulation de vésicules liposomales cationiques. Pour formuler des liposomes 

cationiques, le lipide DOTAP est utilisé à la place du DOPS. Les ratio molaires des 

phospholipides sont les suivants : DPPC/DOTAP/Cholestérol 75/20/50. Les lipides sont mis 

dans un tube en verre et évaporés sous vide pour former un film lipidique. Le film lipidique 

est « redispersé » dans 4 mL d’eau milliQ puis ultrasoniqué pendant 20 min à 29 % 

d’amplitude en mode pulsé 10 s/10 s sous Argon. Les liposomes DOTAP sont ensuite 

centrifugés à 10000 rpm pendant 10 min pour retirer les particules de titane provenant de la 

sonde et les agrégats lipidiques.   

 

- Adsorption des liposomes DOTAP sur les MSNP+@SLB-. La préparation liposomale 

cationique obtenue est mélangée à la solution de MSNP+@SLB- par ultrasonication pendant 

4 min en mode pulsé 10 s/10 s avec une amplitude de 29 %. Les excès de liposomes DOPS 

et de liposomes DOTAP sont retirés par centrifugation à 45000gn. La solution MSNP+@SLB- 

+ liposomes DOTAP est « redispersée » dans du tampon HEPES 0,01 M à pH = 7,4.  

 

- Adsorption de la couche d’alginate de sodium. Pour adsorber l’alginate de sodium sur 

MSNP+@SLB- + liposomes DOTAP et ainsi former le nanogel, la suspension est mélangée 
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sous agitation mécanique avec 2 % en poids d’alginate de sodium. L’excès d’alginate non 

adsorbé est retiré par centrifugation à 45000gn pendant 20 minutes. La solution 

MSNP+@SLB- + liposomes DOTAP + alginate est redispersée dans du tampon HEPES (10 

mM, 145 mM de NaCl à pH = 7,4) par ultrasonication pendant 2 min en mode pulse 10 s/10 

s.  

 

- Réticulation du nanogel d’alginate. Une solution à 50 mM de chlorure de calcium est 

mélangée à la solution de MSNP+@SLB- + liposomes DOTAP + alginate pour permettre la 

formation du nanogel. L’excès de chlorure de calcium est retiré par centrifugation à 45000g 

pendant 20 minutes. La solution « Algicells » est redispersée dans du tampon HEPES 10 mM, 

145 mM de NaCl à pH = 7,4 par ultrasonication pendant 2 minutes en mode pulse 10 s/10 s. 

 

 

III.Caractérisations physico-chimiques des MSNP 

 

III.1 Analyse par diffraction des rayons X (DRX) 

 

Cette méthode est non invasive pour l’échantillon et elle permet de caractériser de manière 

qualificative et quantitative des composés cristallins ou présentant une certaine périodicité. En 

effet, le principe de cette technique est de se baser sur la mesure de l’angle de diffraction lié au 

vecteur de l’onde diffracté (Kd) par les plans réticulaires cristallographiques d’un matériau.  

 

La distance inter-réticulaire est calculée par la loi de Bragg (8) :  

(8) 𝓃λ = 2d sin θ    avec 𝓃 l’ordre de diffraction (𝓃 =1),  λ la longueur d’onde diffractée 

(i.e. un monochromateur sélectionnant la raie Kα1 du cuivre, λCuivre = 1,5418 Å), d la distance inter-

réticulaire, c'est-à-dire la distance entre deux plans cristallographiques, et θ le demi angle de 

déviation entre le faisceau incident et la direction du détecteur. 

 

Les échantillons MSNP et MSNP+ sont séchés par lyophilisation pour avoir une masse de 

100 mg de poudre de particules. Ces poudres de NP sont caractérisées par diffraction des rayons X 

à l’aide du diffractomètre Bruker D8 Discover® HR XRD. L’analyse DRX est effectuée par un 

balayage compris entre 0 et 10° et les diffractogrammes sont exploités avec le logiciel DiffracPlus 

EVA. 
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III.2 Analyse par adsorption de gaz 

 

Le principe de cette technique est de caractériser les propriétés texturales des solides poreux 

telles que la surface spécifique, le volume poreux, la taille des pores, et leur distribution. Les 

graphiques des isothermes d’adsorption obtenus représentent la quantité adsorbée par gramme 

d’adsorbant en fonction de la pression relative P/P0. L’IUPAC classe les différents profils des 

isothermes en six catégories représentatives des spécificités texturales des matériaux étudiés 

(Figure 117).  

 

Les échantillons MSNP et MSNP+ ont été lyophilisés pour ensuite être analysés par 

adsorption de gaz. Les propriétés structurales, incluant la surface spécifique (SBET), le volume 

poreux (Vp), et la distribution de diamètre des pores (Dp), sont déterminées par le traitement des 

isothermes d’adsorption et de désorption de l’azote à basse température. Les mesures ont été 

effectuées avec un ASAP 2010 Micromeritics apparatus. Préalablement, les échantillons sont 

dégazés sous vide à 150°C jusqu’à atteindre une pression statique inférieure à 6.6×10−4 Pa. La 

surface spécifique est calculée suivant l’isotherme d’adsorption de N2 par le modèle BJH (Barrett-

Joyner-Halenda) en assumant que la molécule N2 a une aire d’adsorption de 0,1620 nm2. Le volume 

mésoporeux et la distribution de taille des connexions entre les pores ont été calculés à partir de 

l’isotherme de désorption via la méthode BJH. 

 

 

Figure 117 : Classification de l’IUPAC des isothermes d’adsorption physique. 



Annexe 1 : Partie expérimentale chimique et biologique 

 

228 

 

III.3 Analyse de la taille hydrodynamique et du potentiel de surface des particules en 

solution 

 

La taille et le potentiel de surface des nanovecteurs de silice ont été déterminés en solution 

aqueuse par le Nano Zetasizer® 385 de chez Malvern Instruments en utilisant le principe de la 

diffusion dynamique de la lumière. Cette méthode d’analyse repose sur le mouvement brownien 

des particules en solution et permet de mesurer des tailles hydrodynamiques de particules allant de 

0,3 nm à 10 µm. Les particules se déplacent selon un mouvement perpétuel et aléatoire, dit 

mouvement brownien. Les particules diffusent un faisceau laser et le signal collecté permet de 

calculer une distribution de taille des particules au moyen de la relation de Stokes-Einstein, 

assumant que la mobilité des particules en solution est inversement proportionnelle à leur taille. 

Les mesures de taille hydrodynamique et de potentiel zêta sont effectuées selon les paramètres 

suivants :  

- temps de stabilisation de l’appareil : 60 secondes 

- 3 mesures par échantillons  

- matériau : silice avec un indice de diffraction de 1,001 

- température : 25°C 

- concentration de l’échantillon : 0,1 mg/mL 

 

Les dispersants utilisés pour les mesures sont l’eau milliQ, les tampons (4-(2-hydroxyethyl)-

1-piperazineethanesulfonic acid) (HEPES) ou Phosphate Buffered Saline (PBS) à 10 mM 

supplémenté à 145 mM de NaCl, et le milieu de culture cellulaire Dulbecco's Modified Eagle 

Medium (DMEM) supplémenté à 10 % de sérum fœtal bovin.  

 

Les potentiels zêtas des NP ont été mesurés suivant les mêmes paramètres que ceux pour la 

mesure de la taille hydrodynamique. Le potentiel zêta représente la charge de surface d’une 

nanoparticule. Cette méthode repose sur la mobilité électrophorétique des particules en solution 

mises en mouvement sous l’action d’un champ électrique alternatif appliqué entre la cathode et 

l’anode dans une cellule de mesure fermée. La mesure du potentiel zêta est calculée à partir de la 

mobilité électrophorétique des NP en utilisant le plus souvent le modèle de Smoluchowski (Figure 

118). 

Les mesures du potentiel zêta dépendent des paramètres tels que la constante diélectrique 

du milieu, la viscosité et l’indice de réfraction. Les dispersants utilisés pour les mesures sont l’eau 
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milliQ, les tampons HEPES ou PBS à 10 mM et le milieu de culture cellulaire DMEM supplémenté 

à 10 % de sérum fœtal bovin.  

 

  

Figure 118 : Principe du potentiel zêta. 

 

 

III.4 Analyse de la taille hydrodynamique des particules avec le système NTA 

 

L’appareil Nanosight® appélé aussi Nanoparticles tracking analysis (NTA) de chez Malvern 

Instruments386 utilise la méthode de la diffusion dynamique de la lumière par le mouvement 

brownien des particules.257 Cette méthode permet de visualiser et d’analyser en temps réel les 

nanoparticules en solution. Pendant l’analyse, les particules diffusent un faisceau laser focalisé. 

Chaque particule se reflète par une image via une caméra de dispositif à couplage de charge (CCD). 

La caméra visualise et enregistre le mouvement brownien des particules en solution. Le logiciel du 

Nanosight® utilise la température et la viscosité du milieu pour pouvoir calculer la taille 

hydrodynamique de la nanoparticule via l’équation de Stokes-Einstein (Figure 119). L’appareil 

peut analyser des particules ayant une taille comprise entre 30 nm et 1 µm. Les échantillons de 

particules sont dilués à 0,01 mg/mL pour analyse et à une température de 25 °C. Les dispersants 

utilisés pour les mesures sont l’eau milliQ, et un tampon HEPES ou PBS à 10 mM et 145 mM de 

NaCl.  
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Figure 119 : Principe du Nanosight. 
 

 

 

 

 

III.5 Analyse de la taille des particules avec le système qNano  

 

Une nouvelle méthode d’analyse de la taille des nanoparticules est disponible chez Izon 

Instrument par le qNano. Cet équipement a été acheté au cours de mes travaux de thèse et permet 

d’analyser des particules sphériques de 40 nm à 10 µm.  

 

L’analyse de la taille des particules repose sur la méthode de la détection de l'impulsion 

résistive modulable (TRPS) ou « Tunable Resistive Pulse Sensing »263 des nanoparticules à l'aide 

de compteurs de type Coulter. Cette technique fournit une mesure directe de la concentration des 

particules et l'analyse de haute résolution de la taille des particules et de la charge de surface. Une 

tension est appliquée sur une membrane poreuse immergée dans une solution d'électrolyte, ce qui 

donne un courant ionique. Les particules traversent la porosité d’une membrane avec une vitesse 

qui dépend du potentiel zêta des particules, provoquant un blocage transitoire du courant ionique 

pour chaque particule traversant. Un courant électrique via un électrolyte, un voltage donné, et une 

pression appliquée permet de faire passer les particules à travers une membrane et induire une 
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valeur de résistance appelée « Tunable Resistive Pulse Sensing (TRPS) » qui est corrélée à la taille 

de la particule (Figure 120).  

 

En fonction de la distribution de taille des particules, différentes membranes sont proposées 

par le fournisseur avec des diamètres de pores adaptés. Dans le cas de ce travail, avec des particules 

d’une taille inférieur à 100 nm, la membrane NP 100 a été utilisée (gamme de taille de particules 

de 70 à 200 nm avec un diamètre moyen de 100 nm).  

 

Pour l’analyse de nos nanovecteurs, les solutions de particules à 4 mg/mL sont diluées par 

1000 dans du tampon HEPES à 10 mM avec 145 mM de NaCl. Les nanovecteurs Algicells, donc 

les nanoparticules de silice recouvertes d’une couche lipidique et polymère n’ont pas pu être 

analysées par ce système. En effet, un blocage des pores a lieu après quelques secondes d’analyse, 

ce qui peut être expliqué par le recouvrement polymère qui adhère aux parois de la membrane.  

 

 

Figure 120 : Principe du qNano.263 
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III.6 Spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier  

 

Cette technique appelée spectroscopie FT-IR est une méthode utilisant le rayonnement dans 

la gamme infrarouge des radiations électromagnétiques. Cette analyse permet d’identifier les 

liaisons chimiques et donc les molécules organiques ou inorganiques selon leurs propriétés de 

vibration. Le spectre d’acquisition est réalisé entre 400 et 4000 cm-1. Les bandes de transitions, 

apparaissant sous forme de pics sur les spectres, correspondent à des vibrations d’élongation ou de 

déformation. 

Pour ce travail de thèse, cette technique d’analyse a été utilisée pour mettre en évidence la 

présence ou l’absence de groupements organiques correspondants à l’agent structurant CTACl. 

Cette méthode nous permet de valider si l’extraction du tensioactif est efficace ou non. Pour cette 

analyse, les nanoparticules de silice sont préalablement lyophilisées pour les récupérer sous forme 

de poudre. Chaque poudre de nanoparticules est mélangée à du bromure de potassium (KBr) avec 

un ratio massique de 1,5:100. Les échantillons sont broyés pendant deux minutes et ensuite 

compressés en pastille avec une force de 450 kg.cm-3. Les spectres sont effectués via le 

spectromètre FT-IR VERTEX 70 de chez Bruker qui est équipé d’un détecteur MCT. Le module 

ATR (« Attenuated Total Reflection ») est utilisé et le bruit de fond du KBr est soustrait du spectre 

obtenu. Les spectres ont été réalisés à l’air ambiant et température ambiante. 

 

III.7 Analyse par microscopie électronique à balayage (MEB) 

 

Les échantillons de nanoparticules de silice sont analysés par microscopie électronique à 

balayage afin d’évaluer la taille sèche et la forme des particules. Pour cette analyse, une goutte de 

la solution de nanoparticule à 0,5 mg/mL est déposée sur un film de cuivre et séchée pendant 3 

heures. Les images MEB sont capturées par le microscope HELIOS NanoLab 650™ de chez FEI 

à 2 kV.  

 

III.8 Analyse par microscopie électronique à transmission (MET) 

 

L’analyse par microscopie électronique à transmission permet de déterminer la taille, la 

forme, la structure, et la porosité des particules. Pour l’analyse MET, des grilles de cuivre, d’or, et 

de NanoPlusGrids (composées d’une monocouche de 15 nm de nitrure) sont utilisées en support 
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d’analyse. Une goutte de l’échantillon est déposée sur la grille MET et séchée avant analyse. Le 

microscope utilisé est le Tecnaï™ de chez FEI à 200 kV. 

 

III.9 Analyse par microscopie électronique à cryo-transmission (cryo-MET) 

 

L’objectif de cette technique est de déterminer la présence de la bicouche lipidique 

recouvrant les nanoparticules de silice et d’évaluer aussi la présence de la couche d’alginate pour 

le nanovecteur Algicells. Les échantillons sont congelés avec de l’azote liquide sur des grilles MET 

de carbone en utilisant l’appareil FEI Vitrobot™. Les analyses ont été effectuées sur le microscope 

Titan Krios™ de chez FEI à 200 kV. 

 

III.10 La chromatographie en phase liquide couplée à la spectrométrie de masse LC-MS 

 

Le système Dionex BioLC (Chromatographie liquide à haute performance (HPLC)) de chez 

ThermoFisher Scientific est couplé avec un spectromètre de masse à haute résolution (LTQ-

Orbitrap Elite MS, Thermo Scientific) pour quantifier la composition de la bicouche lipidique 

recouvrant les nanoparticules de silice (Figure 121). 

La séparation des lipides a été effectuée à 40°C sur une colonne C18-HL de GraceTM 

VisionHTTM (150 × 2.1 mm i.d. 3 μm) avec un scan de la masse de 300 à 1000 g.mol-1. Le flux est 

de 0,25 mL/min avec une phase mobile C à 5 mM d’acétate d’ammonium à pH = 4 et une phase 

mobile D à 5 mM d’acétate d’ammonium dans du méthanol. Ce gradient binaire linéaire commence 

à 80 % de D et finit à 100 % de D.   

Une préparation des nanovecteurs de silice est nécessaire avant de les analyser en 

chromatographie en phase liquide. Les échantillons MSNP+@SLB- et MSNP+@SLB-/PEG sont 

centrifugés à 45000gn pendant 20 min à 20 °C pour retirer l’eau milliQ et les redisperser dans un 

mélange volumétrique dichlorométhane et méthanol (9:1). La solution est mélangée pendant toute 

une nuit pour ainsi déstabiliser la bicouche lipidique qui recouvre les nanoparticules de silice. Les 

nanoparticules de silice déstabilisées sont retirées de la solution par centrifugation à 45000gn 

pendant 20 minutes à 20°C. Les échantillons contenant les extraits lipidiques de la bicouche 

lipidique sont dilués 2,5 fois dans du méthanol. Une solution de calibration contenant chaque lipide 

(DPPC, DOPS, Cholestérol, et DSPE-PEG 2 kDa) a été préparée dans du méthanol avec les valeurs 

de concentrations suivantes : 1, 10, 25, 50, 75, et 100 µg/ml. Les échantillons d’extrait lipidique 
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sont injectés à un volume de 50 μL. Le traitement des résultats a été effectué sur le logiciel 

XcaliburTM avec une tolérance en masse de 6 ppm.   

 

Pour la quantification des lipides recouvrant le nanovecteur Algicells, le système LC-MS 

Ultimate 3000 de chez ThermoFisher Scientific a été utilisé avec le couplage d’un spectromètre de 

masse à haute résolution (LTQ-Orbitrap Elite MS, Thermo Scientific) (Figure 121). La séparation 

des lipides a été effectuée à 40°C sur une colonne Kinetex® 5 µm EVO C18 (100 Å 150 x 2.1 mm) 

avec un scan de la masse de 250 à 1000 g.mol-1. Le flux est de 0,7 mL/min avec une phase mobile 

A à 10 mM d’acétate d’ammonium et 0,1 % d’acide formique à pH = 4 dans l’eau et une phase 

mobile B à 10 mM d’acétate d’ammonium et 0,1 % d’acide formique dans du méthanol. Ce gradient 

binaire linéaire commence à 90 % de B avec 10 % de A et finit à 100 % de B.   

 

Figure 121 : LC-MS Ultimate 3000 couplé au LTQ-Orbitrap Elite MS, ThermoFisher Scientific. 

 

Voici le chromatogramme des lipides identifiés dans les solutions lipidiques de calibration 

(Figure 122) : 
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Figure 122 : Chromatogramme des lipides cholestérol, DOTAP, DPPC et DOPS. 

 

Voici les courbes de calibration pour chaque lipide (Figure 123, Figure 124, Figure 125, 

Figure 126) : 

 

 

Figure 123 : Gamme et courbe de calibration du cholestérol. 
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Figure 124 : Gamme et courbe de calibration du DOTAP. 

 

 

 

Figure 125 : Gamme et courbe de calibration du DOPS. 
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Figure 126 : Gamme et courbe de calibration du DPPC. 

 

 

 

III.11 Encapsulation et cinétique de libération d’agents actifs  

 

Pour quantifier l’encapsulation d’actifs et leur relargage, des agents fluorescents ont été 

utilisés tels que la Rhodamine B et la calcéine. Pour l’adsorption de Rhodamine B dans la matrice 

de silice, 1 mg de Rhodamine B est incorporé directement dans la solution aqueuse de silice (2 mg 

de NP de silice). Pour l’adsorption de calcéine dans la matrice de silice, 1 mg de calcéine est 

incorporé directement dans la solution aqueuse de silice (2 mg de NP de silice) et le pH est ajusté 

à 7 avec une solution de NaOH.  

 

La rhodamine B a été incorporée dans la matrice de silice par adsorption dans de l’eau milliQ 

en laissant incuber toute une nuit. L’absorbance maximale de la rhodamine B est à 556 nm. La 

droite d’étalonnage de la Rhodamine B est représentée sur la Figure 127.  
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Figure 127 : Courbe de calibration de la Rhodamine B. 
 

 

 

La calcéine a été incorporée dans la matrice de silice par adsorption dans une solution aqueuse 

à pH = 7,4 en laissant incuber toute une nuit. L’absorbance maximale de la calcéine est à 498 nm. 

La droite d’étalonnage de la calcéine est rapportée sur la Figure 128.  

 

 

Figure 128 : Courbe de calibration de la calcéine. 

 

Pour quantifier le relargage des agents actifs, une méthode a été développée pour représenter 

au mieux le réel relargage de nos nanovecteurs dans des conditions physiologiques et biologiques. 

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0 1.1

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

D
O

Concentration en Rhodamine B en mg/mL

y = 0,0249 + 1,1287x

R
2
 = 0,99948

0 1 2 3 4 5

0.00

0.05

0.10

0.15

0.20

0.25

0.30

0.35

0.40

D
O

Concentration en calcéine en g/mL

y = 0,02706 + 0,07162x

R
2
 = 0,99937



Annexe 1 : Partie expérimentale chimique et biologique 

 

239 

 

Pour cela, 93 µL d’une solution de 4 mg/mL de nanovecteurs de silice contenant un fluorophore 

est dispersée dans 1395 µL de différents milieux physiologiques ou biologiques : 

- acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazineéthanesulfonique (HEPES), tampon HEPES à pH = 

7,4 

- milieu Dulbecco's eagle modifié (DMEM) sans rouge de phénol et complété à 10 % de serum 

fœtal bovin (FBS)   

- tampon HEPES à pH = 7,4 avec 1 % de Triton X-100 

 

L’expérience est menée à différents temps d’incubation des NP dans les différents milieux 

physiologiques : 2 h, 4 h, 24 h, et 96 h et à une température de 37,5 °C. A chaque durée, les solutions 

de NP sont séparées par centrifugation à 45000gn en utilisant les tubes de filtration Amicon 

(Amicon Ultra-15 unités de filtration centrifuge, 100 KDa, Merck Millipore®). La concentration 

des agents fluorescents dans le surnageant est quantifiée par absorption UV (Infinite® M1000 PRO, 

TECAN®) à 556 nm pour la Rhodamine B et 498 nm pour la calcéine. Le pourcentage 

d’encapsulation de l’actif (9) et l’efficacité d’encapsulation (10) sont estimés par les équations 

suivantes :  

(9) % encapsulation =
quantité d′actif encapsulé dans le nanovecteur en mg

quantité de nanovectors en mg
 x 100 

 

 (10) % efficacité d′encapsulation

=
quantité d′actifencapsulé dans le nanovecteur en mg

quantité initial d′actif en mg
 x 100 

 

La quantité d’actif encapsulé est estimée par la différence avec la quantité initiale d’actif et 

la quantité d’actif dans le surnageant avec centrifugation des nanovecteurs de silice à 45000gn 

pendant 20 minutes après le processus d’encapsulation d’actif.  

 

III.12 Dosage de l’hémolyse 

 

Le dosage de l’hémolyse a été effectué dans deux conditions physiologiques, avec le tampon 

PBS et avec le plasma humain. Le sang total humain a été collecté frais auprès de donneurs sains 

consentants dans des tubes contenant de l’éthylènediamine tétraacétique (EDTA). La collecte et 

l'utilisation de sang sain de donneur ont été approuvées par le Comité national d'éthique pour la 
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recherche au Luxembourg (CNER). Des consentements écrits ont été obtenus auprès de tous les 

participants. 

Pour le dosage de l’hémolyse, 4 mL de sang total ont été dilués dans 8 mL de PBS Dulbecco. 

Les globules rouges ont été isolés par centrifugation à 2500gn pendant 10 min et lavés 3 fois avec 

du PBS. Ensuite, les globules rouges sont dilués dans 40 mL de PBS. Le plasma humain a été 

collecté après la première centrifugation du sang total pour ainsi effectuer le dosage de l’hémolyse 

dans le plasma humain.  

Pour doser l’hémolyse induite par les nanoparticules de silice, les NP ont été diluées dans 

800 µL de PBS ou de plasma humain avec des concentrations allant de 125, 625, et 1250 µg/mL, 

et 200 µL de globules rouges dilués sont rajoutés pour avoir une concentration finale de 0,1, 0,5, 

et 1 mg/mL de NP de silice. Pour le contrôle positif et négatif, 200 µL de globules sont dilués dans 

800 µL d’eau milliQ ou de PBS/plasma humain respectivement. Chaque échantillon est mélangé 

et laissé à température ambiante pendant 2 h en position statique. Puis, les solutions sont mélangées 

et centrifugées à 2500gn pendant 5 min. 100 µL du surnageant de chaque échantillon sont transférés 

dans une plaque 96 puits. Les suspensions de globules rouges exposées avec des nanoparticules de 

silice sont analysées par absorbance de l’hémoglobine à 540 nm (FluoSTAR Optima, BMG 

Labtech). L’expérience a été répétée 4 fois. Le pourcentage d’hémolyse est calculé suivant la 

formule suivante (10). 

 

(10) %Hémolyse = 

 
(Absorbance de l′échantillon − absorbance du contrôle négatif)

(Absorbance du contrôle positif − absorbance du contrôle négatif)
 x 100 

 

III.13 Analyse de microscopie électronique à balayage des globules rouges  

 

Pour cette analyse, du sang total a été prélevé dans les mêmes conditions que pour le dosage 

de l’hémolyse. 4 mL de sang total ont été dilués dans 8 mL de PBS Dulbecco. Les globules rouges 

ont été isolés par centrifugation à 2500gn pendant 10 min et lavés 3 fois avec du PBS. Ensuite, les 

globules rouges sont dilués dans 40 mL de PBS. Le plasma humain a été collecté après la première 

centrifugation du sang total. Les NP ont été diluées dans 800 µL de PBS ou de plasma humain avec 

des concentrations allant de 125, 625, et 1250 µg/mL, et 200 µL de globules rouges dilués sont 

rajoutés pour avoir une concentration finale de 0,1, 0,5, et 1 mg/mL de NP de silice. Pour le contrôle 

négatif, 200 µL de globules sont dilués dans 800 µL d’eau milliQ ou de PBS/plasma humain 
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respectivement. Chaque échantillon est mélangé et laissé à température ambiante pendant 2 h en 

position statique.   

Ensuite, chaque échantillon est rincé deux fois avec du PBS et fixé en ajoutant une solution 

fraiche de cacodylate (0,15 M, pH = 7,2) à 2,5 % de glutaraldéhyde à température ambiante pendant 

une heure. Les échantillons sont ensuite déshydratés avec des concentrations croissantes d’éthanol 

(50, 70, et 100 %) pendant 15 minutes pour chaque bain d’alcool. Ensuite, les suspensions de GR 

sont déposées sur des plaquettes de silicium et séchées avant de les analyser avec le microscope 

électronique à balayage FEI HELIOS Nanolab 650™ à 1 ou 2 kV.  

 

Pour déterminer si les cellules sont saines ou non, la morphologie des globules rouges a été 

étudiée par MEB, selon l’analyse Apollo de la NASA (Figure 129).220 

 

 

Figure 129 : Images de MEB de (A) un erythrocyte sain ou discocyte, (B) un leptocyte présentant une 

cellule GR plane (C) un échynocyte avec des pics de stress, (D) un stomatocyte présentant une concavité 
membranaire et (E) un knizoycte présentant une dépression membranaire triconcave. 

 

Tous les globules rouges ne présentant pas la forme discocyte ont été classés en tant que 

cellules non saines. Les images du MEB ont été analysées par comptage manuel des cellules sur 

chaque image MEB. L’erreur d’analyse a été déterminée par le nombre de cellules non clairement 

définies selon la classe des cellules saines et cellules non saines. Une représentation statistique a 

été effectuée pour évaluer une déviation standard de chaque échantillon. Pour cette analyse 

statistique, trois images différentes pour chaque échantillon ont été utilisées pour compter le 

nombre de cellules saines et non saines (Tableau 24).  
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Tableau 24: Tableau récapitulant le comptage des cellules saines et non saines en contact avec 

chaque type de particule. Une erreur de mesure a été calculée en pourcentage lorsque la dénomination 
cellule saine ou non saine était incertaine. 

 

  Total cellules % d’ 

Erythrocytes  
% de cellules 

non saines Erreur en % 

Tampon PBS 

Contrôle 241 97.51 2.49 5.39 

MSNP+@SLB
-
 0.1mg/ml 69 95.65 4.35 7.25 

MSNP+@SLB
-
 0.5mg/ml 173 95.37 4.62 3.47 

MSNP+@SLB
-
 1mg/ml 72 86.11 13.89 8.33 

MSNP+@SLB
-/PEG

  0.1 mg/ml 53 92.45 7.55 7.55 

MSNP+@SLB
-/PEG 

0.5mg/ml 48 81.25 18.75 4.17 

MSNP+@SLB
-/PEG

 1 mg/ml 71 73.24 26.76 14.08 

MSNP+ 0.1 mg/ml 160 0 100 0 

 MSNP  0.1 mg/ml 136 0 100 0 

 MSNP  0.5 mg/ml 56 0 100 0 

Plasma humain  

Contrôle 159 83.02 16.98 9.43 

MSNP+@SLB
-
  0.1mg/ml 322 89.13 10.87 4.97 

MSNP+@SLB
-
 0.5mg/ml 123 91.87 8.13 6.50 

MSNP+@SLB
-
 1mg/ml 34 91.18 8.82 11.77 

MSNP+@SLB
-/PEG

  0.1 mg/ml 176 89.20 10.79 10.79 

MSNP+@SLB
-/PEG

 0.5mg/ml 67 92.54 7.46 5.97 

MSNP+@SLB
-/PEG

 1 mg/ml 91 86.81 13.19 7.69 

MSNP+ 0.1 mg/ml 205 26.34 73.66 17.56 

MSNP+ 0.5 mg/ml 147 43.54 56.46 19.05 

 MSNP+ 1 mg/ml 52 34.61 65.38 15.38 

MSNP  0.1 mg/ml 246 32.93 67.07 22.36 

MSNP  0.5 mg/ml 67 40.30 59.70 20.89 

 MSNP  1 mg/ml 64 25 75 20.31 
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III.14 Quantification et identification des protéines 

 

Quantification des protéines : Pour quantifier les protéines adsorbées sur la surface des NP, 

400 µL (2 mg/mL) des vecteurs de silice sont incubés à 37°C pendant une heure dans une solution 

contenant 70 % de plasma humain de chez Sigma-Aldrich. Après l’incubation des NP, les 

échantillons sont centrifugés pendant 45 min à 45000gn à 4°C. Le surnageant contenant les 

protéines plasmatiques non adsorbées sur la surface des NP de silice est enlevé pour récupérer le 

culot contenant les protéines adsorbées et liées aux NP de silice. Le culot est lavé deux fois par 

centrifugation avec de l’eau milliQ pour retirer l’excès de plasma humain. Après le lavage, les 

protéines liées aux NP sont détachées grâce à l’action du tampon Laemmli (1X, Tris 61,8 mM, 

sodium dodécyl sulphate 2,3 % (w:v), glycérol 8,6 % (w:v), β-mercapto-ethanol 5 % (v:v), bleu de 

bromophenol 0,01 % à pH = 6,8) et quantifiées par le dosage des protéines par la procédure de chez 

RC DCTM  et BioRad (BioRad, Temse, Belgique).  

 

Identification des protéines : 25 µg des protéines plasmatiques totales sont séparées dans un 

gel SDS-PAGE 1D préfabriqué selon les instructions du fabricant (Bio-Rad), puis colorées avec le 

bleu Instant (Gentaur BVBA). Les bandes ont été réduites, alkylées, et digérées par l’enzyme 

trypsine (5 ng/μl, grade de masse séquentielle, Promega) pendant une nuit. Ensuite, les peptides 

extraits ont été séparés sur une colonne de phase inverse C18 (PepMapTM 100, 3 μm, 100 Å, 75 

μm id x 15 cm, Thermo scientific) en utilisant un gradient binaire linéaire (solvant A : 0,1 % d’acide 

formique, solvant B : 80 % d’acétonitrile à 0,1 % d’acide formique) avec un système nanoLC-2D 

(Eksigent, Sciex, Belgique) couplé à un spectromètre de masse Triple TOF 5600+ (Sciex, 

Belgique). Les 20 pics les plus intenses ont été sélectionnés. Les spectres obtenus ont été traités 

par Mascot en utilisant Mascot Daemon (version 2.4.2, Matrix Science) en recherchant l'homo 

sapiens (Protéines plasmatiques humaines) dans la base de données SwissProt (publié en mai 

2015). L'abondance relative des protéines a été calculée en utilisant le facteur d'abondance spectrale 

normalisé (NSAF). 

 

III.15 Test d'intégrité de la membrane plasmique 

 

Les cellules mononucléaires de sang périphérique (PBMC) ont été isolées à partir du sang 

des donneurs sains en utilisant une centrifugation à gradient de densité dans des tubes Ficoll 

Hypaque. Les cellules ont été ensemencées en milieu frais la veille des traitements avec les 
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différents types de NP. L'intégrité de la membrane plasmique a été évaluée par la mesure de 

l'absorption de PI par cytométrie en flux (FACS canto, Becton Dickinson). La ligne de cellules 

stromales de la moelle osseuse humaine HS-5 (ATCC, Manassas, VA) a été cultivée selon les 

instructions du fabricant. Les cellules PBMC et HS-5 ont été ensemencées à 8x104 cellules/puits et 

1,6x105 cellules/puits respectivement sur une plaque à 12 puits en triplicat. Les nanoparticules à 

base de dioxyde de silicium, de 80 nm et composées de silice amorphe (5 % en poids, PI 0,04 %) 

ont été achetées auprès de Corpuscular Inc. (Cold Spring, NY, États-Unis) avec une densité de 1,8 

à 2 g/cm3. Les différentes NP ont été mises en contact des cellules pendant 24 heures aux 

concentrations suivantes : 0,1, 0,5, et 1 mg/mL. Les cellules de chaque puits ont été centrifugées et 

lavées à 350g pendant 5 minutes. Les cellules ont été remises en suspension dans 100 μL de PBS. 

Une solution de PI fraîche a été ajoutée dans chaque tube (concentration finale de 2,5 μg/mL), et a 

été « vortexée » doucement, puis incubée pendant 5 minutes. Les échantillons ont été analysés par 

cytomètrie en flux après l'addition de 200 μl de PBS.  

 

III.16 Analyse statistique des expériences biologiques 

 

La taille des particules, l'hémolyse, et la quantification des protéines sont présentées sous 

forme de moyenne ± écart type (MST) ou d'une erreur type de la moyenne (SE). Les différences 

statistiques ont été déterminées par une analyse de variance à sens unique (ANOVA) suivie du test 

de Tukey-Kramer. Les résultats ont été considérés comme statistiquement significatifs avec un 

niveau critique de 5 % (* p < 0,05). Afin d'étudier la déformabilité de GR en contact avec les NP, 

la procédure PROC GENMOD (distribution binomiale et liaison logique) du pack statistique SAS® 

(version 9.4 pour Windows) a été utilisée. Le test d'intégrité de la membrane plasmique a été 

analysé avec un modèle d'effet mixte non linéaire PROC NLMIXED (SAS 9.4). 
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Annexe 2  

 

 Liste des Nanoparticules sur le marché de type polymère et lipidique. 
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Annexe 3  

Liste des Nanoparticules sur le marché de type lipidique. 
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Annexe 4  

Liste des Nanoparticules sur le marché de type inorganique. 
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Publications:  

 

✓ Gaëlle Corne, Valérie Palissot, Christina Grigorakaki, César Pascual García, Didier Arl, 

Tommaso Serchi,  Céline C. Leclercq, Guy Berchem, Frank Boury, Sivashankar 

Krishnamoorthy, Jean-Sébastien Thomann and Damien Lenoble,  “Bioinspired 

Phosphatidyl Serine Supported Lipid Bilayers On Mesoporous Silica Nanoparticles 

Exhibiting Efficient Gate Keeping And Anti-biofouling Properties In Blood”, 

scientific reports, article en cours de revision majeure. 

 

✓ Gaëlle Corne, Gilles Frache, Frank Boury, Damien Lenoble,  and Jean-Sébastien Thomann, 

“Algicells”, en cours d’écriture pour le journal Nanoscale 2018, après la publication du 

brevet LU100023.  

 

✓ Gaëlle Corne, Damien Lenoble, Frank Boury, Jean-Sébastien Thomann, New method to 

control the encapsulation of Fe3O4 nanoparticles in mesoporous silica nanoparticles, RSC 

Advances, soumission fin 2018, après dépôt de brevet. 

 

 

Brevets:  

 

✓ Aniocells -LU92784  filed by LIST on 22/07/2015, published under ref. WO2017/013250, 

entitled « Negatively charged self-assembling supported lipid bilayer on mesoporous 

silica nanoparticles, method of synthesis and use as a nanovector », inventors: Gaëlle 

CORNE, Damien LENOBLE, Jean-Sébastien THOMANN. (Preliminary research report : 

from European patent office: All Claims accepted without modification) 

 

✓ Algicells - LU100023: filed by LIST on 20/01/2017, entitled « Nanocapsules and method 

for manufacturing thereof », inventors: Gaëlle Corne, Jean-Sébastien Thomann, en cours 

de publication (mi-2018). (Preliminary research report : from European patent office: All 

Claims accepted without modification) 
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✓ MNSP Synthesis Process -LU92783 filed by LIST on 22/07/2015, published under ref. 

WO2017/013182, entitled « Highly aminated self-assembling functionalized 

mesoporous silica nanoparticles and method of synthesis », inventors: Gaëlle CORNE, 

Damien LENOBLE, Jean-Sébastien THOMANN. (Preliminary research report : from 

European patent office: Claims have to be respecified) 

 

✓ Magnetocell – “mesoporous silica nanoparticles encapsuled magnetic nanoparticles”, 

en cours d’écriture, soumission pour Décembre 2017. 

 

Communications orales : 

 

- Gaëlle Corne, Jean-Sébastien Thoman, Tommaso Serchi, Christina Grigorakaki, Valérie 

Palissot, Frank Boury et Damien Lenoble, Mesoporous Silica Nanoparticles surrounded 

by a lipid bilayer as drug delivery system, E-MRS 2015 Spring Meeting, Mai 2015, Lille, 

France. 

- Gaëlle Corne, Jean-Sébastien Thoman, Tommaso Serchi, Christina Grigorakaki, Valérie 

Palissot, Frank Boury et Damien Lenoble, Mesoporous Silica Nanoparticles surrounded 

by a lipid bilayer as drug delivery system, Life Science PhD days, Septembre 2015, 

Belvaux, Luxembourg. 

- Gaëlle Corne, Jean-Sébastien Thoman, Tommaso Serchi, Christina Grigorakaki, Valérie 

Palissot, Frank Boury et Damien Lenoble, Mesoporous Silica Nanoparticles surrounded 

by a lipid bilayer as drug delivery system, Journées scientifiques de l’école doctorale 

Biologie Santé, Décembre 2015, Nantes, France. 

 

Posters : 

 

- Gaëlle Corne, Jean-Sébastien Thoman, Frank Boury et Damien Lenoble, Mesoporous 

Silica Nanoparticles, Séminaire LIST, Décembre 2013, Belvaux, Luxembourg.  

- Gaëlle Corne, Valérie Palissot, Christina Grigorakaki, Frank Boury, Sivashankar 

Krishnamoorthy, Damien Lenoble, and Jean-Sébastien Thomann, Mesoporous Silica 
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Nanoparticles surrounded by a lipid bilayer as drug delivery system, CLINAM, Juin 2016, 

Bâle, Suisse. 

- Gaëlle Corne, Valérie Palissot, Christina Grigorakaki, Frank Boury, Sivashankar 

Krishnamoorthy, Damien Lenoble, and Jean-Sébastien Thomann, Smart and Small 

Theragnostic Silica Nanovectors, LIST PhD Day, Décembre 2016, Belvaux Luxembourg, 

Best Poster Award.
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Abréviations 

 
ADN   Acide DésoxyriboNucléique 

APTES (3-AminoPropyl)Triéthoxy-Silane 

ARN   Acide RiboNucléique 

ATR  Attenuated Total Reflection 

BET   Brunauer Emmett Teller 

BJH   Barrett Joyner Halenda 

BSA   Bovine Serum Albumin 

BJH   Barrett-Joyner-Halenda 

CARS   Imagerie de Diffusion Anti-Stokes Raman 

CCD  Couplage De Charge 

Chol   Cholestérol  

CLSM  Microscopie Confocale à Balayage Laser 

CMA  Champ magnétique alterné 

CMC   Concentration Micellaire Critique 

CNER   Comité National d'Ethique pour la Recherche au Luxembourg 

CNT   NanoTubes de Carbone 

Cryo-TEM  Cryo-Microscopie Electronique en Transmission 

CTAB   Bromure de CétylTriméethylAmmonium 

CTACl  Chlorure de CétylTriméthylAmmonium 

CVC   Critical Vesicular Coverage  

DDL   Diffusion Dynamique de la Lumière 

DDS  Drug Delivery System  

DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium 

DMPC  1,2-DiMyristoyl-sn-glycero-3-PhosphoCholine 

DPBS   Dubecco’s Phospshate Buffered Saline 

DPPC  1,2-DiPalmitoyl-sn-glycéro-3-PhosphoCholine 

DPPG   DiPalmitate PhosphatidylGlycérol 

DOPC  1,2-DiOleoyl-sn-Glycéro-3-Phosphocholine 

DOPE  Phosphatidyléthanolamine 

DOPS  1,2-dioléoyl-sn-glycéro-3-phospho-L-sérine (sel de sodium)  

DOTAP 1,2-dioléoyl-3-triméthylammonium-propane (sel de chlorure) 

DRX   Diffraction des Rayons X 
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DSPEPEG  1,2-distéaroyl-sn-glycéro-3-phosphoéthanolamine-N-[amino(polyéthylène glycol)-

2000] (sel d’ammonium) 

DSPC   1,2-Distearoyl-sn-glycero-3-phosphocholine 

EDTA  EthylèneDiamine TétraAcétique 

EPR   Enhanced Permeability and Retention 

FDA   Food and Drug Administration 

FT-IR   Spectroscopie InfraRouge à Transformée de Fourier 

G  Blocs de résidus d'α-L-guluronique   

GR  Globules Rouges 

H2O  Molécule d’Eau  

HA  Acide Hyaluronique 

HCl   Acide chlorhydrique 

HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid ) 

HPLC   Chromatographie Liquide à Haute Performance 

HS-5  Lignée cellulaire stromale de la moelle osseuse 

IARC  Agence Internationale de Recherche contre le Cancer 

ICG  Indocyanine Green 

ICPEES  Institut de chimie et procédés pour l’énergie, l’environnement, et la santé  

IRM   Imagerie par Résonance Magnétique 

IUPAC  International Union of Pure and Applied Chemistry 

KBr  Bromure de potassium 

LBL   Layer by Layer 

LC-MS Chromatographie en phase Liquide couplée à la Spectrométrie de Masse 

LUV  Large Uni-Lamellar Vesicles 

M   Blocs de résidus de β-D-mannuronique 

MCM-7 Lignée cellulaire d'adénocarcinome du sein humain 

MCM   Mobil Composition of Matter 

MEB   Microscopie Electronique à Balayage 

MET   Microscopie Electronique en Transmission 

MIRJ S40 PolyEthyleneGlycol-40 Stearate 

MSNP   Mesoporous Silica Nanoparticles ou Nanoparticules Mésoporeuses de silice 

MSNP+ Mesoporous Silica Nanoparticles ou Nanoparticules Mésoporeuses 

MSNP+@SLB- Nanoparticules mésoporeuses de silice cationique avec une bicouche lipidique  
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supportée  anionique 

MSNP+@SLB-/DOTAP Nanoparticules mésoporeuses de silice cationique avec une bicouche  

lipidique supportée  anionique+ lipides DOTAP 

MSNP+@SLB-/DOTAP + Alginate Nanoparticules mésoporeuses de silice cationique avec une  

bicouche lipidique supportée  anionique+ lipides DOTAP+ polymère Alginate 

MSNP+@SLB-/PEG Nanoparticules mésoporeuses de silice cationique avec une bicouche  

lipidique supportée  anionique+ DSPEPEG 

MUV  Multi-Lamellar Vesicles 

NaBH4 Borohydrure de sodium 

NaBO2  Métaborate de sodium 

NaCl  Chlorure de sodium 

NaOH  Hydroxyde de sodium 

NH4OH Nitrate d’ammonium 

NLC  Nanostructured Lipid Carrier  

NP  NanoParticule 

NPFe304@AO Nanoparticules d’oxyde de fer recouvertes d’acide oléique 

NPFe304@AO@MSNP Nanoparticules d’oxyde de fer recouvertes d’acide oléique  

encapsulés dans les MSNP 

NPFe304@AO@MSNP+@SLB- Nanoparticules d’oxyde de fer recouvertes d’acide oléique  

encapsulés dans les MSNP et recouvertes d’une bicouche lipidique supportée 

NTA  Nanoparticle Tracking Analysis 

OMS  Organisation Mondiale de la Santé 

PAA  Acide PolyAcrylique 

PACA   Poly-(Alkyl CyanoAcrylate) 

PAH   Poly Allyl Amine 

PBMC  Cellules mononucléaires périphériques du sang 

PBS   Phosphate Buffered Saline 

PEG   PolyEthyléne Glycol 

PEM  Multicouches de polyélectrolytes 

PIE   Point IsoElectrique  

PEO   Oligomères de polyoxyéthylène 

PGA   Acide Poly Glutamique 

PI  Iodure de Propidium 
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PLA   Acide D,L-PolyLactique  

PLGA  Polylactide-co-glycolide 

PLL  Poly L-lysine 

PSMA  Antigène de la Membrane de la Prostate 

PSS  Polystèrene Sulfonate de Sodium 

SBA   Santa Barbara Amorphous 

SLB   Supported Lipid Bilayer ou Bicouche lipidique supportée 

SLN  Solid Lipid Nanoparticle 

SPECT  Tomographie à Emission Monophotonique 

SPIONP Nanoparticules d’ Oxyde de Fer superparamagnétique 

SUV   Small Uni-Lamellar Vesicles 

RES   Système RéticuloEndothélial 

RPM  Rotation Par minute 

TEA   TriEthanolAmine 

TEOS   Tétraéthylorthosilicate 

TEP   Tomographie par Emission de Positrons 

TRPS  Tunable Resistive Pulse Sensing  
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Elaboration de nanoparticules hybrides et multiphasées 

innovantes pour la délivrance de principe actif 

 Development of novel hybrid and multi layered nanoparticles for the 

delivery of active ingredients 

 Résumé 
Les limites des nanovecteurs commerciaux ou 

actuellement en développement ont motivé l’élaboration de 

nouvelles nanoparticules mésoporeuses de silice (MSNP), 

hybrides et multiphasées, pour le contrôle de la délivrance 

d’actifs à application théranostique. 

Ainsi, de nouvelles MSNP ont été conçues pour la 

pénétration intracellulaire (diamètre entre 30 et 60 nm, taille 

des pores de 2,8 nm). Afin de les rendre hémocompatibles 

et de contrôler la cinétique de délivrance de principes actifs 

encapsulés, ces MSNP ont été enrobées d’une bicouche 

lipidique (MSNP+@SLB-). La composition lipidique s’inspire 

des membranes asymétriques des globules rouges ciblés 

par la présente étude. 

La technologie MSNP+@SLB- ayant montré des limites avec 

une cinétique de libération trop élevée de la calcéine et trop 

lente de la rhodamine B, deux améliorations majeures ont 

été apportées : 

1- Le recouvrement des SLB par un nanogel 

d’alginate, permettant un excellent contrôle de la libération 

d’actifs. 

2- L’insertion de nanoparticules magnétiques dans le 

cœur des MSNP, déclenchant la libération de l’actif par 

hyperthermie. 

Ces nouvelles architectures de nanovecteurs 

permettent de moduler les cinétiques de délivrance d’actifs, 

renforçant et élargissant ainsi le champ d’applications des 

vecteurs silicés dans les domaines biomédical ( Voie orale et 

intraveineuse) et dermato-cosmétique (Voie topique). 

Mots clés 

nanoparticules mésoporeuses de silice, système à 

délivrance de principes actifs, bicouche lipidique, 

nanoparticules magnétiques, hémocompatibilité, 

biocompatibilité, recouvrement polymère, nanogel. 

 

Abstract 
  The limitations of commercial nanovectors or 
currently under development have motivated the 
development of new hybrid and core shell mesoporous silica 
nanoparticles (MSNP) for the control of molecular delivery.  
 

Therefore, new MSNP were designed for 
intracellular penetration (diameter between 30 and 60 nm, 
pore size of 2.8 nm). In order to make them hemocompatible 
and to control the kinetics of delivery of encapsulated active 
ingredients, these MSNP were coated with a lipid bilayer 
(MSNP+@SLB-). The lipid composition is inspired by the 
asymmetric membranes of the red blood cells. 
Since the MSNP+@SLB- technology has shown some 
limitations associated to the release of payloads which can be 
too fast (in the case of calcein) or to slow (case of rhodamine 
B), two major improvements have been made: 
1- The coating of SLB by an alginate nanogel, allowing an 
excellent control of the release of active molecules. 
2- Insertion of magnetic nanoparticles in the MSNP core, 
triggering the release of the active ingredient by 
hyperthermia. 
 

These new nanovector architectures enable the fine 
tuning of active ingredient delivery kinetics, reinforcing and 
expanding the applications of silicated vectors in the fields of 
biomedicine (oral and intravenous) and dermato-cosmetics 
(topical). 
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