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Introduction 

 

Depuis la fin du XXème siècle, les nanotechnologies et plus particulièrement les 

nanoparticules (NPs) ont connu une expansion fulgurante. On assiste en effet à des 

progrès remarquables dans des domaines aussi divers que l’énergie, l’industrie ou 

encore la santé. En effet, en nano-médecine, les nanoparticules sont de plus en plus 

utilisées pour améliorer la thérapie et le diagnostic précoce de plusieurs maladies, 

telles que des cancers. Développer de nouveaux outils est donc devenu un enjeu 

crucial au niveau humain, médical et socio-économique. En outre, leur morphologie et 

leur taille leur permettent de franchir les barrières physiologiques. De plus, les 

nanoparticules ont l’avantage de posséder une chimie de surface facilement 

contrôlable (possibilité de fonctionnalisation et d’incrémenter des charges à la surface 

de la NP) favorisant ainsi leurs applications en biologie. En effet, les NPs injectées par 

voie intraveineuse peuvent potentiellement atteindre chaque organe ou tissu 

vascularisé de notre corps et délivrer des molécules thérapeutiques.  

Parallèlement à cet engouement scientifique, ces nanoparticules soulèvent aussi de 

nombreuses inquiétudes au sujet de leurs effets sur la santé. Elles sont difficilement 

éliminables par l’organisme (notamment en ce qui concerne les quantum dots) et ont 

tendance à s’accumuler provoquant une certaine toxicité au sein de l’organisme. Aussi, 

le développement de nouvelles NPs offrant des opportunités intéressantes en tant 

qu’agents de contraste et possédant le moins d’effets secondaires est devenu une 

priorité majeure d’innovation pour les sociétés pharmaceutiques. En particulier, il 

existe un véritable intérêt pour le développement de NPs organiques polymériques 

biodégradables qui pallient le problème de l’élimination lié à l’utilisation de 

nanoparticules métalliques ou de quantum dots. 

  

Dans le cadre de la détection précoce du cancer, l’imagerie par fluorescence est une 

technique très prometteuse. En effet, elle permet une détection très sensible et non 

invasive. Le signal de fluorescence peut être modulé en réponse à la présence de 

biomolécules cibles même à des concentrations extrêmement faibles par le biais du 

transfert d'énergie de résonance de fluorescence (FRET). Les nanoparticules 

composées d’une matrice polymérique non fluorescente et d’un fluorophore encapsulé 

dans la matrice sont des nano-objets fluorescents aux propriétés ajustables et 
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constituent des outils ultimes pour des applications en bio-imagerie et la détection de 

cellules cancéreuses. Ainsi, la vitesse, la résolution et la sensibilité de l’imagerie de 

fluorescence d’aujourd’hui peuvent être considérablement améliorées par les 

nanoparticules organiques fluorescentes qui sont des objets beaucoup plus lumineux 

que les fluorophores organiques individuels ou encore les quantums dots (QDs).  

Les champs d’application des nanoparticules organiques paraissent intéressants. 

Néanmoins, il existe plusieurs défis afin que les nanoparticules organiques soient 

optimales pour des applications en bio-imagerie. En effet, les NPs circulant dans le 

sang sont reconnues par le système phagocytaire mononucléaire et éliminées par 

phagocytose. De plus, la majorité des nanoparticules organiques sont relativement 

grosses et leur taille est difficilement ajustable avec précision, ce qui pose des 

problèmes en ce qui concerne leur libre circulation au sein de l’organisme et 

notamment au sein de l’ensemble de la cellule.  

 

Au travers de ce travail de thèse, nous avons optimisé les processus de fabrication 

des nanoparticules organiques polymériques biocompatibles, biodégradables et non 

toxiques afin de les appliquer à la détection biochimique ou biologique. La première 

étape de la réalisation de ce projet a été la conception des nanoparticules avec des 

tailles que l’on puisse parfaitement contrôler en faisant varier la chimie des polymères. 

La deuxième étape consiste en la fonctionnalisation des nanoparticules polymériques 

avec un ligand PEG, leur caractérisation et l’étude de leur circulation au sein de 

l’organisme. La troisième et dernière étape a consisté à déterminer les conditions les 

plus favorables pour le transfert d'énergie afin d'obtenir un FRET efficace pour les 

accepteurs uniques au sein des nanoparticules et un effet d'antenne. 
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Part I: Aperçu bibliographique 

 

Au cours des 20 dernières années, la fluorescence est devenue une technique 

incontournable en biologie et en imagerie qui tend vers la détection de la molécule 

unique et l'imagerie in vivo. En effet, la fluorescence est une technique in situ 

extrêmement sensible. Cette première partie va s’attarder sur les concepts de base de 

la fluorescence, ses principales caractéristiques et la description de certains 

phénomènes essentiels inhérents à la fluorescence qui ont servi durant cette thèse. 

I. Principe de la fluorescence 

La fluorescence est définie comme un phénomène d'émission d'un photon par la 

matière après une excitation électronique dans le cadre d’un processus d'absorption 

de la lumière. Une molécule fluorescente (fluorophore), reçoit de l’énergie lumineuse 

afin de passer d’un état singulet fondamental à un état singulet excité possédant une 

énergie plus élevée. Ce fluorophore va ensuite se relaxer vers son état singulet 

fondamental en émettant de la lumière. Il s’agit du phénomène de fluorescence. Plus 

précisément, il s’agit de l’émission d’un photon après absorption électronique sans 

changement de multiplicité de spin. Plusieurs processus de désactivation du 

fluorophore peuvent avoir lieu et sont généralement illustrés par le digramme de 

Jablonski(1) (figure 1.1.). 
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Figure 1.1. Diagramme énergétique de Jablonski illustrant les transitions entre les états électroniques 

d'une molécule au sein des processus quantiques de fluorescence et de phosphorescence. Les lignes 

ondulées marquent les transitions non radiatives et les lignes droites correspondent aux transitions 

radiatives. IC signifie conversion interne et ISC signifie croisement intersystème. Adapté de 

http://home.uni-leipzig.de. 

Une molécule dans son état fondamental (S0) peut être excitée vers des états 

d’énergie plus élevée (S1, S2,…, Sn) par absorption d’un photon si l’énergie des 

photons se propageant dans le milieu correspond à la différence d’énergie entre l’état 

S0 et l’état S1 (processus d’absorption). Les transitions se produisent sur des temps 

extrêmement courts (de l’ordre de 10-15 s), ainsi le déplacement des noyaux lors de la 

transition énergétique est négligeable d’après le principe de Franck-Condon. 

Généralement, la molécule est excitée à des niveaux vibrationnels plus élevés mais 

elle se relaxe rapidement de manière non radiative (lignes ondulées orange) jusqu’au 

niveau vibrationnel S1 le plus bas. Il s’agit de la conversion interne qui se produit dans 

les 10-12 s de manière isoénergétique entre niveaux de même multiplicité de spin. A ce 

niveau, une molécule peut se désexciter soit de manière radiative (lignes droites 

rouges) vers l’état S0 ce qui correspond à une émission de fluorescence soit de 

manière non radiative (lignes ondulées orange) vers l’état S0 ou par croisement 

intersystème (lignes ondulées violettes) vers l’état triplet excité T1 avec une conversion 

en spin. Comme la probabilité de cette transition T1 → S0 est faible, elle est dite 

« interdite » en mécanique quantique par les règles de sélection. Le fluorophore peut 

rester dans l’état T1 jusqu’à >1000 fois plus longtemps que sa durée de vie habituelle 

dans l’état S1. Ainsi, la transition T1 → S0 se produit sur des temps de 10-6-1 s et se 

définit comme le phénomène de phosphorescence (ligne droite verte). 
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Un fluorophore peut être excité non seulement en absorbant un photon mais aussi par 

absorption simultanée de deux photons ou plus, dont la somme énergétique 

correspond à l’énergie de la transition S0 → S1. Ce phénomène est appelé excitation 

multiphotonique. En bio-imagerie, l'excitation biphotonique est très répandue car le 

laser a suffisamment de puissance pour générer ce processus tout en assurant une 

absence de bruit de fond. De plus, les lasers proche infrarouge (NIR) utilisés pour 

l'excitation à deux photons correspondent parfaitement à ce que l'on appelle la fenêtre 

optique du tissu vivant (région de 650 nm à 1350 nm), où la lumière a sa profondeur 

maximale de pénétration dans les tissus(2).  

II. Caractéristiques de la fluorescence 

A. Spectres d’absorption, d’émission et d’excitation  

Le spectre d'émission est le paramètre de fluorescence le plus couramment mesuré. 

Fondamentalement, il s’agit de l’intensité de la lumière émise enregistrée en fonction 

de la longueur d'onde à une excitation fixe. Ce spectre permet de déduire les 

principaux comportements du système étudié, en relation avec le déplacement du 

maximum d'émission et/ou la variation de l'intensité d'émission. En revanche, le 

spectre d'excitation est obtenu en fixant la longueur d'onde d'émission et en 

enregistrant la variation d'intensité de fluorescence lorsque la longueur d'onde 

d'excitation est modifiée. Typiquement, le spectre d'excitation couvre une large gamme 

de longueurs d'onde qui correspond généralement au spectre d'absorption des 

fluorophores, à moins que certaines espèces ne soient présentes dans l'état 

fondamental sous différentes formes (agrégats, complexes, formes tautomères, etc.). 

Dans ce cas, les spectres d'excitation et d'absorption ne sont plus superposables.  

La capacité d'une molécule à absorber la lumière à certaines longueurs d'onde dépend 

de : 

Brillance= N*ɛ*QY,                  

Cette relation illustre le fait que la lumière émergeant de la solution est régulée par 

trois paramètres qui sont le nombre de molécule (N), le rendement quantique (QY) et 

la probabilité des photons d’être absorbés par l'échantillon à une longueur d’onde 

donnée (coefficient d'absorption molaire ɛ de la molécule).  
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En raison de la nature discrète des états électroniques, les spectres d'émission et 

d'excitation suivent généralement plusieurs règles : 

Le déplacement de Stokes : Le déplacement de Stokes est l'écart entre les maximas 

des spectres d'absorption et d'émission (exprimé en nombre d'onde). Ce phénomène 

existe en raison de la relaxation ultra-rapide sur le plus bas niveau vibrationnel S1 

tandis que la transition radiative peut avoir lieu vers les niveaux vibrationnels plus 

élevés de S0 entraînant alors une perte d'énergie supplémentaire. L'énergie d'émission 

est typiquement inférieure à celle de l'excitation. En plus de ces effets, les fluorophores 

peuvent afficher des déplacements de Stokes plus importants en raison des effets de 

solvant ou de la formation de complexes. En particulier, la polarité du solvant peut 

affecter fortement la fluorescence d'un fluorophore possédant une forte variation du 

moment dipolaire lors de l'excitation électronique. Cet effet de solvant devient plus fort 

avec l'augmentation de la polarité du solvant, conduisant à un déplacement de 

l'émission vers des énergies plus basses. Ce déplacement est appelé 

solvatochromisme positif. 

Règle de Kasha-Vavilov : Les spectres d'émission sont généralement indépendants 

de la longueur d'onde d'excitation car l'excès d'énergie des niveaux électroniques et 

vibratoires des molécules, après absorption d’un photon, se dissipe rapidement 

laissant un fluorophore au niveau vibrationnel le plus bas S1. 

Règle de l'image miroir : Pour la plupart des fluorophores, le spectre d'absorption est 

une image miroir du spectre d'émission. Selon le principe de Franck-Condon, lors 

d’une transition énergétique, les noyaux ne se déplacent pas et, par conséquent, les 

niveaux vibrationnels du niveau S1 sont semblables à ceux du niveau S0 si aucune 

grande réorganisation nucléaire se produit. 

B. Temps de vie de fluorescence 

Le temps pour lequel le fluorophore reste dans son état excité ne peut être déterminé 

avec précision en raison des limitations quantiques (relation d’incertitude 

d’Heisenberg), néanmoins la valeur moyenne pour une population de molécules peut 

être déterminée. Le temps moyen passé par une population dans l’état excité singulet 

est appelé le temps de vie de fluorescence. Ce dernier dépend des taux de 

désintégration radiative et non radiative de la molécule à l'état excité. Par exemple, 
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l’encapsulation d'un fluorophore dans une matrice rigide (comme un polymère) 

augmente cette durée de vie par comparaison avec le même fluorophore en solution. 

Généralement, la diminution du taux de décroissance non radiatif augmente la durée 

de vie de la fluorescence, ce qui conduit à une fluorescence plus efficace du 

fluorophore. 

Les processus d'absorption et d'émission sont étudiés à partir d’une population de 

molécules. En général, le comportement d'une population de fluorophores excités est 

décrit par une équation de la constante de vitesse : 

𝑑 𝑛∗(𝑡)

𝑑𝑡
=  −𝑘𝑛∗(𝑡) + 𝑓(𝑡), 

Où n* est le nombre d'éléments excités à l'instant t, f (t) est une fonction arbitraire du 

temps décrivant l'excitation et le nombre de photons incidents et k est la somme des 

constantes de vitesses de toutes les voies possibles de relaxation comprenant 

fluorescence, conversion interne, relaxation vibrationnelle, croisement intersystème, 

transfert d'énergie bimoléculaire et d'autres voies non-radiatives. Les réactions de 

transfert d’énergie qui font intervenir un autre partenaire ne peuvent être simplement 

décrit par un processus unimoléculaire, d’où le fais que la constante de vitesse soit 

exprimée en s-1
.mol-1.L (transitions par molécule par unité de temps) comme c’est le 

cas des processus de relaxation par fluorescence, CIS ou CI. 

Si l'excitation est éteinte à t= 0, l'équation décrit la diminution des molécules excitées 

à tous les autres moments : 

𝑑 𝑛∗(𝑡)

𝑑𝑡
=  −𝑘𝑛∗(𝑡), 

Après intégration : 

𝑛∗(𝑡) =  𝑛∗(0)exp (−𝑘𝑡), 

Le temps de vie 𝞽 est de l’ordre de k-1. 

C. Rendement quantique  

Le rendement quantique (QY) du système est le rapport entre le nombre de photons 

émis et le nombre de photons absorbés. Le QY est proportionnel à l’intensité de 

fluorescence en temps réel. C'est l'une des principales caractéristiques de la 

fluorescence du système et elle diminue avec l'augmentation de la relaxation non 

radiative. Elle se situe dans une gamme de valeur comprise entre 0 et 1.  
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𝑄𝑌 =
𝑘𝑓

𝑘𝑓+𝑘𝑛𝑟
, 

où kf est la constante de vitesse d'émission de fluorescence, knr est la somme des 

constantes de vitesse de toutes les transitions non radiatives.  

Pour déterminer le rendement quantique, on fait une étude comparative qui s’appuie 

sur l'utilisation d’une gamme d’échantillons standards dont la valeur de QY est connue. 

Pour cela, les spectres d'absorption et d'émission de l'échantillon et de la référence 

sont mesurés avec la même longueur d'onde d'excitation, le même gain et la même 

largeur de fente. Le QY est alors calculé en utilisant l’équation suivante : 

𝑄𝑌 = 𝑄𝑌𝑟𝑒𝑓
𝜂2

𝜂𝑟𝑒𝑓
2

𝐼

𝐴

𝐴𝑟𝑒𝑓

𝐼𝑟𝑒𝑓
, 

où QYref correspond au rendement quantique de la molécule de référence, η est l'indice 

de réfraction du solvant, I est l’intensité de fluorescence intégrée et A est l'absorbance 

à la longueur d'onde d'excitation. L'absorbance est maintenue inférieure ou égale à 

0,02-0,05 afin d’être optimale. En effet, on évite les effets de filtre interne et on assure 

une réponse linéaire de l'intensité. Le rendement quantique de fluorescence est 

généralement inférieur à 1. 

D. Anisotropie de fluorescence 

L'anisotropie de fluorescence est un phénomène de dépolarisation de la lumière 

émise. Sa mesure repose sur le principe de l'excitation photo-sélective des 

fluorophores par la polarisation. Quand un échantillon est irradié par la lumière 

polarisée, il est préférentiellement absorbé par les fluorophores dont les moments de 

transition sont alignés parallèlement aux vecteurs électriques des photons excitateurs. 

Cette transition a une orientation définie par rapport à l'axe moléculaire (figure 1.2.). 

 

Figure 1.2.  Principe de l'excitation photo-sélective. θA est l'angle entre le vecteur électrique de la 
lumière incidente I (flèches bleues) et le moment de transition d'absorption de la molécule (flèches 

violettes). 
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En solution isotrope, les fluorophores sont orientés de manière aléatoire, toute 

molécule dont les moments dipolaires de transition sont orientés parallèlement au 

vecteur de champ électrique E sera excitée préférentiellement(3). Dans ce cas, seule 

une fraction des fluorophores sera excitée. Si un fluorophore ne change pas 

d'orientation pendant la durée de vie de l'état excité, la lumière émise est anisotrope, 

caractérisée par une anisotropie dite fondamentale. Si l'orientation du fluorophore 

change, cela conduit à une modification de sa polarisation d'émission, ce qui diminue 

la valeur d'anisotropie de fluorescence(4) (figure 1.3.). 

 

Figure 1.3.  Polarisation de fluorescence et anisotropie. L'excitation polarisée est utilisée pour 

sélectionner les fluorophores alignés sur les dipôles. 

Pour mesurer l'anisotropie, l'échantillon est excité avec une lumière polarisée 

verticalement et l'intensité d’émission est mesurée à travers un polariseur. Lorsque le 

polariseur d'émission est parallèle à l'excitation polarisée, l'intensité est appelée Ill, et 

lorsque le polariseur est perpendiculaire (⊥) à l'excitation, l'intensité d’émission est 

appelée I⊥. L'anisotropie de fluorescence (r) et la polarisation (P) sont définies comme 

: 

𝑟 =  
𝐼|| − 𝐼⟘

𝐼|| + 2𝐼⟘
 

𝑃 =  
𝐼|| − 𝐼⟘

𝐼|| + 𝐼⟘
 

Les valeurs typiques d'anisotropie de fluorescence(5) pour un fluorophore en rotation 

libre (dans un solvant non visqueux) sont d’un ordre de grandeur d'environ 10-2 alors 

que dans des matrices de polymères (types NPs) ou dans des solvants visqueux, ces 
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valeurs augmentent jusqu’à 10-1
. Néanmoins, l'anisotropie mesurée peut être 

inférieure à ces valeurs théoriques à cause de plusieurs phénomènes. L'un d'entre eux 

est la diffusion par rotation, qui se produit pendant la durée de vie de l'état excité et 

fais tourner l’angle du dipôle d’émission du fluorophore. La mesure de ce paramètre 

fournit des informations sur le déplacement angulaire relatif des fluorophores entre les 

temps d'émission et d'absorption. En solution liquide, la plupart des fluorophores 

tournent entre 50 et 100 ps. Ainsi, pendant la durée de vie de l'état excité, les 

molécules peuvent tourner plusieurs fois, l'orientation de l'émission polarisée est 

quelconque. Pour cette raison, les fluorophores en solution ont des anisotropies 

proches de zéro. Le transfert d'excitation entre les fluorophores entraîne également 

une diminution d’anisotropie. Les mesures d’anisotropie du fluorophore dans les 

nanoparticules peuvent également nous renseigner sur l'environnement autour du 

fluorophore. 

E. Transfert d'énergie de résonance de Förster (FRET) 

Le FRET est devenu un outil populaire dans les études biologiques et chimiques. 

Förster l’a décrit et modélisé au cours des années 1940. Il s’agit d’un processus photo-

physique par lequel l’énergie est transférée de manière non radiative d’un fluorophore 

dans son état électronique excité vers un autre fluorophore par des interactions dipôle-

dipôle à longue portée. La technique FRET est considéré comme une règle 

moléculaire. Pratiquement, lorsque le transfert d’énergie se produit, l’intensité 

d’émission du donneur diminue tandis que celle de l’accepteur augmente. 

1. Distinction dans le processus de transfert d’énergie 

Le processus de transfert d’énergie d’excitation (EET) se produit à chaque fois que le 

spectre d’émission d’un fluorophore donneur (D) chevauche le spectre d’absorption 

d’un fluorophore accepteur (A). Une distinction doit être faite entre l’hétérotransfert, 

l’homotransfert, le transfert radiatif et le transfert non radiatif(4). 

Le transfert d’énergie d’une molécule excitée D* à une autre molécule qui est 

chimiquement différente A (D * + A → D + A *) est appelé hétérotransfert. Si le donneur 

et l’accepteur sont de même nature, il s’agit d’un homotransfert (D * + D → D + D *). 

Lorsque l’excitation peut se répéter et migrer sur plusieurs molécules, il s’agit d’un 

transport d’excitation ou migration d’énergie. De plus, le donneur et l’accepteur doivent 

être situés à des distances de séparation d’environ 1 à 10 nm l’un de l’autre. 
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Le transfert radiatif est un processus en deux étapes. Un photon est émis par une 

molécule D puis absorbé par une molécule A (ou D) (D * → D + hv puis hv + A → A * 

ou hv + D → D *). Ce transfert ne nécessite pas d’interactions entres les molécules 

mais dépend de leur concentration et du chevauchement spectral entre spectre 

d’absorption de A et spectre d’émission de D.  

Le transfert non radiatif se produit sans émission de photons bien que ce transfert 

s’effectue par l’intermédiaire de photons. Ce sont des photons dits virtuels. Ce transfert 

se produit à des distances inférieures à une longueur d’onde, sans émission de 

photons, et résulte d’interactions à court ou à long portée entre molécules. 

2. Aspects mathématiques du FRET 

La constante de vitesse du transfert du FRET se calcule selon l’expression suivante :  

𝑘𝑇(𝑟) =  
1

𝜏𝐷
(
𝑅0

𝑟
)6 

Où r est la distance entre D et A, 𝜏𝐷 est la durée de vie du donneur en l'absence de 

transfert d'énergie et R0 est la distance critique ou le rayon de Förster qui est la 

distance à laquelle on a équiprobabilité de désactivation de l’état excité selon les 

processus de relaxation unimoléculaire et par FRET. 

R0, qui est généralement inférieure à 10 nm, peut être déterminée à partir de données 

spectroscopiques : 

𝑅0
6 =  

9(ln 10)𝑘2Ф𝐷
0

128𝜋5𝑁𝐴𝑛4
𝐽 

où 𝑘2 est le facteur d'orientation, Ф𝐷
0  est le rendement quantique de fluorescence du 

donneur en l'absence de transfert, n est l'indice de réfraction du milieu et J est le 

chevauchement spectral entre le spectre d’émission du donneur et le spectre 

d’absorption de l’accepteur qui peut être approximé soit en nombre d'onde soit en 

longueur d’onde : 

𝐽 =  ∫ 𝐹𝜆(𝜆)휀(𝜆)𝜆4𝑑𝜆 

où 𝐹𝜆est le spectre d'émission normalisé du donneur excité et ε est le coefficient 

d'absorption de l'accepteur. 
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3. Efficacité du FRET 

L’efficacité du FRET est définie comme la fraction de molécules excitées qui subissent 

un transfert d'énergie du donneur vers l'accepteur et peut être exprimée en termes de 

constantes de vitesse en fonction des processus impliqués : 

𝐸𝐹𝑅𝐸𝑇 =  
𝑘𝐹𝑅𝐸𝑇

𝑘𝐹𝑅𝐸𝑇𝑘 𝑑𝑜𝑛𝑛𝑒𝑢𝑟
 

où 𝐸𝐹𝑅𝐸𝑇 est l'efficacité du FRET, 𝑘𝐹𝑅𝐸𝑇 la constante de vitesse du transfert d'énergie 

et 𝑘𝑑𝑜𝑛𝑛𝑒𝑢𝑟 est la constante de vitesse de décroissance radiatif et non radiatif du 

donneur sans FRET. L'efficacité peut également être exprimée en fonction du rapport 

𝑟

 𝑅0
: 

𝐸𝐹𝑅𝐸𝑇 =  
1

1 + (
𝑟

𝑅0
)6

 

L'efficacité de FRET peut être mesurée expérimentalement de plusieurs façons. Les 

plus populaires sont les suivantes : 

Mesures basées sur l'émission de D :  

𝐸𝐹𝑅𝐸𝑇 = 1 − 
𝐼𝐷

𝐴

𝐼𝐷 
 

où 𝐼𝐷 et 𝐼𝐷
𝐴 sont les intensités d’émission en l'absence et en présence de A, 

respectivement. Le désavantage de cette méthode est que la concentration de D est 

rarement exactement la même à travers différents échantillons. La différence de 

concentration entre l'échantillon en présence de A et l'échantillon avec D seul peut être 

corrigée : 

𝐸𝐹𝑅𝐸𝑇 = 1 − 
𝐴𝐷

𝐴𝐷
𝐴

𝐼𝐷
𝐴

𝐼𝐷 
 

Où 𝐴𝐷 et 𝐴𝐷
𝐴 sont les absorbances de D à la longueur d'onde d'excitation dans les 

échantillons où D est seul et en présence de A, respectivement. 

Mesures basées sur la durée de vie D :  

On écrit : 
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𝐸𝐹𝑅𝐸𝑇 = 1 −  
𝜏𝐷

𝐴

𝜏𝐷
 

où 𝜏𝐷 et 𝜏𝐷
𝐴 sont les déclins de fluorescence (ou durée de vie de fluorescence) en 

absence et en présence de A, respectivement. La durée de vie étant indépendante de 

la concentration, cette méthode est moins sujette aux erreurs dues aux différences 

entre les échantillons. Néanmoins lorsque le donneur a plus d'une durée de vie, il 

n'existe aucune expression simple et universelle pour calculer l'efficacité du FRET. 

Mesures basées sur l'émission de A :  

Si A est une molécule fluorescente, l'efficacité de FRET peut être déterminée par 

quantification de l'intensité de fluorescence de A, selon : 

𝐸𝐹𝑅𝐸𝑇 =  
𝐼𝐴

𝐷 

𝐴𝐷
𝐷 - 

𝐼𝐴
𝐴

𝐴𝐷
𝐴 

où 𝐼𝐴
𝐷 est l'intensité de fluorescence de A après excitation de D, 𝐼𝐴

𝐴 est l'intensité de 

fluorescence de A après excitation de A et 𝐴𝐷
𝐴  et 𝐴𝐷

𝐷 sont les absorbances de A et de 

D, respectivement, à la longueur d'onde d'excitation de D. 

Mesures basées sur le rapport d'intensité D/A (FRET ratiométrique) :  

Si A est une molécule fluorescente, le FRET peut être caractérisé en utilisant le rapport 

entre les intensités d'émission de D et de A. Le rapport entre les intensités de D et de 

A dépend non seulement de la valeur de 𝐸𝐹𝑅𝐸𝑇 mais aussi des QY des deux 

fluorophores. Le FRET ratiométrique est habituellement une méthode relative et ne 

devrait être utilisé qu'à des fins qualitatives ou pour suivre les changements relatifs 

dans l’efficacité du FRET. 

𝐸𝐹𝑅𝐸𝑇
𝑟𝑒𝑙 =  

𝐼𝐴

𝐼𝐷 + 𝐼𝐴
 

où 𝐼𝐴 et 𝐼𝐷 sont les intensités de fluorescence de A et de D respectivement après 

excitation de D. Si les spectres de D et de A se chevauchent, le spectre mixte D + A 

doit être décomposé en spectres de D et de A isolés. 
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III. Sondes fluorescentes  

Les sondes fluorescentes sont des outils très importants en biologie ainsi qu’en bio-

imagerie. Le choix de la sonde appropriée dépend de l'application que l’on souhaite 

en faire. Il existe différents types de sondes fluorescentes que l’on peut distinguer en 

trois grandes catégories :  

A. Les fluorophores naturels 

Il s’agit de fluorophores contenant des doubles liaisons conjuguées et/ou groupements 

aromatiques et présentant une absorption et une émission dans la région des UV dues 

à la présence d’acides aminés aromatiques. Ils sont utilisés pour suivre une protéine 

d'intérêt à l'intérieur des cellules vivantes. 

B. Les fluorophores synthétiques 

Il s’agit de fluorophores contenant plusieurs cycles aromatiques combinés avec ou non 

des doubles liaisons conjuguées. Ils sont caractérisés par de fortes bandes 

d'absorption et d'émission dans la gamme visible s'étendant jusqu'au proche IR en 

raison de la présence d'électrons π délocalisés. Leur taille est généralement inférieure 

à 1 nm et permet leur incorporation dans des structures biologiques telles que l'ADN 

ou encore dans les membranes sans perturbations environnementales(6). Les 

fluorophores synthétiques offrent un nombre incalculable de possibilités pour des 

applications biologiques et en bio-imagerie grâce à la possibilité d’obtenir différentes 

types de structures et à la diversité de leurs propriétés spectroscopiques(7,8) (figure 

1.4.).  
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Figure 1.4.  Intensité de luminescence du fluorophore en fonction de la longueur d'onde de 
l'absorption maximale (λmax) pour différentes classes de fluorophores. Les couleurs de la structure 

représentée illustrent leurs longueurs d'onde d'émission (λem). Adapté de la référence 8. 

Les fluorophores peuvent être classés en deux catégories : non-réactifs (sondes) et 

réactifs (marqueurs). Pour l'activité de marquage, les colorants doivent présenter une 

luminosité et un contraste optimaux ainsi qu'une protection optimale contre divers 

effets de blanchiment ou de perturbations par le milieu(9). Il existe plusieurs types de 

colorants correspondant à ces critères tels que les dérivés de la fluorescéine et de la 

rhodamine(10), les colorants BODIPY(11) et les cyanines(12). Ces colorants 

possèdent un squelette rigide et présentent des pertes d'énergie minimes liées aux 

vibrations. Leur densité électronique est délocalisée sur l'ensemble de la structure ce 

qui permet d'obtenir un fort QY et une faible sensibilité spectrale à l'environnement. 

Comme exemple, nous pouvons présenter les cyanines qui ont été utilisées dans l'une 

de nos études.  

Les cyanines sont composés d'une chaîne polyméthine (avec un nombre impair de 

doubles liaisons) insérée entre deux groupements amino/imino, ce qui peut être illustré 

par la représentation (R2N-(CH=CH)n - CH=N+R2) où n définit la longueur de 
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conjugaison électronique. Cette famille de fluorophores est largement utilisée dans 

l'imagerie et en spectroscopie pour des applications biologiques. En faisant varier la 

longueur de la chaîne polyméthine, l'absorption peut être ajustée de la région du visible 

jusqu’au proche infrarouge. Cette famille de fluorophores est caractérisée par des 

coefficients d'absorption élevés (entre 1.2 et 2.5 × 105 M-1cm-1) et des rendements 

quantiques moyens à élevés entre 0.04 et 0.4 ainsi qu'une bonne photostabilité avec 

une durée de vie allant de 0.2 à 2.0 ns. 

Alternativement pour l'activité "sondes", avant ou après la reconnaissance, les 

fluorophores doivent atteindre la plage de réponse la plus élevée en termes de 

variations de durée de vie, d'intensité ou de longueur d'onde d'émission. Pour ce faire, 

certains mécanismes photophysiques doivent être exploités comme l'ESIPT (transfert 

de protons intramoléculaire à l’état excité)(13), l’ICT (transfert de charge 

intramoléculaire) ou encore le FRET (transfert d'énergie résonnante de Förster)(14). 

Dans notre laboratoire, des sondes ont été développées pour détecter l'intéraction 

biomoléculaire et contrôler les propriétés biophysiques des biomembranes(15). 

D’autres types de sondes moléculaires ont été développés par d’autres laboratoires 

afin de détecter le pH, la température, l'oxygène et les ions métalliques dans les 

systèmes vivants(16).  

C. Les nanoparticules fluorescentes 

La nanotechnologie est apparue comme un nouveau domaine impliquant la 

manipulation de la matière à l'échelle nanométrique, ce qui aboutit à une nouvelle 

classe de matériaux avec des propriétés innovantes pour un large éventail 

d'applications. Les nanoparticules sont une partie de ces nouveaux matériaux, avec 

une taille comprise entre 1 et 100 nm. Les nanoparticules ont été utilisées dans 

diverses applications telles que les biocapteurs, la délivrance de médicaments, 

l'imagerie moléculaire et la combinaison de ces deux derniers domaines 

(théranostique).  

Ces matériaux démontrent des structures électroniques et des propriétés optiques 

uniques ainsi que des caractéristiques chimiques et physiques inhabituelles. A titre 

d'exemple, on peut citer les quantum dots, les clusters, les nanoparticules à conversion 

ascendante de photons, les carbon dots, les nanoparticules utilisant des fluorophores 

organiques encapsulés à l’intérieur d’une matrice de polymère, les nanoparticules de 
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silice dopées avec des fluorophores ou encore les nanoparticules lipidiques. Ces 

systèmes seront décrits avec plus de précision dans la suite de ce manuscrit. 

D. Conditions requises pour propriétés des sondes fluorescentes 

Pour les domaines de la bio-détection et de la bio-imagerie, les fluorophores naturels 

et synthétiques ne sont pas assez efficaces car faiblement fluorescents.  Ainsi, les 

sondes fluorescentes doivent répondre à certains critères afin de répondre aux 

besoins de la bio-imagerie(17,18).  

Rendement quantique élevé : Un haut rendement quantique permettra d’une part 

d’augmenter l’intensité de fluorescence mais limitera également les phénomènes 

photochimiques alternatifs tels que le photo-blanchissement ou encore la formation de 

radicaux libres. 

Coefficient d’absorption molaire élevé : Un ε élevé d'un fluorophore conduit à une 

brillance élevée. Par conséquent, une faible intensité d’excitation pourra être utilisée 

ce qui est idéal pour l’imagerie des tissus vivants ou en imagerie avec une très faible 

quantité de fluorophores(19). 

Longueur d’onde d’excitation optimale : Pour éviter l'auto-fluorescence cellulaire, 

les longueurs d'onde d'excitation de laser doivent être supérieures à 400-460 nm. Pour 

une pénétration plus profonde du laser dans les tissus cellulaires, les sources 

d'excitation NIR autour de 700-1300 nm sont optimales(20). 

Longueur d’onde d’émission optimale et grand déplacement de Stokes : De 

même que pour la longueur d'onde d'excitation, la longueur d'onde d'émission optimale 

pour les applications biologiques doit être dans la région NIR. Une plus grande 

séparation entre les bandes d'absorption et d'émission réduit les effets de diffusion de 

la lumière et de réabsorption. 

Durée de vie de fluorescence optimale: Bien que les durées de vie longues soient 

plus faciles à détecter et à analyser, les durées de vie supérieures à 10-7 s sont 

désactivées par le dioxygène(21) et rendent toute mesure compliquée. Ainsi, une 

durée de vie courte est préférable pour obtenir une réponse optimale pendant le cycle 

d'excitation-émission. Pour les mesures d'anisotropie, la durée de vie doit 

correspondre à l'échelle de temps des mouvements rotationnels.(1)  
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Photostabilité élevée : Les fluorophores ne peuvent subir qu'un nombre limité de 

cycles entre l’état fondamental et les états excités. Ceci est lié à la réactivité élevée de 

l'état excité des molécules. L'interaction entre l’état excité triplet d'une molécule avec 

une molécule de dioxygène est l'une des voies de photo-blanchissement des 

fluorophores. À cet égard, dans de nombreuses expériences à l’échelle de la molécule 

unique, on utilise des systèmes de désoxygénation pour améliorer la stabilité du 

fluorophore(22), voire des composés photo-stabilisants tels que l'acide 6-hydroxy-

2,5,7,8-tétraméthylchroman-2-caboxylique (Trolox), le cyclooctatétraène (COT) ou 

l'alcool 4-nitrobenzylique (NBA)(23). 

Solubilité dans les milieux biologiques et stabilité environnementale : Les sondes 

doivent être insensibles à des facteurs tels que le pH ou la température afin de 

permettre des mesures in vivo. 

E. Nanoparticules inorganiques 

Les nanoparticules basées sur l’utilisation de matériaux fluorescents inorganiques ont 

plusieurs caractéristiques communes. Premièrement, ce sont des matériaux non 

biodégradables bien que biocompatibles, très lumineux, plus photostables que les 

fluorophores organiques simples et leurs propriétés optiques étant contrôlées par la 

taille et la morphologie du matériau et sont différentes de celles des fluorophores 

organiques. Dans cette partie, nous présenterons différents types de nanoparticules 

inorganiques, leurs applications ainsi que les méthodes de synthèse et de 

caractérisation.  

1. Quantum Dots 

Les « quantum dots » (QDs) sont des nanocristaux constitués de matériaux semi-

conducteurs du groupe II-VI (CdSe, CdS, CdTe,...), du groupe III-V (InP) ou encore du 

groupe IV-VI (ZnS, PbS), dont le diamètre est compris entre 2 et 10 nm(24), recouverts 

d’une coquille pour modifier leurs propriétés physicochimiques et favoriser leur 

solubilité (figure 1.5.). Ils possèdent des propriétés électroniques intermédiaires entre 

celles des molécules er des semi-conducteurs massifs. Ils possèdent des propriétés 

de luminescence uniques telles qu’une photostabilité, un rendement quantique (0.3-1) 

et un coefficient d’absorption élevés (100 000-1 000 000 M-1.cm-1). La taille des QDs 

est inférieure au rayon de l’exciton (différence entre l’électron dans la bande de 

conduction et le trou qu’il laisse dans la bande de valence) laissant ainsi apparaître 
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des niveaux d’énergie discrets (comme dans les atomes). L’absorption de la lumière 

par les QDs entraîne la transition d’un électron de la bande de valence vers la bande 

de conduction générant alors une paire électron-trou. La recombinaison de ces paires 

entraîne une libération d’énergie sous forme de lumière émise. L’augmentation de la 

taille des QDs conduit à une diminution de la différence d’énergie entre la bande de 

valence et la bande de conduction, ce qui libère moins d’énergie après le retour du 

nanocristal dans son état fondamental, entraînant une dépendance entre la couleur de 

la lumière émise et la taille du QD(25). Ainsi, les bandes d’émission de 

photoluminescence des QDs peut facilement être ajustée en allant des régions UV 

jusqu’aux régions IR en faisant uniquement varier la taille ou la composition des 

QDs(26). Leur émission est généralement assez étroite et symétrique, ils sont donc 

excitables à plusieurs longueurs d’onde.  

 

 

Figure 1.5.  Représentation schématique des QDs et de leurs niveaux d'énergie. a) Structure 
schématique des QD. Image adaptée de www.olympusmicro.com. b) Séparation des niveaux 

d'énergie dans les QD en raison de l'effet de confinement quantique : la bande interdite des semi-
conducteurs augmente avec la diminution de la taille du nanocristal. Image adaptée de 

www.sigmaaldrich.com. 

Les caractéristiques particulières des QDs les rendent intéressants pour le domaine 

biomédical comme l’imagerie, le diagnostic et les applications thérapeutiques(27). 

Néanmoins, étant composés de matériaux généralement toxiques, leurs applications 

in vivo restent compromisses(28). 
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2. Carbon dots 

Les « carbon dots », ou C-dots, sont des groupes d’atomes de carbones, formant des 

nanoclusters, de taille inférieure à 10 nm contenant des atomes d’oxygène et d’azote. 

Ces matériaux sont préparés soit par combustion(29) ou par chauffage aux micro-

ondes(30) (figure 1.6.). Une procédure de synthèse en une étape permet de placer les 

groupes amino sur la surface des NPs permettant une fonctionnalisation ultérieure de 

ces groupements réactifs(31). La couleur de leur émission peut être modulée par la 

variation de certains paramètres durant la synthèse, néanmoins, leurs spectres 

d’excitation et d’émission sont extrêmement larges et ne permettent pas leurs 

applications pour l’imagerie multiplexe(32). Les C-dots sont biocompatibles, possèdent 

une durée de vie de l’ordre de la nanoseconde, une bonne photostabilité ainsi qu’une 

section efficace d’absorption à deux photons. Ils ont une gamme spectrale pouvant 

s’étendre de 400 à 700 nm. Malgré des rendements quantiques moyens (0.05-0.3), 

ces matériaux restent intéressants pour diverses applications pour la bio-détection, la 

délivrance de médicaments et la bio-imagerie en raison d leurs excellentes propriétés 

optiques, de leur biocompatibilité élevée et de leur faible toxicité (33). 

 

Figure 1.6.  Représentation schématique de la synthèse de C-points par la pyrolyse micro-ondes en 

présence de diverses amines. Adapté de la référence 30. 

3. Nanoparticules à conversion ascendante de photons  

Les nanoparticules à conversion ascendante de photons (UCNPs) ont émergé comme 

une nouvelle classe de nanomatériaux se composant d’une matrice hôte telle que le 

NaY4 ou le CaF2 dopée avec un ion de la famille des terres rares comme le Yb3+, le 
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Tm3+ ou encore le Ho3+ dans lequel des transitions électroniques se produisent. Ils ont 

une taille inférieure à 100 nm. Les UCNPs sont dopés d'ions lanthanides qui leurs 

procurent des propriétés uniques puisqu’ils absorbent la lumière NIR et émettent des 

photons à plus courte longueurs d’onde (UV/visible)(34), ils sont photostables(35), ont 

des bandes d’émission discrètes, de longue durée de vie d'émission (µs-ms), des 

formes et des tailles contrôlées et une absence de clignotement (figure 1.7.).  

 

Figure 1.7.  Illustration schématique de l'UCNP et de ses propriétés optiques. a) Illustration 
schématique de l'UCNP composé d'un "hôte" cristallin et d'ions dopants de lanthanides incorporés. b) 

Bandes d'émission à conversion ascendante typiques de Ln3+. Adapté de la référence 35  

4. Les nanoparticules d’or 

Les nanoparticules d'or (AuNPs) ont été au centre de nombreuses recherches au 

cours de la dernière décennie en raison de leurs propriétés optiques, électroniques et 

catalytiques(36). Les AuNPs ont un diamètre compris entre 1 et 100 nm, ont un grand 

rapport surface/volume et une énergie de surface élevée fournissant une plate-forme 

d'immobilisation stable pour une grande quantité de molécules(37). Lorsque les 

AuNPs sont excitées par un rayonnement électromagnétique, elles présentent des 

oscillations collectives de leurs électrons de conduction en surface conduisant à une 

forte augmentation du champ électromagnétique local.  D'un point de vue optique, 

leurs propriétés plasmoniques (LSP) fournissent la base pour le développement de 

capteurs avec des nanoparticules d'or transformant des interactions spécifiques en un 

signal mesurable. Les modes LSP, excités par une onde électromagnétique, sont le 

résultat d'oscillations collectives des électrons de la bande de conduction à la surface 

des particules. L'excitation des LSP conduit à l'émergence de bandes d'extinction dans 

le visible et le proche infrarouge. Les modes LSP dépendent de la taille et de la forme 

des nanoparticules, de la nature chimique de l’or et de l’environnement local. Avec les 

progrès récents de la synthèse chimique et des techniques lithographiques, il a été 

possible de fabriquer une large gamme de formes et de tailles de particules avec des 

réponses optiques ajustables permettant d'accorder le LSPR sur l'ensemble du visible 
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et du proche infrarouge. Deux principaux types de préparation de particules peuvent 

être envisagés pour des applications plasmoniques: la lithographie par faisceau 

d'électrons et la synthèse chimique colloïdale en solution(38). La forme des AuNPs 

modifie leurs propriétés optiques, en effet, les AuNPs isotropes absorbent dans le 

domaine du visible tandis que les AuNPs anisotropes présentent deux bandes 

d'extinction, l’une autour de 520 nm le long de l'axe court (mode transverse) et une 

autre autour de 740 nm le long de l'axe principal (mode longitudinal) qui est très 

sensible à l'environnement local (figure 1.8.).  

 

Figure 1.8.  Spectres d'extinction typiques des nanoparticules d’or en bâtonnet (AuNRs) montrant les 
bandes attribuées aux modes transversal et longitudinal ; (b) Les spectres UV-vis-NIR des AuNP 

varient en fonction de la forme et de la taille des AuNPs. Copyright 2014 American Chemical Society. 

La synthèse d'AuNR avec une taille, une forme et une stabilité colloïdale contrôlées 

dans l'eau est une tâche difficile. En effet, les AuNPs ont un grand rapport 

surface/volume et une énergie de surface élevée, de sorte qu'elles ont tendance à 

s'agréger afin de minimiser leur énergie de surface. Pour éviter l'agrégation des AuNR, 

en utilisant un surfactant comme le bromure d'hexadécyltriméthylammonium 

(CTAB)(39) qui protège les nanoparticules par une bicouche chargée positivement, les 

rendant solubles en solution aqueuse. Le CTAB favorise la croissance anisotrope des 

AuNPs (ainsi que la formation de micelle cylindrique) en étant adsorbé sélectivement 

sur certains côtés des AuNPs, ralentissant leur croissance(40). De plus, le nitrate 

d'argent également impliqué dans cette réaction forme une monocouche sur la face 

d'énergie supérieure(41).  

La fonctionnalisation par des fractions organiques est impérative pour modifier la 

surface des nanoparticules afin d'assurer la stabilité et la protection contre l'agrégation, 

de modifier les propriétés optiques, électroniques, catalytiques du noyau d'or et 

d'ajouter des fonctionnalités pour des propriétés de reconnaissance spécifiques. Les 

AuNPs ont diverses applications notamment au niveau des traitements 
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anticancéreux(42). En effet, l’insertion des AuNPs dans les cellules cancéreuses 

associée à une irradiation IR (à résonance) provoque une augmentation de la 

température locale induisant ainsi une réponse d’apoptose de la part des cellules, il 

s’agit de la nanohyperthermie. 

5. Nanoparticules de silice  

Les nanoparticules de silice (SiNPs) peuvent servir de matrice pour l’encapsulation de 

fluorophores organiques, organométalliques ou métalliques(43) car elles protègent 

ces derniers de l’environnement et les gardent dans un espace confiné. Leur 

polyvalence synthétique permet la préparation de nanosystèmes 

multifonctionnels(44). Les propriétés spectrales de ces NPs dépendront du type et de 

la quantité de matériau encapsulé.  

Plusieurs stratégies de préparation des SiNPs ont été développées et sont décrites 

dans la figure 1.9. La méthode de Stöber, proposée à la fin des années 60, repose sur 

l’hydrolyse de l’orthosilicate de tétraéthyle (TEOS) dans un mélange 

éthanol/hydroxyde d’ammonium pour former de l’acide silicique. Lorsque sa 

concentration dépasse sa solubilité dans l’éthanol, il forme des liaisons covalentes 

avec le trialcoxysilanes pour former des nanoparticules de silice encapsulant les 

molécules fluorescentes d’intérêt. Néanmoins, les NPs formées par cette méthode 

sont inhomogène et donne une distribution de taille assez grande. Récemment, 

d’autres stratégies de synthèse des SiNPs ont été développées et sont basées sur la 

microémulsion inverse et les micelles directes comme matrices(43). La méthode de 

microémulsion inversée se base sur la formation d’un système eau dans huile où les 

nano-gouttelettes d’eau agissent comme de petits microréacteurs permettant 

l’hydrolyse du silane et la croissance des NPs(45). Les NPs formées ont une 

distribution de taille étroite et leur taille peut être ajustée en modifiant les proportions 

et les types de solvants ou de tensioactifs. Dans le procédé de micelle directe, un 

tensioactif ou un mélange de tensioactif s’agrège pour former des micelles qui servent 

de matrice pour la formation des SiNPs. Dans ce cas, le TEOS et les fluorophores sont 

encapsulés à l’intérieur des micelles et, après hydrolyse du TEOS, des particules 

homogènes en taille de 10-90 nm sont obtenues.  
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Figure 1.9.  Représentation schématique de différentes stratégies de synthèse pour obtenir des 
nanoparticules de silice dopées au fluorophore : méthode de Stöber (A), méthode de microémulsion 

inverse (B) et méthode directe assistée par micelles (C). Adapté de la référence 44. 

La longueur d’onde émission, la relaxation et les propriétés d’excitation sont 

principalement définies par les propriétés directes des fluorophores encapsulés dans 

la matrice de silice. Ce sont des particules biocompatibles avec une chimie de surface 

simple qui sont largement utilisées en imagerie et dans la détection(39,46). 

F. Nanoparticules organiques 

Contrairement aux nanoparticules inorganiques, les propriétés optiques des NPs 

organiques ne dépendent généralement pas de leur taille ou de leur morphologie mais 

plutôt de la nature même du fluorophore encapsulé dans la matrice (uniquement pour 

les NPs dopées en fluorophore). Cette matrice, généralement polymérique ou 

lipidique, protège les fluorophores de l’environnement tout en améliorant leurs 

propriétés de fluorescence par rapport au même fluorophore libre en solution. De plus, 

en utilisant des matrices biocompatibles et biodégradables, il est possible de 

développer des NPs organiques biodégradable parfaitement adaptées à des 

applications in vivo. Dans cette sous-partie, nous ferons une brève description de 

certains de ces systèmes 
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1. Dendrimères 

Les dendrimères sont une famille de polymères hyperbranchés nanométriques 

tridimensionnels caractérisés par une taille inférieure à 2 nm et une architecture 

ramifiée symétrique avec une forte monodispersité. L’architecture dendritique est 

composée d’un noyau, des branches avec des groupements terminaux 

fonctionalisables par des médicaments(47) ou par des sondes moléculaires(48). La 

synthèse des dendrimères peut être basée sur la chimie click (figure 1.10.). La 

solubilité, la réactivité chimique et la température de transition vitreuse des 

dendrimères sont contrôlées par la nature du groupe terminal(49) tandis que la 

brillance et la couleur sont  contrôlées par la taille du dendrimère. Les dendrimères ont 

un rendement quantique relativement faible (0.5) lorsqu’ils sont utilisés comme agents 

de contraste malgré un grand coefficient d’absorption molaire (700 000 M-1cm-1). Les 

dendrimères sont utilisés pour l’imagerie, la détection, la thérapie photodynamique, la 

délivrance de médicaments(48) cependant ces NPs sont très coûteuses à fabriquer et 

sont nocives(50).  

 

Figure 1.10.  Représentation schématique des dendrimères. Adapté de la référence 49. 

2. Micelles 

Les micelles directes sont des assemblages supramoléculaires autoorganisés de 

molécules amphiphiles dans lesquels les parties hydrophiles sont en contact avec la 

solution environnante et la partie hydrophobe tournée vers le centre de la micelle 

(figure 1.11.). Leur taille est comprise entre 5 et 100 nm. Les micelles fluorescentes 

peuvent contenir des fluorophores amphiphiles ou lipidiques. Les micelles lipidiques 

sont préparées à partir d’un tensioactif hydrosoluble portant une chaîne hydrophobe 
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liée à une tête polaire (groupe chargé, PEG(51)). Les micelles polymériques sont 

fabriquées à partir de blocs hydrophobes et hydrophiles(52). En raison de leur faible 

CMC (concentration micellaire critique), les micelles polymériques présentent une 

meilleure stabilité vis-à-vis de la dilution par rapport aux micelles lipidiques permettant 

une meilleure conservation du fluorophore(53). La modification de la surface des 

micelles permet de faire d’elles de bons marqueurs contre les cellules 

cancéreuses(54). 

 

Figure 1.11.  Représentation schématique des micelles 

3. Nano-émulsions lipidiques 

Les nano-émulsions lipidiques sont des émulsions dont la taille des gouttelettes est 

inférieure à 100 nm. Typiquement, il s’agit d’un mélange de deux phases non 

miscibles, huile et eau, avec un émulsifiant (tensioactif). L’émulsifiant diminue la 

tension interfaciale et aide à obtenir des gouttelettes de petite taille plus stables contre 

la sédimentation. 

On distingue trois classes de nano-émulsions en fonction de la composition huile/eau : 

- Huile dans eau, où les gouttelettes d’huile sont dispersées en phase aqueuse 

continue. 

- Eau dans huile, où les gouttelettes d’eau sont dispersées en phase huileuse 

continue. 

- Nano-émulsions multiples  

Les nanoémulsions lipidiques sont considérées comme des candidats prometteurs 

pour l’administration de médicaments(55) et le ciblage des cellules cancéreuses(56) 

en raison de leur faible toxicité, de leur biodégradabilité et de leur capacité à 

encapsuler des médicaments ou des agents de contraste. Cependant, leurs 
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applications biomédicales sont actuellement limitées en raison de notre mauvaise 

connaissance de leur stabilité in vivo. 

Pour résoudre ce problème, notre groupe(57) a développé des gouttelettes 

fluorescentes de nano-émulsion de 100 nm en se basant sur la technique du transfert 

d’énergie par résonance de Förster (FRET) pour étudier leur stabilité in vivo (figure 

1.12.). Il a été démontré que l’encapsulation du donneur et de l’accepteur à l’intérieur 

de la gouttelette lipidique fournit un FRET efficace lorsque la gouttelette est intacte et 

une perte de FRET quand la gouttelette est désintégrée, ce qui est associé à la 

libération de ses composants dans le milieu biologique. Dans cette optique, deux types 

de cyanine NIR lipophiles ont été encapsulés dans une gouttelette lipidique de 100 

nm, l’un jouant le rôle de donneur (Cy5.5/TPB) et l’autre jouant le rôle d’accepteur 

(Cy7.5/TPB). Les résultats ont montré une bonne stabilité de ce système, le rendant 

approprié pour des imageries NIR chez l’animal. En effet, chez la souris, les 

gouttelettes sont stables dans la circulation sanguine pendant 6 heures en 

s’accumulant rapidement dans la tumeur par effet de perméabilité et de rétention 

accrue (EPR). 

 

Figure 1.12.  Concept des gouttelettes lipidiques FRET qui rendent compte de leur intégrité en modifiant 
leur couleur d'émission. Les structures chimiques des fluorophores cyanine 5.5 et 7.5 avec leur contre-
ion hydrophobe volumineux sont présentés. Adapté de la référence 57. 

4. Nanoparticules de polymères conjugués 

Les NPs de polymères conjugués (CPN) sont des NPs fluorescentes fabriquées à 

partir de polymères conjugués dans lesquels les électrons π sont délocalisés sur une 

partie significative de la chaîne (figure 1.13.). Leur taille est comprise entre 5 et 30 nm, 

elles possèdent des larges spectres d’absorption avec des profils d’émission étroits et 
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un haut rendement quantique (0.5-0.6). Elles sont principalement préparées par mini-

émulsions ou reprécipitation(58). La méthode de mini-émulsion consiste en l’addition 

de polymères dissous dans un solvant organique non miscible à l’eau à une solution 

aqueuse, contenant un tensioactif, suivie d’une ultrasonication et d’une évaporation du 

solvant. En ce qui concerne la méthode de reprécipitation, le polymère conjugué 

hydrophobe est dissous dans un solvant approprié à ce dernier et ajouté dans un 

solvant, tel que l’eau, sous agitation magnétique.   

Les propriétés photo-physiques des polymères conjugués dépendent des éléments 

constitutifs et de la taille des particules(59). En général, ils présentent un coefficient 

d'absorption molaire très élevé, un rendement quantique modéré et une durée de vie 

de fluorescence relativement courte. Elles sont parmi les NPs fluorescentes les plus 

brillantes développées à ce jour. 

 

Figure 1.13.  Les structures de différents polymères conjugués : poly (9,9-dihexylfluorène) (PDHF), 
poly (9,9-dioctylfluorène) (PFO), poly [2-méthoxy-5- (2-éthylhexyloxy) -1,4-phénylènevinylène ] (MEH-

PPV), poly [2-méthoxy-5- (2-éthylhexyloxy) -2,7- (9,9-dioctylfluorène)] (PFPV), poly (p-phénylène 
éthynylène) (PPE), poly ( 9,9-dioctylfluorène-2,7-diyl-co-benzothiadiazole) (PFBT). 

Comme décrit dans ce chapitre, les NPs fluorescentes peuvent considérablement 

améliorer la vitesse et la résolution des techniques de bio-imagerie basées sur la 

fluorescence. Cependant beaucoup d’entre elles manquent de souplesses en termes 

de propriétés d’émission et de de chimie de surface. La non-biodégradabilité et la 

toxicité potentielle dues à la nature de ces matériaux limitent leur application in vivo. 

Les NPs à base de polymère hautement dopé en fluorophore ont été largement 

utilisées à cet effet mais elles doivent présenter un certain nombre de propriétés. Tout 

d’abord, la taille des NPs est relativement grande par rapport à un fluorophore libre en 

solution ce qui peut être un désavantage pour des applications biologiques nécessitant 

une perturbation minimale de l’environnement biologique mais aussi un avantage en 

ce qui concerne l’imagerie in vivo puisque leur brillance est 100 fois supérieure à celle 
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des molécules uniques. Bien que l’encapsulation des fluorophores dans une matrice 

polymérique puisse servir de protection efficace contre les milieux biologiques et que 

le confinement des fluorophores permette d’obtenir un rendement quantique élevé, un 

fort nombre de fluorophore peut conduire à un ACQ diminuant le rendement quantique 

de la NP. Plusieurs approches ont été développées ces dernières années afin de 

réduire de manière drastique l’ACQ dans les NPs, et ce par la modification des 

fluorophores avec des groupes latéraux(60) ou encore par l’utilisation de contre-ion 

volumineux(61). Aussi, de multiples couleurs d’émission peuvent être obtenues par 

co-encapsulation de différents fluorophores. Les fluorophores confinés à l'intérieur 

d'une matrice polymérique à des concentrations élevées peuvent produire des 

phénomènes de coopération tels que le clignotement des particules. Enfin, maîtriser 

la chimie des NPs est très important en vue d’application en imagerie biologique. En 

effet, la chimie de surface permet de greffer des ligands qui permet aux NPs de réagir 

spécifiquement avec le milieu environnant, mais elles doivent aussi présenter des 

groupements hydrophiles pour assurer leur stabilité colloïdale et minimiser les 

interactions non spécifiques avec les molécules biologiques.  

5. Nanoparticules organiques fluorescentes (FON) 

Les nanoparticules organiques fluorescentes (FON) se sont développées sur la 

dernière décennie en raison de leur bonne biocompatibilité, de leur fonctionnalisation 

de surface aisée qui peut les rendre dispersables dans l’eau ou encore augmenter leur 

affinité pour une cible biologique. Il s’agit de molécules fluorescentes à conjugaison 

π(62) qui se sont auto-assemblées (> 105 par FON) via un processus de nano-

précipitation pour former des nanoparticules brillantes  ayant des propriétés émissives 

comparables à celles des nanoparticules à base de polymères conjugués(63). La taille 

des FON peut être ajustée en fonction des conditions de préparation. Les FON 

rivalisent avec les « quantum dots » en termes de polyvalence d’émission, d’efficacité 

de luminosité mais aussi de biocompatibilité en raison de l’absence d’utilisation de 

métaux lourds. Une grande quantité de fluorophore (entre 104 et 108 molécules) peut 

être encapsulée à l’intérieur de ces assemblages(64). La concentration en 

fluorophores à l’intérieur de ces nanoparticules est donc particulièrement élevée ce 

qui, par comparaison avec les sondes avec un seul fluorophore, augmente la brillance 

de ces nano-objets de plusieurs ordres de grandeur rendant possible un rapport 
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signal/bruit élevé. Leurs stabilités chimique et photochimique sont aussi augmentées 

et l’effet du photoblanchiment des fluorophores à l’intérieur de la NP est minime. 

Ces NPs ne nécessitent pas d’agents tensioactifs supplémentaires lors de leur 

synthèse mais peuvent être fonctionnalisées par la suite avec ces agents tensioactifs 

de sorte que les FON ont suscité un intérêt considérable pour la bio-imagerie(65) et le 

suivi des cellules(66). En effet, de cette manière, les interactions non spécifiques entre 

des matériaux non actifs et le milieu environnant sont évitées(67). De plus, les FON 

présentent une brillance intense lors d’une illumination avec un ou deux photons, ce 

qui permet de réduire considérablement tout effet d’auto-fluorescence provenant des 

cellules(68,69).  

Cependant, l’efficacité des FON est directement liée au comportement des 

fluorophores à l’intérieur de la nanoparticule (figure 1.14.). En effet, l’agrégation des 

fluorophores conduit généralement à une extinction de la fluorescence suite à de fortes 

interactions moléculaires π – π entres les noyaux organiques aromatiques(71).  

Récemment, des fluorophores à émission induite par agrégation (AIE) ont été 

introduits dans les FON présentant alors un rendement quantique élevé sans 

atténuation de la fluorescence(72,73). Néanmoins, leur préparation nécessite des 

approches complexes et des réactifs couteux limitant ainsi leurs applications. 

 

 

Figure 1.14.  Préparation et fonctionnalisation des FON-NPs. Les nanoparticules ont été préparées 
par nano-précipitation en ajoutant des molécules fluorescentes de 4,7-di(thiophen-2-

yl)benzo[c][1,2,5]thiadiazole dans du THF à 5 mL d’eau sous agitation magnétique. Les NPs sont 
fonctionnalisées par du PEG. Adapté de la référence 65. 

Il existe plusieurs stratégies pour la préparation des FON (figure 1.15) : 
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- Par précipitation. Une solution concentrée de fluorophores hydrophobes dans 

un solvant organique est directement ajoutée à de l’eau ce qui entraîne une 

nucléation rapide.(74) 

- Par association ionique de fluorophores. Co-précipitation de fluorophores 

ioniques dans l’eau en présence de contre-ion hydrophobes.(75) 

- Autoassemblage de fluorophores amphiphiles. Des molécules organiques 

amphiphiles spécialement conçues à cette occasion s’assemblent au sein d’une 

solution aqueuse en nanostructures à l’architecture bien définie.(76)  

 

Figure 1.15.  Méthodes de précipitation, d'association d'ions et d'autoassemblage pour la préparation 

de FON-NPs. Adapté de la référence 74. 

En raison de leur nature, les FON peuvent être biodégradables et présenter diverses 

propriétés spectrales et une possibilité de bio-fonctionnalisation. Mais le défi majeur 

lors de leur préparation consiste à éviter la désactivation de la fluorescence due aux 

interactions électroniques de molécules proches, autrement appelé, désactivation par 

agrégation (ACQ).(64) 
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Part II: Nanoparticules dopées en 

fluorophores  

 

Au cours des vingt dernières années, diverses approches ont été établies pour la 

synthèse de NPs à partir de divers polymères avec des tailles bien définies. 

Contrairement aux polymères conjugués, qui ont une fluorescence intrinsèque, les 

nanoparticules de polymères dopés en fluorophore sont composées d’une matrice 

polymérique non fluorescente et d’un fluorophore encapsulé dans la matrice pour créer 

des nano-objets fluorescents avec des propriétés ajustables. Elles ont une stabilité 

remarquable dans les milieux biologiques et des propriétés de surface bien contrôlées. 

L’encapsulation de fluorophore à l’intérieur de la NP peut constituer un outil ultime pour 

des applications en bio-imagerie et la détection de cellules cancéreuses en raison de 

leurs propriétés de non toxicité, de brillance et de photostabilité. Le principe de base 

afin d’obtenir des NPs extrêmement brillantes est d’encapsuler un grand nombre de 

fluorophores dans un petit espace augmentant ainsi la section efficace d’absorption 

molaire des particules(77). Néanmoins, il existe plusieurs défis pour encapsuler 

efficacement des fluorophores au sein d’une matrice polymérique puisqu’il faut 

introduire un grand nombre de fluorophores tout en évitant les phénomènes d’auto-

extinction. Dans ce chapitre, les principaux concepts de synthèse relatifs à 

l'encapsulation de fluorophores à l’intérieur d’une NP seront brièvement présentés.  

Les NPs peuvent être directement synthétisées par polymérisation des monomères 

dans différents types d'émulsion. En fonction des conditions de réaction, de la nature 

et de la quantité en tensioactif, on distingue typiquement trois types d’émulsions : 

l’émulsion classique(78), la mini-émulsion(79) et la micro-émulsion(80) (figure 2.1.). 

Lors de la polymérisation en émulsion classique, les monomères sont dispersés avec 

un tensioactif (typiquement au-dessus de la concentration micellaire critique CMC) 

dans une phase aqueuse conduisant à la formation de monomères assemblés en 

micelles relativement grosses (1-100 μm), des gouttelettes de monomère ainsi qu’une 

petite quantité de monomère dissous. L’amorçage débute par la nucléation de micelles 
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monomériques dans la phase aqueuse, puis la polymérisation se poursuit au sein de 

ces micelles par une diffusion des monomères dissous et une réduction continue des 

gouttelettes. Typiquement, on obtient des tailles comprises entre 50 et 300 nm qui 

dépendent de la cinétique de polymérisation. Le tensioactif utilisé se place à la surface 

des particules ce qui permet de les stabiliser. Néanmoins, son élimination ou son 

échange étant très difficiles, des polymérisations en émulsion classique sans 

tensioactifs ont été développées(81). L’inconvénient de cette méthode réside dans la 

diffusion du monomère et du fluorophore à travers la phase aqueuse rendant difficile 

la conception de NPs avec une distribution en fluorophore homogène. 

Dans le cas de la polymérisation en mini-émulsion, la taille des NPs est réduite en 

appliquant une agitation mécanique à haute vitesse tout en ajoutant un co-stabilisant 

soluble dans la phase aqueuse. L'amorçage peut avoir lieu dans la phase aqueuse ou 

directement dans les gouttelettes. Les gouttelettes forment alors directement des NPs 

après polymérisation. La concentration du tensioactif est généralement maintenue en 

dessous de la CMC conduisant à l'absence de micelles et à un recouvrement 

incomplet de la surface des NPs. Ainsi, une stabilisation supplémentaire est 

nécessaire. La taille des NPs dépend de la concentration en tensioactif et en co-

stabilisant, mais aussi de l'homogénéisation. Typiquement les NPs obtenues ont une 

taille comprise entre 30 et 200 nm. 

Enfin, dans le cas de la microémulsion, une émulsion thermodynamiquement stable 

de la phase contenant le monomère est formée en phase aqueuse puis est 

polymérisée. Les gouttelettes monomériques alors obtenues sont stabilisées avec une 

quantité très importante en tensio-actif. Cette méthode donne les plus petites NPs 

puisque ces dernières ont des tailles variant de 5 à 50 nm allant jusqu’à 10 nm. 

Cependant, la nucléation inhomogène des NPs entraîne une déstabilisation de 

l’émulsion et une augmentation spontanée de la taille des NPs ainsi que la formation 

de NPs sans fluorophores. 
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Figure 2.1.  Préparation des nanoparticules polymériques dopés aux fluorophores par les stratégies 

d’émulsions. Adapté de la référence 77. 

Les NPs peuvent être également synthétisées à partir de polymères déjà préformés. 

Cette stratégie permet l’utilisation d’un éventail très large de polymères, dont certains 

biodégradables, tels que le poly (acide lactique-glycolique) (PLGA) et la 

polycaprolactone (PCL). Les trois principaux procédés sont: l'évaporation du solvant 

par émulsification(82), la nano-précipitation(83) et l'autoassemblage(84) (figure 2.2). 

Dans le cas de l’émulsification, le polymère est dissous dans un solvant volatil non 

miscible avec l’eau (dichlorométhane ou de l'acétate d'éthyle), cette solution est 

ensuite ajoutée dans de l’eau, à l'aide d'un stabilisant sous sonication ou 

homogénéisation à grande vitesse, ce qui conduit à une émulsion de gouttelettes de 

solvant avec le polymère à l'intérieur. Les NPs de polymère sont ensuite formées par 

évaporation du solvant et purifiées par centrifugation. La taille des particules diminue 

avec la quantité de stabilisant mais dépend aussi de l'homogénéisation. Typiquement, 

des NPs d'environ 200 nm sont obtenues avec cette technique, mais il est possible de 

réduire la taille des particules à 100 nm. Si le fluorophore n’est pas lié directement au 

polymère, la compatibilité et la solubilité de ce dernier doivent être pris en compte pour 

éviter une séparation de phase lors de l’évaporation.  

Certains polymères amphiphiles peuvent s’auto-assembler en NPs micellaires. Dans 

ce cas, la solution polymérique contenue dans un solvant organique est mélangée 

avec une phase aqueuse. Quand la concentration du polymère excède la 

concentration micellaire critique (CMC) l’agrégation de la partie hydrophobe du 
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polymère a lieu, laissant la partie hydrophile à l’extérieur et formant une coque en 

forme de brosse. Comme le polymère est amphiphile, il joue lui-même le rôle de 

tensioactif et de stabilisant si bien qu’il n’est pas nécessaire d’utiliser des tensioactifs 

supplémentaires. Cette méthode permet d’obtenir des NPs dont la taille est comprise 

entre 10 et 100nm. Généralement ce sont des copolymères amphiphiles tels que PEG 

ou des polymères chargés tels que P(M)AA ou des polymères hydrophobes tels que 

PS, PMMA, PCL, PLGA… qui sont utilisés. L’autoassemblage est un processus 

thermodynamiquement contrôlé et les micelles peuvent subir un processus d’échange. 

Enfin, la nano-précipitation est de loin la méthode la plus utilisée pour obtenir des NPs 

dopées en fluorophore. Elle est basée sur l’addition du polymère dissous dans un 

solvant organique (acétonitrile, DMF, THF, DMSO) miscible à l’eau. Lors de l'addition 

de cette solution à une phase aqueuse, la diffusion rapide du solvant dans la phase 

aqueuse conduit à une sursaturation du polymère et à la formation de NPs. L'approche 

la plus directe pour obtenir des NPs dopées en fluorophores consiste à mélanger des 

fluorophores et des polymères dans la phase organique pour obtenir un piégeage 

physique des fluorophores au sein de la NP formée. Il s’agit d’un processus 

cinétiquement contrôlé. La concentration du polymère, la quantité relative des phases 

organiques et aqueuses, ainsi que la procédure de mélange sont des facteurs 

déterminants pour ce qui concerne la taille des NPs. Les NPs peuvent avoir un 

diamètre allant de moins de 10 nm à plusieurs centaines de nm. Le contrôle cinétique 

facilite l’encapsulation des fluorophores au sein des NPs mais la différence de 

solubilité du polymère et du fluorophore peut conduire à une distribution totalement 

inhomogène des fluorophores au sein de la matrice polymérique. Cette technique a 

été adoptée dans cette thèse pour la fabrication de NPs dopées en fluorophores. 

 

Figure 2.2.  Préparation des nanoparticules polymériques à partir de polymères préformés. Les 
parties hydrophobes des NPs sont représentées en vert, les parties hydrophiles sont représentées en 

bleu et le solvant organique est représenté en jaune. Adapté de la référence 77. 
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IV. Taille des NPs  

Les nanoparticules élaborées à partir de polymères préformés peuvent être 

synthétisées selon différents procédés. Chaque technique possède ses avantages et 

ses inconvénients et choisir la plus adéquate dépend principalement du type de 

molécule active que l’on souhaite encapsuler, de l’application envisagée et de ses 

contraintes mais aussi de la technique pour lesquelles ces NPs seront utilisées. La 

méthode de préparation des nanoparticules est déterminante pour les caractéristiques 

physico-chimiques et colloïdales des particules, notamment en ce qui concerne la 

taille, la distribution en taille et la performance de ces nanoparticules in vivo. Dans 

cette thèse, nous nous sommes intéressés à la conception de NPs par nano-

précipitation afin d’obtenir un procédé robuste et reproductible permettant de mieux 

contrôler la taille des nanoparticules au travers de l’étude de l’influence de chaque 

paramètre expérimental.  

Le point de départ de la nano-précipitation est la dissolution complète du polymère 

dans un bon solvant organique (phase organique) et un non-solvant (phase aqueuse) 

parfaitement miscible avec le solvant organique. Lorsque ces deux phases sont 

mélangées, le polymère se trouve dans un « mauvais » solvant puisque son milieu est 

perturbé via la diffusion du solvant organique vers la phase aqueuse (et inversement). 

Ceci induit sa précipitation et donc la formation de NPs. Lince et son équipe(85) ont 

indiqué dans leur étude que le processus de formation des particules par nano-

précipitation comprend trois étapes clés qui sont la nucléation, la croissance et 

l’agrégation. La vitesse de chacune de ces étapes est déterminante en ce qui concerne 

la taille des NPs. La séparation entre les étapes de nucléation et de croissance est 

indispensable afin d’obtenir des NPs petites mais aussi avec une faible distribution de 

taille. Idéalement, les conditions opératoires doivent permettre un taux de nucléation 

élevé (dépendant de la sursaturation) et un faible taux de croissance. La nature de la 

phase organique peut fortement influencer les propriétés des nanoparticules. En effet, 

Khayata et al.(86), ont remarqué que les NPs préparées avec de l’huile de ricin étaient 

les plus grosses dues à une augmentation de la viscosité de la phase organique. 

Lorsque la viscosité de la phase organique augmente celle de la phase dispersée 

augmente également. De même, l’indice de polydispersité augmente en parallèle avec 

l’augmentation de la viscosité. L’effet de la nature du solvant organique a également 
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été évalué par l’équipe de Beck-Broichsitter(87). Cette dernière a comparé la taille des 

particules obtenue à partir du PLGA en fonction de quatre solvants qui sont le THF, le 

dioxane, le DMSO et l’acétone. Il a été démontré que des solvants de forte polarité 

donnent naissance à de petites nanoparticules en favorisant une diffusion rapide vers 

la phase aqueuse puisque la taille des NPs était de 800 nm pour le THF, 700 nm pour 

le dioxane, 500 nm pour l’acétone et enfin 500 nm pour le DMSO. De plus, la taille des 

particules a drastiquement diminué lorsque le THF et l’acétone ont été utilisés en 

combinaison comme solvant organique par rapport au THF seul. L’acétone, étant plus 

polaire que le THF, augmente la solubilité du polymère dans la phase aqueuse ce qui 

facilite la formation de petites particules. De même, la taille des particules a augmenté 

lorsque le mélange DMSO/acétone a été utilisé plutôt que le DMSO seul, ce qui 

corrobore l’hypothèse que plus le solvant organique est polaire, plus il augmente 

d’autant plus la solubilité dans la phase aqueuse et les particules résultantes sont alors 

plus petites. L’ordre d’addition des phases semble également exercer un effet sur les 

caractéristiques des particules. L’effet de l’addition de la phase aqueuse dans la phase 

organique et inversement a été étudié par Khayata(86) qui a étudié des nanoparticules 

chargées en vitamine E. Dans ce cas précis, lorsque la phase aqueuse est ajoutée à 

la phase organique, des nucléis se forment puisque la phase aqueuse contient un 

agent stabilisant qui permet la stabilité colloïdale de la particule. En inversant cet ordre 

d’addition, ces nucléis ne sont plus présents au sein de la solution. 

En nano-précipitation, la méthode d'agitation la plus couramment utilisée est l'agitation 

magnétique. Une augmentation de la vitesse d'agitation conduit généralement à une 

diminution de la taille des particules, ce qui s'explique par une diffusion plus rapide du 

soluté dans la phase aqueuse. Prud’homme(88) a mis une évidence la nécessité d’un 

mélange rapide (de l’ordre de quelques millisecondes) pour la création d’une 

sursaturation locale élevée du polymère qui conduit à la précipitation du polymère 

quelle que soit sa nature chimique. Un mélange rapide, de l'ordre de quelques 

millisecondes, est nécessaire pour la création d'une sursaturation élevée locale 

uniforme. Ceci conduit à la précipitation de tout soluté ou molécule existant au-dessus 

de son niveau de saturation, quelle que soit sa nature chimique. Le contrôle du temps 

d’agitation est également essentiel dans le processus de formation de nanoparticules 

car il doit correspondre au temps de nucléation et de croissance des NPs et permet 

d’obtenir un contrôle cinétique du processus. Généralement, une nano-précipitation 
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réalisée selon un procédé classique conduit à une distribution de tailles de particules 

polydisperses car le mélange résultant est hétérogène. Ainsi, de nombreux dispositifs 

ont vu le jour afin d’améliorer la technique en minimisant toute variation provenant du 

mélange des deux phases comme les dispositifs microfluidiques(89) ou la nano-

précipitation flash(88) (FNP). Le dispositif microfluidique est un dispositif de nano-

précipitation à flux continu dans lequel une solution de polymère diluée et de l’eau sont 

pompés séparément afin de procéder à la nucléation au sein du micro-mélangeur. Les 

nanoparticules obtenues sont recueillies directement à la sortie du micro-mélangeur. 

L’effet sur la taille de la proportion de solvant par rapport à la proportion de non-solvant 

est définie par le paramètre R de telle sorte que :  

𝑅 =  
𝐷é𝑏𝑖𝑡 𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑖𝑞𝑢𝑒 𝑑𝑒 𝑙′𝑒𝑎𝑢

𝐷é𝑏𝑖𝑡 𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑖𝑞𝑢𝑒 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑠𝑜𝑙𝑢𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑝𝑜𝑙𝑦𝑚é𝑟𝑖𝑞𝑢𝑒
 

Ce nombre R est le facteur déterminant à prendre en compte en ce qui concerne la 

taille des particules. L’augmentation du rapport R conduit à une sursaturation élevée 

et à la création d’un nombre important de nucléi pendant la séparation de phase. En 

conséquence, la concentration locale du polymère est diminuée ce qui conduit à des 

particules plus petites. Ainsi, le groupe de Baly(89) a montré qu’une augmentation par 

10 du facteur R augmentait la taille des particules de 106 à 210 nm. La FNP est un 

autre procédé évolutif mis au point par Prud’homme en 2003,(88) afin de préparer des 

nanoparticules avec une taille et une distribution de taille contrôlées. Cette technique 

produit des particules avec des tailles pouvant aller de 80 nm à 1 μm. Les particules 

sont obtenues par un procédé de nano-précipitation extrêmement rapide. De plus, elle 

permet également d’encapsuler de manière efficace plusieurs types de médicaments, 

de peptides ou encore d’agents d’imagerie au sein d’une même nanoparticule. 

Lince et son équipe(85) ont aussi montré que la concentration du polymère joue un 

rôle prépondérant sur la taille finale des NPs. En effet, en utilisant une solution de poly-

ε-caprolactone (phase organique) et une solution aqueuse contenant du polyoxy 

éthylène –polyoxy propylène co-polymère (agent stabilisant), ils ont constaté que pour 

une faible concentration de polymère, ni la vitesse d’agitation lors du mélange, ni la 

façon dont les phases sont mélangées n’avaient d’incidence sur la taille finale des 

NPs. En revanche, pour une forte concentration en polymère, ces paramètres ont un 

impact drastique sur la taille des NPs. De manière générale, une augmentation de la 
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concentration en polymère augmente la taille des particules. Ce phénomène peut 

s’expliquer par une augmentation de la viscosité de la phase organique qui donne 

naissance à des particules plus grosses. 

De même, la masse moléculaire des polymères est un paramètre crucial qui exerce 

une forte influence sur la taille des NPs. Fessi et al.(90), ont évalué l’effet de la masse 

molaire du PCL sur la taille des particules. Il a été remarqué que les nanoparticules 

les plus grandes ont été obtenues avec le polymère de masse moléculaire la plus 

élevée en raison d’une augmentation de la viscosité de la phase organique. 

Inversement, Lince et al.(85), ont constaté que l’augmentation de la masse molaire du 

PCL conduisait à une diminution de la taille des particules allant de 144.1 à 93.6 nm 

en raison d’une précipitation plus rapide car le polymère est moins soluble dans le 

milieu acétone/eau. Dans une autre étude, Legrand et al.(91) ont montré que la masse 

moléculaire n’avait pas d’influence sur la taille des particules mais sur leur rendement 

de formation, soulignant qu’il existe une masse molaire idéale du PLA pour obtenir un 

taux de production élevée des NPs. Il a été suggéré que les chaînes de PLA ayant un 

poids moléculaire en dehors de la plage optimale précipitent en tant qu’agrégats et 

contribuent à réduire le rendement de production des nanoparticules. 

A ce jour, plusieurs types de polymères biocompatibles avec des groupements 

fonctionnels ont été utilisés pour la préparation de nanoparticules comme le poly (DL-

lactide-co-glycolide) (PLGA), le 1,2-distéaroyl-singlycero- 3-phosphoéthanolamine-N- 

(polyéthylène glycol) (DSPEPEG), le PS-PEG/PSMA ainsi que leurs dérivés. Il a été 

montré que les polymères à caractère amphiphile élevé donnent les plus petites 

nanoparticules de telle sorte que lorsque PLGA est utilisé comme matrice, la taille des 

NPs est de 243 nm(92). Ces tailles diminuent fortement (55 et 7 nm) par l’utilisation du 

DSPE-PEG et du PS-PEG (93,94). Ainsi, il est possible d’obtenir des nanoparticules 

allant de quelques centaines de nanomètres à quelques dizaines de nanomètres en 

modifiant la nature même du polymère utilisé. 

Récemment, notre groupe a proposé une approche alternative d'autoassemblage, 

basée sur la nano-précipitation à charge contrôlée(95) (figure 2.3.). Nous avons étudié 

l’influence de la modification des groupes terminaux des chaînes polymériques sur la 

taille finale des nanoparticules. Nous avons modifié les groupes du PLGA, PCL et 

PMMA avec des groupes neutres PEG, un groupement chargé négativement SO3H et 
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un groupement chargé positivement NMe3. Pour ces trois polymères, les particules les 

plus grosses ont été obtenues avec le groupe non chargé avec des tailles supérieures 

à 100 nm. Les polymères avec des groupements carboxyles conduisaient à des tailles 

de particules comprises entre 60 et 100 nm, tandis que les particules fabriquées à 

partir des groupements chargés ont donné des tailles inférieures à 25 nm. Notre équipe 

a pu montrer que la taille des nanoparticules diminuait dans l’ordre suivant : PEG> 

COOH> NMe3> SO3H avec des tailles allant de 150 nm jusqu’à 25 nm. L’influence du 

groupement chargé sur la chaîne du polymère influe donc grandement sur le 

comportement de la nanoparticule. La croissance des particules et l’incorporation de 

nouveaux polymères dans les nanoparticules atteignent donc un seuil dû à la répulsion 

électrostatique introduite par les groupes chargés au sein des chaînes de polymère. 

En conséquence, la taille des particules diminue. Cet effet est beaucoup moins 

important pour le groupe COOH car la charge effective de ce groupement est plus 

faible que celle introduite par NMe3 et SO3H, ce qui implique que les nanoparticules 

atteignent des tailles plus importantes. Ainsi, en faisant varier un seul groupe dans une 

chaîne de polymère, il est possible d’ajuster la taille de la particule. 
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Figure 2.3.  Polymères modifiés chimiquement et vue schématique de la synthèse de NPs dopées en 

fluorophores. Ici, le poly PLGA portant un groupement carboxylate à une extrémité de la chaîne, le 

PCL portant des groupements hydroxyle aux deux extrémités de la chaîne et un copolymère de 

PMMA avec son groupement acide méthacrylique modifié avec des groupements PEG, carboxylate, 

sulfonate et triméthylammonium. Un sel d'ester octadécylique de rhodamine B (R18) avec du tétrakis 

(pentafluorophényl) borate (F5-TPB) en tant que contre-ion a été utilisé en tant que fluorophore pour 

l’encapsulation au sein de la NP. Adapté de la référence 95. 

V. Transfert d’énergie au sein des nanoparticules 

En utilisant différentes combinaisons donneur-accepteur, le processus de FRET peut 

être ajusté ce qui entraîne une augmentation du décalage de Stokes. En faisant varier 

le rapport donneur/accepteur, la détection multi-couleur peut également être obtenue 

comme le démontrent les travaux de Wang et Tan(98). En outre, plusieurs systèmes 

de nanoparticules polymériques utilisant un système de détection basés sur le FRET 

ont été développés à des fins de bio-imagerie et de bio-sensibilité. Une des 

caractéristiques clés des NPs polymériques fluorescentes est la présence de bandes 

d’absorption et d’émission définies à presque toutes les longueurs d’ondes 

souhaitables sur une fenêtre optique comprise entre 400 et 800 nm. De plus, ces 

bandes ne se chevauchent pas ce qui permet de détecter spécifiquement une 

nanoparticule, dans le cadre de l’imagerie multi-couleur par exemple, par l’excitation 
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sélective d’une de leur bande afin d’éviter tout phénomène d’artéfacts. De plus, l’un 

des avantages considérables du FRET par rapport aux fluorophores individuels est 

que l’écart entre les maximas d’excitation et d’émission est relativement grand et réduit 

donc le bruit de fond pendant des études en imagerie. Néanmoins, il existe un intérêt 

certain d’obtenir des nanoparticules émettant dans le proche infrarouge et le rouge 

lointain car ces régions présentent une auto-fluorescence minime des tissus vivants. 

L’émission de ces nanoparticules atteint généralement le rouge lointain, mais pour 

introduire l’émission NIR, ces NPs nécessitent un dopage avec un fluorophore NIR en 

tant qu’accepteur FRET.  

Pour résoudre ce problème, le groupe de Jin(99) a décrit un polymère fluorescent NIR 

(Pdot) en introduisant le bis (trihexylsilyloxyde) de 2,3-naphtalocyanine de silicium 

(NIR775) dans une matrice de poly (9,9-dioctylfluorène-co benzothiadiazole) (PFBT) 

qui présente un large pseudo-déplacement de Stokes (figure 2.4.). Le PFBT est un 

polymère semi-conducteur qui peut être facilement excitée dans le bleu (457 nm) et 

émet une fluorescence à 546 nm. Le NIR775, quant à lui, présente une forte 

fluorescence NIR à 777 nm dans un environnement hydrophobe. Lors de 

l’encapsulation du NIR775 à l’intérieur du Pdot, ce fluorophore a reçu de l’énergie 

provenant du PFBT et l’a convertie en fluorescence NIR de manière efficace. Ainsi, sa 

brillance a été considérablement accrue de près de 40 fois par rapport au fluorophore 

seul en solution. Il s’agit alors d’un système Pdot PFBT-NIR775 émettant dans le NIR 

avec un grand décalage de Stokes puisque la longueur d’onde d’excitation est celle 

du polymère à 457 nm et la longueur d’émission est celle du fluorophore à 777 nm, ce 

qui est impossible à obtenir avec des fluorophores seuls. Ces nanoparticules ont 

ensuite été étudiées avec succès en imagerie in vivo, notamment pour l’imagerie à 

deux photons, puisque les Pdots ont des sections efficaces d’absorption à deux 

photons particulièrement importants et que le grand décalage de Stokes est 

parfaitement adapté à ce type d’étude. 
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Figure 2.4. Structure chimique du PFBT, du PS-PEG-COOH et du NIR775 et co-précipitation dans de 
l’eau sous sonication pour la fabrication des Pdots. La matrice du Pdot absorbe la lumière bleue et 

transfère l'énergie au fluorophore (indiqués par des flèches vertes), qui émet alors une fluorescence 
NIR (indiquée par des flèches rouges). Adapté de la référence 99.  

Un exemple de FRET à l’intérieur d’une nanoparticule polymérique de PMMA est 

l’encapsulation du 9-nitrobenzoxadiazole (NBD) et de la  9-

(diethylamino)benzo[a]phenoxazin-5-one (NR), rapporté par l’équipe de Chen(100) 

(figure 2.5.). Dans cette étude, la bande d’émission du donneur NBD se chevauche 

parfaitement avec la bande d’absorption de l’accepteur NR rendant alors possible un 

FRET entre ces deux fluorophores. En augmentant le rapport molaire NBD/NR de 1/0 

à 1/1, l’intensité d’émission du NBD diminue et celle du NR augmente. Ainsi les 

signaux d’émission du FRET peuvent être ajustés de sorte que les nanoparticules 

présentent des couleurs caractéristiques. En faisant varier le taux d’encapsulation et 

le rapport entre les deux fluorophores au sein de la nanoparticule, il est possible 

d’obtenir des NPs de 60 nm idéales pour des études d’imagerie multiplexe. De plus, 

l’efficacité du FRET a atteint les 75.2% lorsqu’une molécule de NBD était entourée de 

six molécules de NR.  
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Figure 2.5. Illustration schématique des nanoparticules polymériques fluorescentes contenant un ou 

deux fluorophores (NBD) et (NR) sous excitation à 467 nm. Adapté de la référence 100. 

Un autre exemple de FRET à l’intérieur d’une nanoparticule de PMMA a été développé 

en utilisant une molécule photochromique comme accepteur FRET afin de créer des 

NPs commutables(101) (figure 2.6.). Une molécule photochrome dérivée du 

spiropyrane modifié à l'acrylique (SPEA) et une molécule dérivée de l’azocarbazole 

(AzoCzEA) ont été synthétisées et incorporées à l’intérieur d’une nanoparticule à base 

PMMA par la méthode de la polymérisation en émulsion. L’AzoCzEA se caractérise 

par une forte fluorescence verte à λem= 530 nm et ne possède pas de recouvrement 

avec la bande d’absorption du SPEA. Après une illumination UV, le SPEA est capable 

de s’isomériser et subit une transition de structure. En effet, le SPEA peut passer de 

sa forme fermée (spiro) à une forme ouverte (mérocyanine) avec l’apparition d’une 

bande d’absorption très forte à 400-700 nm et une émission de fluorescence à 560 

nm. Ainsi, la bande d’émission du AzoCzEA recouvre la bande d’absorption du SPEA 

de sorte qu’on obtient un FRET efficace inhibant l’émission de fluorescence spontanée 

du AzoCzEA. Une illumination du système avec de la lumière dans le visible ramène 

le SPEA sous une forme fermée, neutralisant ainsi le FRET obtenu. 
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Figure 2.6. Illustration schématique d’une chaîne de copolymère SPEA- AzoCzEA-MMA et du 
procédé FRET s’accompagnant d’un changement de couleur de fluorescence lors d’une irradiation 

dans l’UV ou le visible. Adapté de la référence 101. 

Le groupe de Low(102), a synthétisé des NPs de PLGA et de polyéthylène glycol 

(PEG) dans lesquelles des fluorophores NIR lipophiles issus de la famille des cyanines 

ont été encapsulés (figure 2.7.). Ici, il s’agit du DiD jouant le rôle de donneur et du DiR 

jouant le rôle d’accepteur (ces deux fluorophores ont été encapsulés selon un rapport 

1/1). Il a été montré dans cette étude que le transfert FRET était efficace malgré un 

faible chevauchement entre les spectres d’émission et d’absorption du DiD et du DiR. 

De plus, ce FRET s’est avéré encore plus efficace avec l’augmentation de la 

concentration des fluorophores à l’intérieur de la nanoparticule, bien que cela ait 

entraîné une diminution de l’intensité de fluorescence et une augmentation de la taille 

de la particule. Le transfert d’énergie entre DiD et DiR a entraîné une diminution des 

maximas d’émission à 668 nm et une augmentation de l’émission à 795 nm soit un 

pseudo-déplacement de Stokes de plus de 100 nm qui permet à la nanoparticule une 

application in vivo. 
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Figure 2.7. Conception des NPs. a) Préparation des NPs par nano-précipitation. b) Structures 
chimiques des fluorophores DiD et DiR. c) Encapsulation des fluorophores au sein de la nanoparticule 

et représentation du FRET en résultant. Adapté de la référence 102.  

Ce même groupe a publié un an plus tard une nouvelle étude(103) dans laquelle toute 

une série de nanoparticules avec des émissions allant de 500 à 790 nm a été 

développée (figure 2.8.). Ces particules contiennent différentes combinaisons de 

quatre fluorophores qui sont le DiO, le DiI, le DiD et le DiR. En changeant la quantité 

de fluorophores mais aussi le rapport entre les fluorophores, il est possible de changer 

drastiquement les propriétés d’émission de la NP. Ces nanoparticules ont la faculté 

d’émettre à trois longueurs d’onde d’excitation distinctes (570, 672 et 777 nm) lors 

d’une excitation à 485 nm grâce à un effet cascade du FRET entre les fluorophores 

puisque ces derniers sont situés à proximité les uns des autres dans un espace 

confiné. Ainsi, grâce à ces différentes combinaisons et en jouant sur le nombre et la 

concentration des fluorophores, les propriétés optiques des NPs peuvent être ajustées 

pour l’imagerie multicolore ou l’imagerie multiplexe in vivo. 
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Figure 2.8. a) Représentation schématique des nanoparticules avec plusieurs mécanismes en 

cascade. b) Imagerie multi-couleur. Adapté de la référence 103. 

Les nanoparticules polymériques à base de FRET ont également été utilisées pour 

détecter des espèces ioniques montrant ainsi une bonne sensibilité (figure 2.9.). Par 

exemple, Frigoli et ses collègues ont développé des NPs à base de polystyrène 

incorporant du 9,10-diphénylanthracène (DPA) et des molécules de pyrrométhène 567 

(PM 567) dont la surface est fonctionnalisée avec le tétraazacyclotétradécane 

(cyclame), un ligand sélectif du cuivre. Ce dernier est capable d’inhiber l'émission de 

fluorescence du PM 567 lors de la reconnaissance du cuivre. Ce système a une limite 

de détection du cuivre dans la gamme du nanomolaire(104).  

 

Figure 2.9. a) Représentation schématique des nanoparticules ratiométriques basés sur le FRET : 
Les molécules D sont excitées et l’énergie est transférée aux molécules A au sein de NPs recouvertes 
de cyclame. En l’absence de Cu2+, les complexes cuivre-cyclame qui se forment agissent comme des 
inhibiteurs qui vont fortement atténuer l’émission de fluorescence des molécules A, tandis que celle 

des molécules D est moins touchée. Adapté de la référence 104. 

Mettant à profit le même mécanisme, Chen et ses collègues(105) ont développé des 

NPs cœur/coquille où le cœur était constitué de PMMA imprégné de Rouge du Nil et 
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où la coquille était constituée de polyéthylèneimine hydrophile (PEI) pour une forte 

complexation avec le cuivre Cu2+. La complexation entre le PEI et le cuivre à la surface 

de la NP conduit à l’extinction de l’émission de fluorescence du Nile Red due au FRET. 

Ce système a montré une grande sélectivité vis-à-vis du Cu2+, puisqu’aucune 

extinction de fluorescence n’a été détectée en présence d’autres cations métalliques. 

De même, Ma et ses collègues(106) ont développé un nano-capteur FRET pour la 

détection du fer Fe3+ en milieu aqueux. En effet, des micelles polymériques à base 

d’un dérivé de rhodamine réactif au Fe3+ ont la propriété d’émettre de la fluorescence 

par une réaction d’ouverture de cycle induite par une interaction avec le fer. Le 

système est extrêmement sensible mais la nature irréversible du mécanisme rend 

difficile toute application en imagerie. 

Il est bien connu que dans des conditions très diluées, les polymères sensibles aux 

variations de chaleur et de pH présentent généralement un affaissement de leur 

chaîne polymérique au-dessus ou en-dessous d’un pH critique (pKa) ou d’une 

température(107). Si les extrémités de ces chaînes polymériques sont marquées par 

des molécules fluorescentes jouant le rôle de donneur et d’accepteur d’énergie, 

l’efficacité du FRET peut être modulée suite à des changements conformationnels 

induits par des stimuli. Dans un exemple typique, le groupe de Wang(108) a 

récemment rendu compte de la synthèse d’un microgel composé de poly(NIPAM-

APBA-NBDAERhBEA) sensible à la température et au glucose (figure 2.10.). Le 

NBDAE et le RhBEA servent respectivement de donneurs et d’accepteurs d’énergie. 

En l’absence de glucose, la température de transition de phase du microgel est 

inférieure à celles des microgels classiques de PNIPAM en raison de l’hydrophobicité 

des segments APBA à pH 8.  L’effondrement du microgel est dû à un changement de 

température au-dessus de la température de transition de phase (VPTT1) et module 

la distribution spatiale des donneurs et accepteurs. Ainsi, l’efficacité du FRET est 

grandement améliorée. En présence de glucose, le résidu APBA se lie avec ce dernier 

et forme un fragment boronate cyclique chargé négativement, ce qui conduit à une 

température plus élevée que la température de transition de phase (VPTT2) et donc à 

un gonflement du microgel. Ainsi, l’ajout de glucose à un intervalle de température 

compris entre VPTT1 et VPTT2 peut directement entraîner le gonflement des 

microgels initialement affaissés, entraînant une diminution de l’efficacité du FRET. Par 
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conséquent, le processus de FRET au sein des microgels poly(NIPAM-APBA-

NBDAERhBEA) peut être contrôlé par la température ou la concentration en glucose. 

 

Figure 2.10. a) Représentation schématique des microgels poly(NIPAM-APBA-NBDAERhBEA) 
fluorescents thermo et gluco sensibles préparés par polymérisation en émulsion. b) Illustration 

schématique de la modulation du FRET au sein du microgel par variations de la température et de la 
concentration en glucose. Adapté de la référence 107. 

Des nano-capteurs de pH basés sur le FRET(109) ont également été utilisés pour la 

bio-sensibilité intracellulaire dans des cellules rénales de rats vivants. Après 

internalisation, les NPs se sont accumulées dans les organelles intracellulaires telles 

que l’appareil de Golgi et le réticulum endoplasmique. Il est intéressant de noter que 

la taille du nanogel n’a été que faiblement affectée par les changements radicaux de 

pH et a démontré une excellente stabilité dans l’intervalle de pH physiologique. 

Cependant, le temps de réponse de ce système vis-à-vis de la variation du pH était de 

l’ordre de quelques secondes. 

Récemment, notre groupe a présenté un nouveau concept de nanoparticules 

présentant un comportement coopératif des fluorophores(61) (figure 2.11.). En 

introduisant un nouveau concept de nanoparticules polymères fluorescentes dopées 

avec un sel cationique, l’octadécyl rhodamine B (R18), avec son contre-ion fluoré, le 

tétraphénylborate (F5-TPB) qui sert d’espaceur afin de minimiser l’agrégation des 
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fluorophores. Il a été montré que les nanoparticules obtenues avaient une taille de 40 

nm et présentaient une commutation ON/OFF entre un état fluorescent et un état noir 

de plus de 500 fluorophores par particule. La raison d’un tel comportement réside dans 

le transfert d’énergie d’exciton ultra-rapide qui fait qu’une seule espèce non émissive 

peut inhiber l’ensemble de la population et provoquer un clignotement. La brillance de 

ces particules dépasse de six fois celle des quantum dots-605. Ces nanoparticules 

peuvent pénétrer dans les cellules par endocytose pour le marquage cellulaire.  

 

Figure 2.11. a) Structures chimiques de la rhodamine B (R18) et de ses différents contre-ions: 
perchlorate (ClO4), tétraphénylborate (TPB), tétrakis(4-fluorophényl)borate (F1-TPB) et 

tétrakis(pentafluorophényl)borate (F5-TPB). (b) Représentation schématique d’une nanoparticule de 
PLGA dopée avec son fluorophore. Adapté de la référence 61. 

Plus tard, notre groupe a montré que l’utilisation de larges populations de fluorophores 

couplés par EET à l’intérieur d’une nanoparticule peut générer des antennes 

collectrices géantes en amplifiant la fluorescence d’un fluorophore unique(110) (figure 

2.12.). Pour cela des nanoparticules, avec une taille comprise entre 60 et 100 nm, de 

PMMA-MA encapsulant du R18/F5-TPB ont été étudiées. Il a été montré qu’un rapport 

de 10-4 (accepteur/donneur) était suffisamment efficace pour transférer l’énergie et que 

cela résulte en un effet d’antenne proche de 1000. Cette amplification permet 

d’observer des molécules acceptrices uniques avec une très faible puissance 

lumineuse (proche de la lumière ambiante).  
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Figure 2.12. a) Structures chimiques du donneur octadecyl ester rhodamine B (R18) et de son contre-
ion tétrakis(pentafluorophényl)borate (F5-TPB) et de l’accepteur DiD b) Schéma d’une nano-antenne 

collectrice géante. Adapté de référence 110. 

VI. Stabilité colloïdale 

La maîtrise de la chimie de surface des NPs est importante pour leurs applications en 

biologie. En effet, les NPs injectées par voie intraveineuse peuvent potentiellement 

atteindre chaque organe ou tissu vascularisé de notre corps et relarguer des molécules 

thérapeutiques à. Ainsi, prolonger le temps de rétention dans le sang des NPs est 

devenu une tâche primordiale. Néanmoins, cette dernière est rendue difficile puisque 

les NPs sont rapidement dégradées et éliminées du flux sanguin par le système 

phagocytaire mononucléaire (MPS). Le MPS se compose de cellules dendritiques, de 

leucocytes, de granulocytes et de macrophages résidant dans les tissues du foie, de 

la rate et des ganglions lymphatiques responsables du traitement, de l’élimination et 

de la dégradation des substances exogènes dans le sang(111). Ainsi, les NPs circulant 

dans le sang sont reconnues par des protéines, appelées opsonines(112), qui vont 

s’adsorber sur leur surface (phénomène d’opsonisation) rendant les NPs plus 

sensibles à la phagocytose par les cellules du MPS. La reconnaissance entre les 

opsonines et les NPs se fait préférentiellement par des interactions hydrophobes(113) 

mais également par des interactions électrostatiques et par liaisons hydrogène(114). 

De plus, l’agrégation des NPs circulant dans le flux sanguin peut également nuire à 

leur temps de circulation et ce de manière totalement indépendante de la capture par 

le MPS. Les NPs non chargées s’agrègent très facilement par l’intermédiaire des 

forces de Van der Waals en milieu aqueux, tandis que les NPs chargées (positivement 

ou négativement) gardent leur stabilité colloïdale en raison des forces électrostatiques 
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répulsives. Cependant, dans le flux sanguin, la force ionique est élevée, résultant en 

de multiples interactions entre les NPs chargées et les contre-ions neutralisant la 

charge à la surface des NPs. Ainsi, les NPs sont susceptibles de s’agréger et d’être 

éliminées du flux sanguin sans avoir atteint leur cible. Généralement, les NPs sont 

éliminées seulement 10 minutes après leur injection dans le flux sanguin et ce quel 

que soit la nature de la NP(111). 

Depuis le début des années 90, de multiples recherches ont émergé afin de surmonter 

ces contraintes, ce qui a conduit à la PEGylation en tant que stratégie visant à conférer 

des propriétés pharmacocinétiques et pharmacodynamiques aux NPs (figure 2.13.). 

L’approche consiste à revêtir la surface de la NP d’un polymère inerte qui résiste aux 

interactions avec les composants du flux sanguin et confère des propriétés « furtives » 

à la NP. Les NPs sont alors recouvertes de chaîne polymériques hydrophiles neutres 

qui forment une couronne stérique empêchant la fixation des protéines et, plus 

particulièrement des opsonines, diminuant drastiquement leur phagocytose et 

augmentant leur temps de circulation dans le sang(115). Au fil des années, le 

polyéthylène glycol (PEG) a été présenté comme un matériau biocompatible et non 

toxique approuvé par la « Food and Drug Administration » (FDA) pour un usage 

humain(115).  

 

Figure 2.13. Vue schématique des approches utilisées pour contrôler la chimie de surface des 

nanoparticules. 

Le PEG, CH3O-(CH2CH2O)n-H, est sous forme linéaire ou ramifiée. Les motifs 

récurrents de base sont du poly(éthylèneglycol) et du poly(propylèneglycol). En raison 

de la structure chimique des unités récurrentes, ces polymères sont également connus 

sous le nom de poly(oxyde d’éthylène) (PEO) et poly(oxyde de propylène) (PPO).  Ce 
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polymère est extrêmement flexible, non chargé, antiphagocytose contre les 

macrophages, biocompatible, ne se combine pas avec les protéines, hydrophile et 

extrêmement soluble dans l’eau comme dans les solvants organiques(116–118). Il 

peut également former des monocouches minces à l’interface air-eau ce qui est une 

propriété typique des molécules amphiphiles. L’efficacité du PEG à la surface des NPs 

a été montrée pour de nombreuses NPs à base de PLGA(119) ou de PLA(120). 

Les modes de fixation classique du PEG à la surface des NPs sont soit des méthodes 

physiques impliquant le revêtement de NPs préformées avec un conjugué PEG, soit 

la préparation de NPs avec des copolymères PEG séquencés, soit la fixation covalente 

du PEG avec un groupement fonctionnel réactif sur une surface préformée de 

NPs(121). Lorsque les NPs sont formées par des techniques d’émulsification, telles 

que la nano-précipitation, la stratégie d’association par physisorption est généralement 

utilisée. Cette dernière consiste à incuber les NPs préformées avec des molécules 

contenant du PEG dans un solvant aqueux afin de permettre l’association du PEG 

amphiphile à la surface de la NP par des interactions hydrophobes. Un exemple simple 

est l’utilisation du pluronic, une classe de polymère tribloc contenant un segment 

hydrophobe PPO flanqué de deux chaînes PEG hydrophiles, pour former un 

revêtement de PEG dense à la surface des NPs (figure 2.14.). Des études ont montré 

que le pluronic devait posséder un segment de chaîne hydrophobe supérieur à 3 kDa 

pour une adsorption et un masquage suffisant de l’enveloppe hydrophobe de la 

particule et ce quel que soit le type de polymère (PLGA, PCL, polystyrène,…)(122). 

Aussi, des NPs à base de PLGA enrobées de pluronic F-127 ont été capables de 

pénétrer dans les sécrétions de mucus, ce qui améliore leur distribution dans les 

cellules cancéreuses de la muqueuse vaginale ce qui a pour conséquence de 

supprimer plus efficacement la croissance tumorale et de prolonger la survie chez les 

souris(123). Dans un autre exemple, les NPs à base de polystyrène modifiées en 

surface par la poloxamine 908 se sont avérées efficaces pour contourner la 

reconnaissance par le MPS entraînant alors une résidence prolongée dans le 

sang(124).  
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Figure 2.14. Structure théorique du polaxamère 

Dans le but d’obtenir des nanoparticules capables d’administrer des médicaments de 

manière spécifique, le groupe de Kess(125), a synthétisé des nanoparticules de 115 

nm de diamètre à base de PLGA par nano-précipitation stabilisées soit par du pluronic 

soit par du poloxamine. Les deux systèmes ont démontré une stabilité colloïdale 

élevée face à l’augmentation de la force électrolytique de la solution tandis que les 

nanoparticules sans pluronic s’agrègent. Les particules de PLGA ont un potentiel zêta 

négatif dû aux groupes terminaux carboxylates des chaînes de PLGA situées en 

surface. Néanmoins, une diminution du potentiel zêta des particules stabilisée par le 

pluronic amine a été constatée. Cette diminution est due à la protonation des groupes 

aminés. Ainsi, le pluronic rend la nanoparticule moins sensible aux variations de 

concentrations de l’électrolyte dans le milieu. De plus, l’introduction de groupes amine 

primaire à la surface des NPs offre une possibilité de couplage avec divers ligands 

permettant d’améliorer l’affinité membranaire des NPs. 

Au-delà des poloxamères, il existe d’autres matériaux pouvant être utilisés pour 

recouvrir la surface des NPs telles que le polysorbate (Tween80) ou encore le DSPE-

PEG (figure 2.15.) qui est l’un des surfactants les plus utilisés dans cette optique. Le 

groupe de Wang(126), utilise du DSPE-PEG modifié avec du maléimide pour 

encapsuler le StCN((Z)-2,3-bis[4-(N-4-(diphenylamino)styryl)phényl]-acrylonitrile). Les 

nanomicelles de phospholipides StCN@PEG obtenues ont un diamètre de 20 nm et 

présentent une excellente stabilité chimique. En effet, il a été prouvé dans cette étude 

que les nanomicelles rendent le fluorophore plus stable dans divers environnements 

biologiques et que les NPs résultantes sont facilement conjugables avec des 

biomolécules. Les nanomicelles ont été mises en contact avec le Tween-20 (un 

surfactant très puissant) en solution aqueuse et aucune dissolution de la NP n’ont été 

constatées, ni aucune libération du fluorophore en solution.  
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Figure 2.15. Structure théorique du DSPE-PEG 

De même, notre groupe a récemment proposé l’utilisation du Tween80 ou du pluronic 

F127 comme agents stabilisants sur des nanoparticules de PLGA, PMMA et PCL(95) 

(figure 2.16.). Ces polymères ont été synthétisés par nano-précipitation afin d’obtenir 

de petites NPs et ensuite recouverts de surfactant de manière non covalente. 

L’utilisation du Tween80 a augmenté la taille des nanoparticules de 1,5 nm tandis que 

le pluronic l’a augmentée de 4,5 nm. Ces augmentations de taille correspondent à la 

formation d’une monocouche de surfactant à la surface des NPs. Ces surfactants ont 

rendu les NPs stables dans les milieux salins et surtout empêchent leurs interactions 

avec des protéines. 

 

Figure 2.16. Schéma de la préparation des nanoparticules stabilisées par des surfactants de type 

Tween80 et pluronic F-127. Adapté de la référence 95. 
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Cette méthode a l’avantage d’être simple. Néanmoins, le surfactant directement 

adsorbé en surface peut également se désorber facilement laissant ainsi des « trous » 

dans l’enveloppe où les opsonines peuvent se lier(127).  
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Part III: Technique de 

caractérisation des NPs  

 

De nos jours, diverses techniques de caractérisation des NPs ont été développées. 

Afin de déterminer, les caractéristiques de chaque échantillon, toutes les restrictions 

relatives à l'échantillon, les informations requises et le temps doivent être pris en 

compte (Tableau 3). 

Technique Mesure Echantillon Sensibilité 

DLS 
Taille moyenne et 
répartition en taille 

Suspension 
diluée 

1nm -10μm 

FCS 

Taille moyenne et 
distribution de 
taille, 
concentration et 
luminosité 

Suspension 
diluée 
d'échantillon 
fluorescent 

Jusqu’à 1nm 

TIRF 

Luminosité et 
distribution de la 
luminosité, 
photostabilité, 
comportement de 
la fluorescence 

Fluorescent, 

immobilisé sur 
une surface 
en verre 

Pas d’accès à 
la taille 

TEM 
Taille et 
caractérisation 

<1µg doit être 
préparé sous 
forme de film 
mince et être 
stable sous un 
faisceau 
d'électrons et 
sous vide 
poussé 

Jusqu’à 1nm 

Tableau 3. Comparaison des techniques couramment utilisées pour la caractérisation des NPs. 

VII. Diffusion dynamique de la lumière 

La diffusion dynamique de la lumière (DLS) est la technique non invasive la plus 

couramment utilisée dans la caractérisation de la taille et de la distribution des tailles 

des nanoparticules généralement dans la région submicronique. Cette technique 

nécessite une préparation minimale de l’échantillon et ne requiert aucun étalonnage 

pré-expérimental. Elle est basée sur la mesure du mouvement Brownien qui est un 
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déplacement aléatoire des particules provoqué par leur bombardement par des 

molécules de solvant. La DLS relie le mouvement Brownien et la taille des particules 

selon l’équation de Stokes-Einstein : 

𝑑(𝐻) =
𝑘𝑇

3𝜋𝜂𝐷
 

où 𝑑(𝐻) correspond au diamètre hydrodynamique, D est le coefficient de diffusion, k 

la constant de Boltzmann (constante physique reliant l’énergie au niveau de la 

particule individuelle avec la température, 1.38E23 J/K), T la température absolue, 𝜂 la 

viscosité. 

Le mouvement Brownien peut être mesuré en analysant le taux de fluctuation de la 

lumière diffusée. La lumière diffusée par les NPs est proportionnelle à r6 (leur rayon à 

la puissance 6). La théorie de Rayleigh (diffusion élastique) est applicable aux petites 

molécules et particules dont le diamètre est inférieur au dixième de la longueur d’onde 

du laser. Cependant, lorsque les NPs deviennent plus grande que cette valeur, la 

diffusion devient anisotrope et la théorie de Mie devient applicable (diffusion 

inélastique). 

Le mouvement brownien pourrait être mesuré en analysant le taux de fluctuation de la 

lumière diffusée. Habituellement, la fonction d'autocorrélation de photons est utilisée 

pour cela. L'idée est de mesurer le degré de similarité entre deux signaux, ou un signal 

avec lui-même sur différents intervalles de temps. 

La fonction d’autocorrélation diminue dès le début de l’expérience, cependant, plus les 

particules sont petites et plus la fonction d’autocorrélation diminue rapidement (figure 

3.1.). 
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Figure 3.1.  Exemples de mesures de diffusion de la lumière dynamique : a) courbe d'autocorrélation 

b) distribution de taille c) de petites NPs (encart supérieur) et grandes NPs (encart inférieur). Image 

adaptée de otsukael.com. 

La taille peut être obtenue à partir de la fonction de corrélation en ajustant un exposant 

pour obtenir la taille moyenne (diamètre moyen z) et une estimation de la largeur de 

distribution en intensité (indice de polydispersité) ou multi-exponentielle pour obtenir 

la distribution de taille des particules. En utilisant la théorie de Mie, il est également 

possible d’obtenir une distribution en volume ou en nombre qui donne une vision plus 

réaliste du système. 

La taille, déterminée par DLS, est la taille d’une sphère purement hypothétique qui a 

le même coefficient de diffusion que la particule et dépend de la structure de surface 

et de la couche de solvatation. 

VIII. Spectroscopie de corrélation de fluorescence (FCS) 

La spectroscopie de corrélation de fluorescence est une méthode permettant l’analyse 

temporelle et spatiale de molécules fluorescentes à faible concentration. Cette 

technique était initialement appliquée à l’étude des molécules puis c’est étendu aux 

NPs. Alors que la plupart des techniques de fluorescence s’intéressent à l’intensité du 

signal de fluorescence, la FCS est basée sur l’analyse des fluctuations temporelles de 

l’intensité de fluorescence mesurées dans un petit volume de l’ordre du femtolitre 

(volume focal) qui dépend du nombre de fluorophores et de la concentration en NPs. 

Les informations que l’on peut déduire par cette technique sont la concentration locale 

des NPs, leur constante de diffusion ainsi que leur brillance. Il s’agit d’une méthode 

non invasive et très sensible. 
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Dans une mesure FCS typique, l’intensité de fluorescence est enregistrée pour un petit 

nombre de molécules dans le volume focal sur une plage de temps allant d’une 

microseconde à 1 seconde. L’intensité de fluorescence dépendant du temps 𝐹(𝜏) est 

analysée par sa fonction d’autocorrélation temporelle 𝐺(𝜏) qui compare l’intensité de 

fluorescence au temps 𝑡 avec l’intensité à (𝑡 + 𝜏) où 𝜏 est un intervalle de temps 

moyenné sur l’ensemble des données de la série : 

𝐺(𝜏) =  
⟨𝛿𝐹(𝜏) ∗ 𝛿𝐹(𝑡 + 𝜏)⟩

⟨𝛿𝐹(𝜏)⟩2
 

La fonction d’autocorrélation contient toutes les informations concernant les 

concentrations, la cinétique de réaction et les vitesses de diffusion des molécules dans 

l’échantillon (figure 3.2.). L’amplitude de la fonction d’autocorrélation est inversement 

proportionnelle au nombre de molécules dans le volume focal et elle diminue de sa 

valeur initiale avec une dépendance temporelle déterminée par les vitesses de 

diffusion moléculaire. 

 

Figure 3.2.  Schéma illustrant le principe de FCS. A) Faisceau d'excitation focalisé dans un 

liquide. B) Sonde diffusant à travers le volume focal donnant la fluctuation de l’intensité de 

fluorescence. C) Fonction d’autocorrélation. 

Typiquement, une configuration FCS comprend une solution aqueuse contenant les 

espèces émissives dans une plaque à puits. Le faisceau laser est réfléchi par un miroir 

dichroïque dans un objectif avec une ouverture numérique élevée (NA) (figure 3.3.). 

La lumière de fluorescence émise est collectée par le même objectif, transmis à travers 

le miroir dichroïque et focalisée sur un diaphragme qui élimine toute la lumière émise 

à l’extérieur du volume focal. Une solution aqueuse contenant des espèces émissives 

est placée sur la plaque des puits. Le signal est ensuite détecté par une photodiode à 

avalanche en mode photocomptage puis corrélé pour générer la courbe FCS. 
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Figure 3.3.  Schéma d'une configuration confocale pour la spectroscopie de corrélation de 

fluorescence. 

Le FCS analyse correctement les échantillons uniquement si les volumes 

d’observation sont suffisament petits et que l’échantillon est suffisamment dilué de 

sorte que seules quelques molécules peuvent être détectées simultanément. La FCS 

est très largement utilisée en recherche pour l’étude de processus multiples comme 

les interactions moléculaires et la cinétique. Elle peut également caractériser la taille, 

la luminosité et la stabilité des NPs fluorescentes. 

IX. Microscopie électronique à transmission (TEM) 

La microscopie électronique à transmission (TEM) est basée sur les mêmes principes 

que la microscopie optique mais exploite les électrons qui permettent d’obtenir une 

résolution allant jusqu’à 1 nm. Un canon à électron au sommet du microscope émet 

des électrons dans le vide au travers de la colonne du microscope après avoir été 

focalisé par l’intermédiaire de lentilles électromagnétiques dans un faisceau très 

mince. Ce faisceau traverse l’échantillon et, en fonction de la densité du matériau, 

certains des électrons sont dispersés et disparaissent du faisceau. Au bas du 

microscope, les électrons non diffusés frappent un écran fluorescent et forment une 

image à contraste de phase de l’échantillon (figure 3.4.). L'image aura une résolution 

déterminée par la longueur d'onde des électrons mais aussi par les imperfections de 

l'optique électronique. 
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La qualité de l'imagerie des NPs dépend fortement du contraste de l'échantillon à 

l'arrière-plan. À cette fin, les NP doivent être séchées sur une grille de cuivre 

recouverte d'une fine couche de carbone. Les matériaux avec une densité électronique 

plus élevée que le carbone amorphe sont facilement imagés (argent, or, cuivre, 

aluminium, etc.). Pour d'autres matériaux, une coloration supplémentaire doit être 

appliquée. L'analyse de la taille est simple puisqu’une moyenne peut être faite si les 

NPs apparaissent en surface. Les résultats généralement présentés sont la taille 

moyenne et l'écart-type de la distribution en taille de l'échantillon. 

 

Figure 3.4.  Représentation schématique du TEM. Adapté de britannica.com. 

X. Microscopie à réflexion interne totale (TIRF) 

La microscopie à réflexion interne totale (TIRF) ou microscopie à onde évanescente 

est appropriée pour des études de localisation et de dynamique des molécules. Elle 

repose sur l’excitation de l’échantillon par des ondes évanescentes. Ces dernières 

existent lorsque la lumière est totalement réfléchie au niveau de l’interface entre deux 

milieux ayant des indices de réfractions dissemblables. Quand le faisceau d’excitation 

passe d’un milieu d’indice de réfraction n1= 1.51 (lamelle en verre) à un milieu d’indice 

de réfraction n2= 1.33 (eau) inférieur, il heurte l’interface entre ces milieux à un angle 
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d’incidence suffisamment faible pour lequel il lui est impossible de se propager dans 

le second milieu et est ainsi réfléchi dans le premier. En conséquence, seuls les 

fluorophores dans une zone mince de 100 nm à partir d’une surface solide d’indice de 

réfraction supérieur au milieu de l’échantillon sont excités. On obtient alors une image 

de haute qualité avec un faible bruit de fond de fluorescence et sans aucune 

fluorescence non focalisée pour lequel il devient possible d’observer la fluorescence 

des molécules individuelles (figure 3.5.). 

L’illumination se fait avec un angle donnant une réflexion totale qui peut être obtenu 

de 2 façons : 

1) Le faisceau d’excitation passe par un prisme et excite l’échantillon en réflexion 

totale puis la fluorescence est récupérée par l’objectif. 

2) Le faisceau d’excitation passe par un objectif de grande ouverture numérique, 

avec un angle supérieur à l’angle critique, puis la fluorescence est récupérée 

par l’objectif. 

 

Figure 3.5.  Représentation schématique du TIRF. Adapté de ncl.ac.uk 

 

 

 

 



72 
 

Part IV : Résultats et discussion 

Nanoparticules polymériques dopées en 
fluorophores de taille semblable à celle 

des protéines pour une diffusion libre des 
particules au sein du cytosol 

Dans ce chapitre, nous allons tenter de répondre à une question fondamentale : quelle 

taille doivent avoir des nanoparticules afin de pouvoir bouger librement dans le 

cytosol ? Répondre à cette question reste un défi car il est difficile d’obtenir une série 

de nanoparticules de même nature et de mêmes propriétés de surface avec des tailles 

bien définies et allant de celle des protéines jusqu’à des dizaines, voire une centaine 

de nanomètres (celle des endosomes). Or, atteindre toutes les parties du cytosol est 

d’une importance capitale pour pratiquement toute application des nanoparticules à 

l’intérieur des cellules. 

A cette fin, nous avons développé un concept original pour obtenir des nanoparticules 

d’une taille similaire à celle des protéines. Ici, nous utilisons des groupements chargés 

directement sur les polymères et en particulier en faisant varier leur nombre et leur 

type pour réduire et contrôler la taille de NPs assemblées par nano-précipitation. Trois 

séries de copolymères à base de méthacrylate de méthyle portant des groupements 

acides carboxylique, sulfonate ou triméthylammonium dans leurs chaînes latérales ont 

été synthétisées. Le pourcentage de groupes chargés a été modifié de 1 à 10% en 

moles. Ces nanoparticules encapsulent un fluorophore avec son contre-ion 

volumineux (R18/F5-TPB ou DiD/F12-TPB) les rendant extrêmement fluorescentes et 

permettant un suivi au niveau de la particule unique dans le cytosol des cellules 

(schéma 1).  
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Schéma 1. Structure des polymères, des fluorophores et des contre-ions ainsi que la représentation schématique 

d'une nanoparticule. 

 

A partir de ces polymères, nous avons assemblé des NPs par nano-précipitation. La 

taille des NPs obtenues a diminué systématiquement avec l'augmentation du 

pourcentage de groupements chargés. Pour les polymères portant des groupes 

sulfonate et triméthylammonium, la taille a atteint respectivement 8 et 7 nm pour un 

pourcentage de 5%. Les particules fabriquées à partir de polymères portant les 

groupes carboxylate sont systématiquement plus grandes. L’incorporation de groupes 

chargés, que ce soit négativement ou positivement, permet donc d’obtenir des NPs 

plus petites grâce à la répulsion électrostatique des chaînes de polymères et une 

densité de charge élevée à la surface des NPs. De plus, l'ajout de NaCl dans le milieu 

de précipitation diminue ces forces répulsives et nous a permis d'augmenter la taille 

des particules (figure 1). 
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Figure 4.1. Tailles des nanoparticules polymériques synthétisées par nano-précipitation : A) Influence 

de la fraction des groupes chargés sur le polymère et B) de la concentration en NaCl pour des particules 

assemblées avec un PMMA-SO3H 1%. 
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De cette façon, nous avons synthétisé des nanoparticules de diamètre allant de 50 nm 

à 7 nm, qui sont parmi les plus petites tailles obtenues pour des nanoparticules 

fluorescentes organiques.  

Ces nanoparticules ont ensuite été micro-injectées dans le cytosol de cellules HeLa. 

L’imagerie et le suivi des particules au niveau de la particule unique ont mis en 

évidence une diffusion des nanoparticules fortement dépendante de leur taille. En 

effet, les particules avec une taille moyenne inférieure à 17 nm ont la faculté de diffuser 

plus rapidement et d’accéder à toutes les parties du cytosol lors de la micro-injection 

que les particules avec une taille moyenne supérieure à 32 nm. Ainsi, cette étude 

suggère qu’une taille de particules critique de 23 nm est nécessaire pour une diffusion 

libre des nanoparticules au sein du cytosol (figure 2).  

 

 

 

Figure 2. Microinjection de nanoparticules dans des cellules HeLa. Les images de gauche sont des projections maximales de 

micrographies de fluorescence recueillies pendant 1 minute (50 ms par image) de nanoparticules constituées de PMMA-SO3H, 

chargées avec 10% de R18/F5-TPB et recouvertes de Tween 80. Les images de droite sont des images en contraste de phase 

des cellules correspondantes. Les barres d'échelle correspondent à 10 µm. 

 

L’utilisation de polymères chargés pour l’assemblage de NPs par nanoprécipitaiton 

ouvre la voie à des nanoparticules fluorescentes organiques de très petites taille 

permettant des applications allant du suivi à grande vitesse des biomolécules uniques 
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avec une précision de localisation élevée. De plus, cette approche de contrôle de taille 

des nanoparticules peut devenir une technique générale pour la préparation de 

« nanocarriers » à base de polymères transportant soit des médicaments soit des 

agents de contraste. 

Ces résultats ont été publiés dans l’article : Andreas Reisch, Doriane Heimburger, 

Pauline Ernst, Anne Runser, Pascal Didier, Denis Dujardin, and Andrey S. 

Klymchenko. Protein-sized dye-loaded polymer nanoparticles for intracellular single-

particle imaging. Adv. Funct. Mater. (https://doi.org/10.1002/adfm.201805157) La 

description complète de ce travail se trouve dans l’article ci-dessous. 
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Figure S1. Transmission electron microscopy (TEM) images of particles made by 

nanoprecipitation for different percentages and type of charged groups. NPs were loaded with 

10 wt% of R18/F5-TPB. Where not mentioned, nanoprecipitation was carried out in milliQ 

water. For PMMA-SO3H at 1% nanoprecipitations were carried out in different NaCl 

concentrations as noted. Scale bars correspond to 50 nm. 
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Figure S2. Histograms of sizes of particles made by nanoprecipitation as a function on 

percentage and type of charged groups as determined by TEM. Mean values of sizes determined 

by transmission electron microscopy are given for NPs loaded with 10 wt% of R18/F5-TPB. 

At least 200 NPs were analyzed per condition. Error bars give full width at half maximum of 

the distribution.  
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Table S1. Particle sizes as determined by TEM and estimated number of charged groups per 

nm² of particle surface and total number per particle. 

 

 

Figure S3. Influence of the precipitation medium on the size of nanoparticles made by 

nanoprecipitation of carboxylate bearing polymers. Mean values of sizes determined by 

transmission electron microscopy are given for NPs loaded with 10 wt% of R18/F5-TPB. At 

least 200 NPs were analyzed per condition. Error bars give full width at half maximum of the 

distribution.  
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90 
 

Table S2. Steady state fluorescence properties of selected nanoparticles loaded with 10 wt% 

R18/F5-TPB. Measurements were carried out in a FluoroMax-4 spectrofluorometer with an 

excitation at 530 nm and an intensity of about 1 mW/cm². 

 Charged 

groups 

Size Fluorophores 

per NP 

QY Brightness Fluorescence 

cross section 

 % nm  % M.cm-1 cm² 

PMMA-

COOH 
1 42 1700 59 ± 2 1.0 x 108 3.8 x 10-13 

 10 29 560 59 ± 2 4.3 x 107 1.3 x 10-13 

PMMA-SO3H 1 17 110 61 ± 3 6.9 x 106 2.6 x 10-14 

 2 12 40 55 ± 1 2.2 x 106 8.4 x 10-15 

 5 9 18 41 ± 2 7.0 x 105 2.7 x 10-15 

PMMA-NMe3 1 18 120 35 ± 3 4.3 x 106 1.6 x 10-14 
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Figure S4. Single-particle fluorescence microscopy. The nanoparticles were immobilized in 

solutions of polyvinylalcohol (PVA) in water with a PVA concentration of 15 wt%. Images 

were acquired using an excitation at 532 nm with an intensity of 1 W/cm². The conditions for 

excitation, recording and presentation are identical for all images. The mean number of emitted 

photons per particle per second and the per particle fluorescence cross-sections are given. At 

least 50 particles were analyzed per condition. 
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Figure S5. Microinjection of nanoparticles in living HeLa cells. The left hand images are 

maximum projections of fluorescence micrographs collected over 1 min (50 ms per frame) of 

nanoparticles made from different polymers, loaded with 10 wt% of R18/F5-TPB and coated 

with Tween 80. Right hand images are phase-contrast images of the corresponding cells. Scale 

bars correspond to 10 µm. 
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Figure S6. Distribution of diffusion coefficients of individual nanoparticles made from (A) 

PMMA-SO3H 1% (made in Milli-Q water), (B) PMMA-SO3H 2%, (C) PMMA-SO3H 5% 

microinjected in HeLa cells. 100 particle trajectories were analyzed. 
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Nanoparticules polymériques 
fluorescentes furtives enrobées de 
pluronic : stabilité et suivi in vivo 

Ici, le but de ce chapitre est d’étudier l’effet de l’adsorption d’un bloc copolymère de 

type PEG (pluronic) à la surface de ces NPs à base de PMMA-SO3H sur les propriétés 

physicochimiques et biologiques(95), principalement leur stabilité en milieu 

physiologique et l’adsorption de protéines.  

Ainsi, des nanoparticules dopées en rhodamine (R18) avec son contre-ion F5-TPB ont 

été préparées par nano-précipitation. Les nanoparticules obtenues ont été 

caractérisées par diffusion dynamique de la lumière et mesurent 30 nm. Ces NPs sont 

ensuite modifiées par une molécule amphiphile portant un dérivé du PEG, le pluronic 

qui est directement adsorbé en surface. Ce pluronic a été modifié par des fluorophores 

(cyanine5, lissamine, rhodamine) afin d’accéder à la stabilité de la coquille de pluronic 

à la surface des NPs mais aussi au nombre de molécules de surfactant adsorbées par 

NP (figure 1).  

 

 



95 
 

 

Figure 1.  Structure du polymère PMMA-SO3H avec son fluorophore, la rhodamine, le pluronic modifié F-127 par 

la lissamine et la cyanine5 et le pluronic F-68. Première étape, le PMMA-SO3H est mélangé avec la rhodamine 

dans l’acétone et soumis à une précipitation dans de l’eau. Seconde étape, les particules résultantes sont 

stabilisées en utilisant des dérivés de pluronic F-127 ou F-68. (a) NPs PMMA SO3H dopées avec 5% de R18/F5  , 

(b) NPs FRET PMMA SO3H dopées avec 5% de R18/F5 et Cy5 en surface et (c) NPs PMMA SO3H recouvertent 

de lissamine en surface  

L’étape de dialyse est importante pour éliminer l’excès de pluronic en solution sans 

dégrader la couche de pluronic s’étant déposée à la surface des NPs. Ceci a été 

confirmé par la conservation du FRET après dialyse par rapport aux mesures faite 

avant dialyse (figure 2).  
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Figure 2.  (a) Comparaison du FRET entre le donneur (R18/F5) à l’intérieur de la nanoparticule et l’accepteur conjugué au 

pluronic (Cy5) adsorbé à la surface de la NP avant et après dyalise et (b) absorbance du donneur et de l’accepteur en fonction 

de la concentration en pluronic. 

Le nombre de molécules adsorbées à la surface des NPs mais aussi leur stabilité a 

été étudiés par la technique de diffusion dynamique de la lumière et par la 

spectroscopie de corrélation de fluorescence. Il a été montré qu’un total de 85 

molécules de pluronic pouvait s’adsorber à la surface des NPs. De plus, elles sont 

stables aussi bien dans l'eau que dans un environnement physiologique en fonction 

du nombre de pluronic à la surface de la particule.   

En outre, pour étudier la bio-distribution des NPs in vivo, ces dernières ont été 

injectées dans le système vasculaire des souris et étudiées par imagerie du cerveau 

en utilisant un microscope à deux photons sur une durée d'environ 1 heure (figure 3). 

Des NPs PEGylés et non PEGylés ont été étudiées. Il est important de noter que les 

NPs revêtues de pluronic présentent un temps de circulation beaucoup plus long que 

les NPs nues, ce qui correspond à une adsorption beaucoup plus faible des 

composants protéiques du sérum dans nos mesures in vitro. Nos résultats montrent 

que l’adsorption de copolymères à blocs amphiphiles à la surface des nanoparticules 

polymériques ce qui crée une coque stable empêchant les interactions non spécifiques 

et permettant un temps de circulation important au sein de l’organisme. 
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 Figure 3.   Etude in vivo de NPs à base de PMMA recouvertes de pluronic F-68 directement injectées dans l’artère fémorale 

d’une souri par microscopie à deux-photons adaptée à l’imagerie intravitale de petits animaux. A) Identification des vaisseaux 

du cerveau avec du FITC-dextrane (0.05 mL) b) à h) suivi des NPs au sein de la souri sur une période de 180 minutes. 
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Abstract 

Fluorescent polymeric nanoparticles (NPs) emerged recently as promising candidates 

for bio-imaging and theranostics due to their extreme brightness, small size, low toxicity 

and potential biodegradability. Ideally, NPs should feature controlled interactions and 

high specificity toward their target. To this end, we studied the use of pluronic F-127 

and pluronic F-68 for reducing non-specific interactions of 30 nm ultrabright polymer 

NPs. Fluorescence correlation spectroscopy and Förster resonance energy transfer 

allowed determining the number of pluronic molecules adsorbed per NP as well as the 

stability of the pluronic shell in biological media. Adsorption of pluronic gave NPs with 

a precisely controlled number of ligands. Two-photon intravital imaging in mice brain 

showed showed that pluronic F-68 coated NPs remain in blood circulation on the time 

scale of hours, while non-coated NPs are rapidly eliminated. Owing to their high 

brightness, the resulting NPs traveled freely into the femoral artery of a mouse for 1 

hour without being degraded. Our results show that simple adsorption of amphiphiles 

suppresses non-specific interactions of small fluorescent polymer NPs and improve 

their circulation in blood stream of mice 
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Introduction 

Nanoparticles (NPs) have attracted over the last decade increasing interest in view of 

their use as carriers of contrast-agents.(128) In particular, their capacity to combine 

detection or imaging with release of active compounds in so-called theranostics 

applications is expected to play a major role in the development of personalized 

medicine.(129) Achieving very high sensitivity in such applications down to the level of 

single particles or molecules requires very bright nanoprobes. Notably fluorescent 

polymer NPs as conjugated polymer particles or dye-loaded polymer NPs have 

emerged over the last years as very bright fluorescent labels.(59,77,130) This was 

made possible by the development of different approaches to overcome aggregation-

caused quenching of the dyes encapsulated at high concentrations within the NPs, e.g. 

aggregation-induced emission dyes(71) or the use of bulky counterions.(77)  

Successful biomedical applications of such NPs require controlling their behavior in 

biological environments. In particular, NPs circulating in the blood are recognized by 

serum proteins called opsonins.(112) Adsorption of opsonins onto the NPs surface 

renders NPs more susceptible to being uptaken by the reticuloendothelial system and 

are shuttled out of circulation to the liver or the spleen.(131) Moreover, in contact with 

biological media, NPs have the tendency to aggregate, due to high ionic strength, 

which undermines their circulation time and leads to their entrapment in the liver and 

the lungs.(132) It is thus necessary to design long-circulating NPs, so-called stealth 

NPs, which involves avoidance of non-specific recognition by serum proteins. 

Poly(ethylene glycol) (PEG) is the gold standard for avoiding non-specific adsorption 

of proteins to surfaces.(132) Many studies showed a drastic reduction of opsonin 

adsorption(116,133,134) and thus an increased blood circulation time with increasing 

density of PEG onto NP surfaces.(135,136). Solubility and stability in physiological salt 

concentration are also increased (137) thanks to steric repulsion.(138) PEG can be 

implemented to the NP surface either covalently or non-covalently. (122) The 

advantage of the non-covalent approach is that it does not require the use of coupling 

agents and purification, thus drastically simplifying formulation and decreasing risks of 

toxicity. One of the best examples is the use of pluronic, a tri-block copolymer of 

polyethylene oxide (PEO) and polypropylene oxide (PPO), that can be used to form a 
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PEG-coating on the surface of hydrophobic NPs. Pluronic with a PPO chains molecular 

weight (MW) over 3KDa is required to stabilize particle and mask the NPs core. It has 

been shown that particles stabilized by pluronic are less prone to protein and bacterial 

adsorption than uncoated nanoparticles. Indeed, treatment of hydrophilic silica surface 

with pluronic F-108 reduced adsorption of proteins by 60% and silica surface with 

pluronic F-108 completely avoid protein adsorption (137). Pluronic F-127 coated PLGA 

NPs loaded with paclitaxel were able to spread into cancer cells by better penetration 

of mucus secretions, and thus, lead to a long circulation-time in mice and high 

efficiency in suppression of tumor growth.(123) 

The aim of the present study was to apply and optimize pluronic based coatings to the 

stabilization of a recently developed series of fluorescent polymer NPs for their use in 

biological environments. In particular, the combination of different fluorescent-based 

methods made it possible to study (i) adsorption of the pluronics on the particle surface, 

(ii) the stability of the obtained coating, and (iii) how it affects the stability of the particles 

in the presence of salt and imparts non-fouling properties. The combination of these 

results then allowed designing a coating suitable for in vivo experiments. The resulting 

NPs was then successfully imaged at the single-particle level directly in the vasculature 

of mouse brain. 
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Materials and methods 

1) Materials 

Poly(methyl methacrylate-co-methacrylic acid) (PMMA-COOH, 1,5% methacrylic acid, 

Mn ∼15 000 and Mw ∼ 34 000), poloxamer 407 (Pluronic F-127) and poloxamer 188 

(Pluronic F-68), propargylamine (98%), copper(II) sulfate pentahydrate (98.0%), 

sodium ascorbate (>98.0%), sodium azide (99%), Triethylamine TEA, >99.5%), 

acetonitrile (anhydrous, 99.8%), dichloromethane (anhydrous, >99.8%), and N,N-

dimethylformamide (absolute >99.8%) were purchased from Sigma-Aldrich. 

N,N-diisopropylethylamine (DIPEA, >99.0%), methanesulfonyl chloride (>99.7%), and 

2-aminoethane sulfonic acid (taurine, >98.0%) were obtained from TCI. 

1-hydroxybenzotriazole (HOBt, >99.0%), N-tetramethyl-O-(1H-benzotriazol-1-

yl)uronium hexafluorophosphate (HBTU, 99.5%), 1-[Bis(dimethylamino)methylene]-

1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]pyridinium 3-oxid hexafluorophosphate (HATU, 99.8%) were 

purchased from chemPrep. 

Sodium phosphate monobasic (>99.0%, Sigma-Aldrich) and sodium phosphate 

dibasic dihydrate (>99.0%, Sigma-Aldrich) were used to prepare 20 mM phosphate 

buffer solutions at pH 7.4; Water was deionized using a Millipore purification system. 

2) Synthesis 

Sulfonated lissamine-alkyne. Lissamine(139),(100 mg, 0.16 mmol, 1 eq), 

propargylamine (11 mg, 0.19 mmol, 1.2 eq), HATU (76 mg, 0.16 mmol, 1 eq), and 

DIPEA (127 µL, 0.75 mmol, 5 eq) were solubilized in anhydrous DMF (5 mL) under 

argon. The solution was stirred under argon for 24h at room temperature. The reaction 

mixture was dried under reduced pressure at 65°C and then diluted with DCM (20 mL) 

and extracted four times with water. The combined organic phases were dried over 

sodium sulfate and concentrated in vacuo. The residue was purified by flash 

chromatography eluting with DCM/MeOH (99:1) to give 89.5 mg of a pink solid (yield: 

54%). 

1H NMR (400 MHz, MeOD): δ = 8.65 (1H, s, ar. CH ) + 8.03 (1H, d,  ar. CH) + 7.29 

(1H, d, ar. CH) + 7.16 (2H, d, ar. CH) + 6.85 (2H, d, ar. CH) + 6.73 (2H, s, ar. CH) ~9H, 

3.95 (2H, s, -NCH2C-), 3.51-3.65 (8H, m, -NCH2CH3), 2.45 (2H, t, -NCOCH2-), 2.27 

(1H, s, CCH), 1.23-1.34 (12H, m, -NCH2CH3); 

Sulfonated Cy5-alkyne. To a solution of pentynyl indoleninium iodide (200 mg, 0.566 

mmol, 1 eq) in acetic anhydride (10 mL) was added malonaldehyde dianilide 
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hydrochloride (161 mg, 0.623 mmol, 1.1 eq). The solution was heated at 100°C for 3 h 

before the solvents were evaporated. To the residue was added indoleninium 

propanesulfonate (175 mg, 0.623 mmol, 1.1 eq) and pyridine (5 mL). The mixture was 

heated at 50°C for 2 h and quickly turned deep blue. The solvents were evaporated 

and the residue was extracted with DCM, washed with HCl (1 M) and a saturated 

solution of NaHCO3. The organic phase was dried over anhydrous MgSO4 filtered, 

evaporated and the crude was purified by column chromatography on silica gel 

(DCM/MeOH, 98/2 to 85/15) to obtain 138 mg (yield: 45%) of the sulfonated Cy5-

alkyne as a shiny deep blue solid. Rf = 0.34 (DCM/MeOH: 9/1)).  

1H-NMR (400 MHz, DMSO-D6): δ = 8.36 (m, 2H, CH), 7.61 (t, J = 8.4 Hz, 1H, CH Ar), 

7.49 (d, J = 8 Hz, CH Ar), 7.42-7.34 (m, 3H, CH Ar), 7.27-7.20 (m, 2H, H Ar), 6.52 (m, 

2H, 2 CH), 6.32 (d, J = 14 Hz, 1H, CH), 4.30 (t, J = 7.6 Hz, 2H, CH2-N), 4.12 (t, J = 7.2 

Hz, 2H, CH2-N), 2.96 (t, J = 2.4 Hz, 1H, C≡CH), 2.56 (t, J = 6.8 Hz, 2H, CH2), 2.32 (m, 

2H, CH2), 2.00 (m, 2H, CH2), 1.87 (m, 2H, CH2), 1.68 (s, 6H, 2 CH3), 1.67 (s, 6H, 2 

CH3).   

Dimesyl derivative of Pluronic F-127. Pluronic F-127 (6.3 g, 0.5 mmol, 1 eq) was 

solubilized in DCM (25 mL) and cooled to 0°C. Next, TEA (420 µL, 3 mmol, 6 eq), and 

methanesulfonyl chloride (234 µL, 3 mmol, 6 eq) were added. The reaction mixture 

was kept under stirring at 0°C for 3 h and then at room temperature overnight. The 

solution was dried under reduced pressure at 40°C for 30 minutes. The obtained solid 

was redispersed in water and purification is carried out by means of dialysis against 

water (48 h) to give 5.2 g of a white solid (yield: 82 %). 

1H NMR (400 MHz, MeOD): δ = 3.81-3.78 (4H, m, -SOCH2CH2-), 3.77-3.61 (-

OCH2CH2O-) + 3.59-3.51 (m, -OCH2CH-) + 3.43-3.38 (m, -CHCH3) ~1000H, 3.14 (6H, 

s, CH3SOO-), 1.16 (~195H, m, -CHCH3); 

Diazide derivative of Pluronic F-127. The dimesyl derivative of Pluronic F-127 (5.2 g, 

0.41 mmol, 1 eq) and sodium azide (165 mg, 2.46 mmol, 6 eq) were solubilized in 

acetonitrile (25 mL) and heated under reflux for 48 h. The obtained solid was 

redispersed in water and purification was carried out by means of dialysis against water 

(48 h) to give 4.6 g of a white solid (yield: 87%). 

1H NMR (400 MHz, MeOD): δ = 3.77-3.61 (-OCH2CH2O-) + 3.59-3.51 (m, -OCH2CH-) 

+ 3.43-3.38 (m, -CHCH3 + CH2N3) ~1000H, 1.16 (~195H, m, -CHCH3); 
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Click reaction on pluronic. The same procedure was used for the click reaction for 

sulfonated lissamine-alkyne and sulfonated Cy5-alkyne. Given is, as an example, the 

detailed procedure for lissamine. 

Sodium ascorbate (13 mg, 0.074 mmol, 16.5 eq in 100 µL of water) was added to a 

Copper(II) sulfate pentahydrate (10 mg, 0.04 mmol, 9 eq in 100 µL of water). Then the 

solution was added in a mixture of diazide derivative of Pluronic F-127 (55 mg, 0.0045 

mmol, 1 eq), and alkyne lissamine (9 mg, 0.013 mmol, 2.9 eq) dissolved in anhydrous 

DMF (5 mL). The heterogeneous mixture was stirred vigorously for 24 hours at 55°C 

under argon. The reaction mixture was dried under reduced pressure at 60°C, diluted 

in DCM, and then extracted four times with water. The combined organic phases were 

dried over sodium sulfate and purified by LH20 (from Sigma Aldrich) eluting with 

DCM/MeOH (1:1) to give 31 mg of a pink solid (yield: 57%) 

1H NMR (400 MHz, MeOD): δ = 8.65-6.70 (~11H, m, ar CH), 3.77-3.61 (-OCH2CH2O-

) + 3.59-3.51 (m, -OCH2CH-) + 3.43-3.38 (m, -CHCH3) ~1000H, 1.04 (~195H, m, -

CHCH3); Degree of modification 61% (percentage of sulfonate lissamine-alkyne linked 

to pluronic thanks to copper(II) click reaction). 

Cyanine 5: 35 mg obtained (yield 80%). Degree of modification 53%. 

PMMA-SO3H. PMMA-COOH (300 mg, 0.045 mmol, 1 eq of COOH) was dissolved in 

anhydrous DCM (2 mL) under argon. Taurine (56 mg, 0.45 mmol, 10 eq) , DIPEA (235 

µL, 0.45 mmol, 10 eq), HOBt (61 mg, 0.45 mmol, 10 eq), and HBTU (137 mg, 0.45 

mmol, 10eq) were dissolved in anhydrous DMF (3 mL) under argon, and added to the 

DCM solution. The solution was stirred under argon for 40 h at 40°C. The reaction 

mixture was dried under reduced pressure at 60°C, then the solution was precipitated 

in methanol. The precipitate was washed with methanol, redissolved in acetonitrile and 

reprecipitated twice in methanol. After drying under vacuum 159 mg of solid were 

obtained (yield: 53%). 

1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 3.67 (3H, s, -CCH3), 3.25-3.25 (0.02H, m, -NCH2CH2S-

), 2.19-1.70 (2H, m, CCH2); Degree of modification 77% (percentage of sulfonate 

groups which substituted carboxylic acid groups). 

Nanoparticle preparation. Stock solutions of the polymer in acetonitrile were prepared 

at a concentration of 10 mg/mL. The solution was then diluted with acetonitrile to the 

desired concentration (1 or 4 mg/mL) and the desired amount of R18/F5-TPB was 

added (0, 5, or 20 wt% relative to the polymer). 50 μL of the polymer solution were 

then added quickly using a micropipette and under shaking (Thermomixer comfort, 
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Eppendorf, 1100 rpm, 21°C) to 450 μL of milliQ water or milliQ water containing 4 mM 

NaCl. The particle solution was then quickly diluted 5-fold with water. For stabilization 

of NPs, different amounts of 1 or 0.1 mg/mL solutions of pluronic F-127 were added 

under stirring to the NP solutions. 

In vivo study. Animals were administered 0.1 mL of either PMMA nanoparticles or 

PMMA nanoparticles coated with 1% Pluronic F-68 directly injected into the femoral 

artery. With the aim to identify the brain vessels mice were then injected with FITC‐

dextran (0.05 mL). Afterwards, mice were placed on a multiphoton microscope adapted 

for intravital imaging of small animals (see below), and images were taken over 180 

min. 

3) Instrumentation 

NMR spectra were recorded on a Bruker Avance III 400 MHz spectrometer. The size 

measurements of the NPs were performed by dynamic light scattering (DLS) on a 

Zetasizer Nano series DTS 1060 (Malvern Instruments S.A.). It uses a laser source at 

633 nm, which excludes any light excitation of our dye-doped NPs. Absorption and 

emission spectra were recorded on a Cary 400 Scan ultraviolet-visible 

spectrophotometer (Varian) and a FluoroMax-4 spectro-fluorometer (Horiba Jobin 

Yvon) equipped with a thermostated cell compartment, respectively. For standard 

recording of fluorescence spectra, the excitation wavelength was set to 530 nm and 

emission was recorded from 540 to 800 nm. The fluorescence spectra were corrected 

for detector response and lamp fluctuations.  

FCS measurements were performed on a two-photon platform including an Olympus 

IX70 inverted microscope. Two-photon excitation at 780 nm (5 mW laser output power) 

was provided using a mode-locked Tsunami Ti: sapphire laser pumped using a Millenia 

V solid state laser (Spectra Physics). The measurements were carried out in an eight-

well Lab-Tek II coverglass system, using 300 μL volume per well. The focal spot was 

set about 20 μm above the coverslip. The normalized autocorrelation function, G(τ), 

was calculated online using an ALV-5000E correlator (ALV, Germany) from the 

fluorescence fluctuations, δF(t), by G(τ)= =<δF(t)δF(t +τ)>/<F(t)>2 where t is the mean 

fluorescence signal and τ is the lag time. Assuming that NPs diffuse freely in a 

Gaussian excitation volume, the correlation function, G(τ), calculated from the 

fluorescence fluctuations was fitted according to Thompson(140): 

G(τ)= 
1

𝑁
 (1 + 

τ

τd
)-1 (1 + 

1

𝑆²

τ

τd
)-1/2 
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where τd is the diffusion time, N is the mean number of fluorescent species within the 

two-photon excitation volume, and S is the ratio between the axial and lateral radii of 

the excitation volume. The excitation volume is about 0.34 fL and S is about 3 to 4. 

The typical data recording time was 5 min, using freshly prepared PMMA NPs without 

further dilution. The measurements were done with respect to a reference 5(6)-

carboxytetramethylrhodamine (TMR from Sigma-Aldrich) in water. The hydrodynamic 

diameter, d, of NPs was calculated as dNPs = τd(NPs)/τd(TMR) × dTMR, where dTMR is the 

hydrodynamic diameter of TMR (1.0 nm). The concentration of NPs was calculated 

from the number of species by CNPs = NNPs/NTMR × CTMR, using a TMR concentration of 

50 nM. NPs stability was tested by adding 10 vol% of a 10-fold concentrated PBS to 

the solutions of the corresponding NPs containing 10% of R18/F5 and measuring the 

hydrodynamic diameter and concentration. Interaction with 10% fetal bovine serum 

and a 1:1 mixture of 10% fetal bovine serum:PBS were tested in the same way. 

For multiphoton imaging we used an upright Zeiss LSM710 confocal microscope 

equipped with a Ti:Sa laser (Chameleon Vision II) from Coherent (Glasgow, Scotland) 

and 2 external photomultiplier detectors for red and green fluorescence. All animal 

experiments were conducted in accordance with institutional guidelines and approved 

by the Government of Upper Bavaria. 8-week old C56/Bl6J mice were anesthetized 

intraperitoneally with a combination of medetomidine (0.5 mg/kg), fentanyl (0.05 

mg/kg), and midazolam (5mg/kg). They were then endotracheally intubated and 

ventilated in a volume controlled mode (MiniVent 845, Hugo Sachs Elektronik, March-

Hungstetten, Germany) with continuous recording of end‐tidal pCO2. Throughout the 

experiment, body temperature was monitored and maintained by a rectal probe 

attached to a feedback‐controlled heating pad. A probe was placed in the femoral 

artery for measurement of mean arteriolar blood pressure and for administration of the 

fluorescent dye. A rectangular 4×4‐mm cranial window was drilled over the right fronto-

parietal cortex under continuous cooling with saline, while special care was taken to 

leave the dura mater intact. The window was located 1‐mm lateral to the sagittal suture 

and 1‐mm frontal to the coronar suture. After removal of the bone flap the brain was 

rinsed with saline. Subsequently, an exact fitting rectangular cover glass of 0.175 μm 

thickness was placed upon the window and fixed onto the skull with dental cement. 
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Results and discussion 

Particle size and size distribution.  

PMMA based NPs were assembled through nanoprecipitation. In order to reduce their 

size, we used PMMA bearing a low percentage (1.1 mol%) of sulfonate groups, which 

was synthesized through the modification of PMMA-COOH with taurine.(95) Where 

needed, the salt of a rhodamine B derivative (R18) with a bulky hydrophobic 

counterion, tetrakis(pentafluorophenyl) borate (F5),(61) was mixed at the desired 

proportion with the polymer in acetonitrile before precipitation in water to obtain dye-

loaded NPs. The resulting particles had a mean size of 34 nm and a low polydispersity 

index, as measured by DLS. The particles loaded with 5% of R18/F5-TPB was 36.4 

nm. 

In a second step, we then added an aqueous solution of either pluronic F-127 or F-68 

to the preformed NPs to coat them. The NP suspensions were then purified through 

dialysis for 48 h. DLS indicated an increase of the particle size by about 7 nm for 

Pluronic F-127 and by about 4 nm for Pluronic F-68 corresponding to a corona 

thickness of 3.5-4 nm in good agreement with the length of the PEG-blocks. The size 

showed only a very small decrease upon dialysis. 

 

PMMA-SO3H 

Sample Size, DLS (nm) PDI 

Bare 34.1 ± 3.1 0.118 ± 0.037 

Loaded with 5% of R18/F5-TPB 36.4 ± 2.7 0.127 ± 0.041 

Coated with pluronic (before dyalisis) 41.2 ± 1.8   0.141 ± 0.03 

Coated with pluronic (after dyalisis) 40.9 ± 2.5 0.133 ± 0.045 

Table 1. DLS measurement of PMMA NPs  

 

Adsorption and Stability of Pluronics on NPs studied using FRET  

Förster Resonance Energy Transfer (FRET)  is strongly affected by the distance 

between the donor and acceptor fluorophores in the range of a few nanometers(98). 

FRET is thus a technique of choice for studying the adsorption of molecules to the 

surface of NPs. Furthermore, owing to the high surface-to-volume ratio and the 

excellent Homo-FRET between dyes inside our NPs, they are valuable scaffolds for 
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the development of FRET-based systems using energy transfer between a donor 

confined in the particle and an acceptor attached to the surface.(110) As donor, we 

selected R18 with F5 as counterion, as this dye saltis highly hydrophobic and can be 

loaded in high amounts in PMMA NPs during nanoprecipitation.(141) As aceptor, we 

selected Cyanine 5 (Cy5) grafted directly at the terminal end of pluronic thanks to 1, 3‐

dipolar cycloaddition between pluronic bearing azides group and Cy5 bearing alkynes. 

In this system FRET should thus occur only between the dye-loaded NP and pluronic 

adsorbed onto the particle surface (figure 1).  

 

Figure 1. Structure of the polymers PMMA-SO3H  with his dye, rhodamine, modified pluronic F-127 by lissamine 

and cyanine5 and pluronic F-68. First step, PMMA-SO3H is mixed with the dye salt rhodamine in acetontrile and 

precipitated in water. Second step, the resulting particles are stabilized in a second step using derivatives of 

pluronic F-127 or pluronic F-68. (a) FRET PMMA SO3H NPs loaded with lissamine on the surface, (b) PMMA 

SO3H NPs loaded with 5% of R18/F5 and (c) FRET PMMA SO3H NPs loaded with 5% of R18/F5 and Cy5 on the 

surface. 

We then used this system to study adsorption of pluronics on the particle surface. 

Different concentrations of pluronic-Cy5 were added to the uncoated rhodamine 

loaded NPs and we monitored the changes in the absorption and emission spectra as 

a function of the pluronic concentration before and after dialysis (Figure 2). Increasing 

pluronic-Cy5 concentration resulted in a gradual increase in the absorbance at 645 



108 
 

nm. Moreover, increasing the pluronic-Cy5 concentration produced an increase in the 

acceptor emission at 650 nm accompanied by a decrease in the donor fluorescence at 

580 nm, corresponding to the occurrence of FRET and confirming the successful 

adsorption of pluronic-Cy5 on the NP surface. Interestingly, after dialysis the 

absorbance strongly decreased, especially for high concentrations, but the 

photoluminescence practically did not change. This means that practically all the 

adsorbed pluronic remained even after 48 h of dialysis and only the free pluronic was 

removed during the dialysis. The pluronic shell on our NPs thus seems to have a quite 

high stability. 

The acceptor absorbance and also the acceptor to donor emission ratio increased up 

to 5000 nM of pluronic-Cy5. However, at the highest concentrations the acceptor 

emission did not increase further, indicating quenching, probably due to aggregation 

of the Cy5 dyes. This made interpretation of the pluronic adsorption based on FRET 

more cumbersome. In consequence, we chose pluronic concentrations of 1000 and 

3000 nM for further experiments.  
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 Figure 2. FRET comparison between thed donor (R18 / F5) inside PMMA-SO3H nanoparticle and the acceptor 

(Cy5) adsorbed on the NP surface thanks to pluronic before and after dyalise. (a) absorbance before dyalisis, (b) 

Absorbance after dyalisis, (c) FRET before dyalisis, (d) FRET after dyalisis depending on the pluronic 

concentration, (e) Comparison of the FRET between the donor (R18 / F5) inside the nanoparticle and the 

acceptor (Cy5) adsorbed on the surface of the NP thanks to the pluronic before and after dyalisis and (f) 

absorbance of donor and acceptor as a function of pluronic concentration. 

 

Since nanoparticles stabilized by pluronic shell are intended for use in multicomponent 

biological systems, we then wanted to evaluate the stability of the pluronic shell in 

presence of different competitors. We hence quantified the influence of the presence 

of various concentrations of three competitors, unlabeled pluronic, tween80 and bovine 
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serum albumin (BSA), on the FRET between the NPs and the adsorbed pluronic-Cy5 

(figure 3). A desorption or a reorganization of pluronic-Cy5 from/on the NP surface is 

expected to result in a change of the FRET signal. All measurements have been carried 

out below the CMC of the surfactants in order to minimize contributions from micelles. 

The NPs stabilized with pluronic did not reveal any tendency to aggregate over the 

whole range of competitor concentrations, as seen from the constant absorbance 

signal. 

BSA only led to a slight decrease in the FRET signal, even at relatively high 

concentrations, indicating a good stability of the pluronic shell towards protein 

adsorption or exchange with proteins. Only at very high albumin concentrations a 

significant decrease in FRET was observed, which might indicate some desorption of 

pluronic-Cy5 or a stretching of the PEGs leading to an increase in the donor-acceptor 

distance. The situation was, however, very different when unlabeled pluronic was used 

as competitor. In this case a strong decrease of the FRET signal was observed even 

for low concentrations of pluronic. Such a strong decrease in FRET can only be 

explained by desorption of pluronic-Cy5 from the particle surface. Even though the 

pluronic shell showed an excellent stability towards dialysis and proteins, it thus 

seemed to remain highly dynamic with respect to exchange with free pluronic. We then 

tested the exchange with a different PEGylated surfactant, Tween80. Again a clear 

decrease in the FRET signal was observed, indicating exchange of pluronic-Cy5 by an 

excess of Tween80. However, the observed decrease was less pronounced than in 

the case of pluronic and a threefold excess of Tween80 was required to obtain efficient 

exchange. Pluronic thus seems to have a particularly strong partitioning to the surface 

of our PMMA based NPs.  
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Figure 3. Substitution of pluronic at 3000 nM on the FRET PMMA-SO3H NP surface by competitors (pluronic, 

Tween80 and BSA) as function of acceptor/donnor ratio.  

 

Characterization of Pluronic Shell and NP Stability using FCS  

To better characterize the adsorbed pluronic shell and how it affects NP stability, we 

then designed fluorescence correlation spectroscopy (FCS) experiments. FCS is a 

powerful method to analyze fluorescent species and notably fluorescent NPs, as it 

allows obtaining simultaneously information on the size, brightness and concentration 

of NPs or fluorescent emitters in situ. FCS measures the average duration of brief burst 

of photons from individual fluorescence emitters diffusing through an observation 

volume in a confocal microscope(142).  

We first used FCS to determine the number of pluronics adsorbed per NP (figure 4). 

For this, pluronic was modified with lissamine rhodamine dye at a concentration of 1 

dye per pluronic. The labelled pluronic was then diluted with unlabeled pluronic to avoid 

interactions between the fluorophores. Different concentrations of this mixtures were 

then added to “empty” NPs without loaded dye, followed by dialysis as above. The 

resulting pluronic coated NPs were then analyzed by FCS. The number of pluronics 

per NP was then determined by measuring the brightness of the resulting NPs and 

comparing it to the brightness of individual lissamine labeled pluronics under the same 

conditions.  

The quantity of pluronic molecules adsorbed on the NP surface increased with the total 

concentration of pluronic-lissamine. This increase was nearly linear for low 

concentrations of lissamine but became less pronounces above 1000 nM, indicating a 
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Langmuir-type adsorption behavior. At 3000 nM of pluronic 86 pluronic molecules were 

adsorbed par NP. Corresponding to 1 PEG chain per 5.5 nm² of NP surface (compare 

to literature 1 PEG chain per 2.1 nm²(118); 1 PEG chain per 5.6 nm²(143), 1 PEG chain 

per 4.4 nm²(144)). 
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Figure 4. Number of lissamine adorbed on PMMA-SO3H NPs thanks to pluronic after dyalisis, determined by 

FCS. 

We then studied how the pluronic shell influenced the stability of the NPs. In particular, 

NPs intended for biological applications should show a high colloidal stability, notably 

in the presence of salt, and avoid the nonspecific adsorption of proteins, leading to the 

formation of a protein corona (112,145). Therefore, FCS was used to investigate the 

performance of our pluronic coated NPs in phosphate buffered saline (PBS), a medium 

mimicking ionic strength and pH of typical biological media, and in the presence of 

serum, which is a complex mixture of biomolecules. For this, we monitored changes in 

the size distribution and concentration of bare NPs and NPs coated with two different 

concentration of pluronic after incubation of 1h. Loading the NPs with a low percentage 

(1 wt.%) of the R18/F5 dye salt allowed measuring diffusion coefficients, and thus size, 

brightness, and concentration of the NPs in model biological media without any 

interferences due to the high concentrations of proteins in the media (146).  

As shown in figure 5, the average size of NPs as measured by FCS in aqueous medium 

was 25 nm for bare NPs. The slightly smaller size compared to the DLS measurements 

stems from the fact that DLS is particularly sensitive to larger particles, which show 

higher scattering. Upon coating with pluronic the particle size increased to 30 nm, in 

good accordance with the thickness of the PEG-shell and DLS results. Exposing the 
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particles to PBS resulted in fast aggregation in the case of bare particles, but also for 

particles coated with pluronic F-127 at a concentration of 1000 nM. For NPs coated at 

a concentration of 3000 nM with either pluronic F-127 or F-68, however, no size 

increase was observed. The pluronic shell thus renders them stable against 

aggregation in saline solution. When exposed to a 10% serum solution, the size of bare 

NPs increased by about 10 nm, corresponding to the adsorption of at least a monolayer 

of serum proteins. In the case of NPs treated with 1000 or 3000 nM of pluronic F-127, 

this effect was negligible (<2 nm of size increase). The size increase upon exposure 

to serum proteins was still less pronounced (<1 nm) for particles coated with 3000 nM 

pluronic F-68.  

Pluronic, being amphiphilic block copolymers, thus adsorbed strongly onto the surface 

of our hydrophobic NPs via their hydrophobic polyoxypropylene (POP) center block. In 

this way the hydrophilic polyoxyethylene (PEG) blocks form a brush layer on the 

particle surface. Once a sufficient density of this PEG brush is reached, it provided 

particle stability vs particle aggregation in saline solutions and prevented adsorption of 

serum proteins, presumably through steric repulsion.(147) The slightly higher protein 

resistance of NPs coated with pluronic F-68 is probably due to the higher PEG content 

of the later, leading to a denser brush. For this reason, pluronic F-68 was chosen for 

in vivo experiments.  
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Figure 5. Stability of PMMA-SO3H-based NPs encapsulating 1% R18/F5 under physiological conditions and in 

the presence of serum, studied by FCS for bare PMMA-SO3H, PMMA- SO3H coated with pluronic F-127 at 1000 

and 3000nM, and PMMA-SO3H coated with pluronic F-68 at 3000 nM. 
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In vivo Imaging of Pluronic Coated NPs. 

In order to evaluate the potential of our pluronic coated fluorescent NPs for in vivo 

imaging, we monitored them directly in the vasculature of mouse brain. For this the 

PMMA-SO3H NPs of 70 nm were labeled with 20 wt.% relative to the polymer of 

R18/F5-TPB and coated with pluronic F-68 (figure 6). Bare dye loaded NPs were tested 

for comparison (figure 7). Each formulation was injected in the blood circulation of 

mouse and the brain studied using two-photon microscope over a time course of 

approximately 1 hour. The recorded videos showed fluorescent objects moving 

throughout the entire vasculature. We can assign these objects to individual NPs, but 

more work is needing to prove that these are single NPs. The individual images of 

brain over time revealed clear difference in the clearance of bare on pluronic-coated 

NPs. Indeed, pluronic F68 coated NPs remained much longer in the circulation 

showing pronounced decrease in the intensity only after 45 min of injection. By 

contrast, bare NPs showed strong signal loss already after 5 min. This drastic 

difference in the circulation time is in line with much weaker adsorption of protein 

components of serum for pluronic-coated NPs compared to bare NPs in our FCS 

measurements. Nevertheless, the dynamic nature of the pluronic shell results in a 

limited circulation time even for particles coated with pluronic. 
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Figure 6. In-vivo study of PMMA-based NPs coated with pluronic F-68 directly injected into the femoral artery of a 

mouse by two-photon microscopy using intravital imaging of small animals. a) Identification of the brain vessels 

with FITC-dextran (0.05 mL) b) to h) followed by imaging of NPs within the mouse over a period of 60 minutes. 

Laser power 3.5%-15%. A – GAASP, LP˂570, master gain 600. B-H – GAASP, LP˃570, master gain 530. Scale 

bar 50 µm. 

 

Figure 7. In-vivo study of bare PMMA-based NPs directly injected into the femoral artery of a mouse by two-

photon microscopy using intravital imaging of small animals. a) Identification of the brain vessels with FITC-

dextran (0.05 mL) b) to h) followed by imaging of NPs within the mouse over a period of 60 minutes. Laser power 

3.5%-15%. A – GAASP, LP˂570, master gain 600. B-H – GAASP, LP˃570, master gain 530. Scale bar 50 µm. 
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Conclusion 

This report demonstrated that a PEGylated ligand as pluronic was efficient in stabilizing 

monodisperse PMMA-SO3H nanoparticles made by nanoprecipitation. Combining 

FRET and FCS measurements allowed charecterizing the adsorbed pluronic shell with 

in terms of density but also stability. It was also shown that simple adsorption of 

pluronic rendered these hydrophibic nanoparticles stable in physiological environment 

and imparted resistance to non-specific protein adsorption. Moreover, in vivo imaging 

in mice brain revealed that particles clearence from blood decreased drastically in the 

presence of pluronic coating, so that NPs could be clearly detected over course of 1h. 

Combining the very high fluorescence brightness of dye-loaded polymer NPs with a 

simple surface modification scheme made it possible to image fluorescent NPs directly 

in the vasculature of the mouse brain, which has been a challenge do far. This study 

shows that pluronic can provide a very useful route to imparting colloidal stability and 

stealth properties to polymer NPs for both in vitro and in vivo experiments. Even though 

the dynamic nature of the pluronic coating limits the time scale over which the 

protection is effective, the presented approach can be valuable for rapid assessement 

of the performance of various polymer based NP systems for applications in bio-

imaging and drug delivery. 
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Nanoparticules polymériques dopées en 
cyanine : Conception du transfert 

d'énergie pour l'imagerie par 
fluorescence multicolore 

Le développement des nanoparticules polymériques fluorescentes ultra-brillante a fait 

un pas en avant après l’introduction de la méthode d’encapsulation de sels de dérivés 

de rhodamine avec des contre-ions hydrophobes pour lutter contre l’extinction causée 

par l’agrégation mais a aussi conduit à un comportement collectif des fluorophores dû 

à un couplage entre fluorophore par EET(61). Ce phénomène peut notamment être 

utilisé pour générer des antennes collectrices géantes en amplifiant la fluorescence 

d’un fluorophore unique. Néanmoins, cette approche n'ayant été validée que pour 

l'ester octadécylique de la rhodamine B (R18), il était important de démontrer que ce 

transfert d’énergie peut également s’appliquer avec d’autres fluorophores cationiques 

tels que les cyanines.  

Nous avons choisi quatre fluorophores issu de la famille des cyanines, émettant du 

vert au proche infrarouge, avec leur contre-ion volumineux F12-TPB que nous avons 

encapsulés au sein de nanoparticules de PLGA et de PMMA-MA à différentes 

concentrations (50 et 200 mM) afin de créer un comportement coopératif au sein de la 

matrice polymérique (figure 1). La synthèse et la purification de tous les sels de 

fluorophore ont été réalisées avec l'aide de l'ancien doctorant Bohdan Andreiuk. Ces 

sels ont été encapsulés dans des NP polymériques en utilisant la même approche de 

nano-précipitation que celle décrite précédemment, dans laquelle des solutions de sel 

de fluorophore et de polymère dans de l'acétonitrile est rapidement mélangées à de 

l'eau. 
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Figure 1. NPs dopées en fluorophores : structures des polymères PLGA et PMMA-MA ; les structures des 

fluorophores et son contre-ion F12-TPB et la représentation schématique d'un polymère NP dopé en fluorophore. 

 

Il a été constaté qu’avec l’augmentation de la concentration en fluorophore au sein de 

la NP, les rendements quantiques de fluorescence des nanoparticules fluorescentes 

restent relativement élevés (figure 2). En général, le rendement quantique diminue 

lorsque la concentration du fluorophore augmente. Cependant, cette chute est 

faiblement prononcée dans ce cas quelle que soit la nature de la matrice polymérique. 

De plus, les meilleurs rendements quantiques ont été obtenus avec les NPs à base de 

PMMA-MA démontrant une auto-extinction moins forte des fluorophores dans la 

matrice polymérique à base de PMMA-MA que dans celle à base de PLGA. 
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Figure 2. Rendement quantique des NPs à base de PLGA (rouge) de PMMA-MA (bleu) pour 

concentrations différentes de cyanine avec F12-TBP en contre-ion (par rapport au polymère) : (a) 50mM, (b) 

100mM et (c) 200mM. 

Pour obtenir un FRET efficace à l’intérieur des NPs nous avons encapsulé à la fois 

une quantité élevée en fluorophore donneur et une quantité moindre en fluorophore 

accepteur au sein des NPs polymériques (rapport D/A élevé).  

Dans ce cas, les donneurs devraient constituer un système efficace de capture de la 

lumière qui transfère de l'énergie à un petit nombre d'accepteurs, fournissant ainsi une 

amplification de son émission. Ainsi, nous avons cherché à obtenir un rapport 

accepteur/donneur optimal afin d’avoir une auto-extinction de l’accepteur minimale et 

une efficacité FRET maximale (figure 3). Dans les nanoparticules de PMMA-MA et 

PLGA, l’augmentation du rapport accepteur/donneur a accru l’efficacité du FRET. De 

manière remarquable, pour une concentration en donneur faible et un rapport 

accepteur/donneur faible, l'efficacité du FRET était systématiquement supérieure dans 

les NPs de PLGA. Cela indique que même avec une faible concentration en donneur 

au sein des NPs de PLGA, les fluorophores communiquent pour assurer un FRET 

efficace. Cette observation est conforme aux études antérieures montrant que le sel 

de fluorophore R18 présentait déjà un clignotement des particules lorsque la 
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concentration en colorant était faible, contrairement aux NPs à base de PMMA-MA, où 

lorsque la concentration est faible la communication fluorophore-fluorophore et le 

clignotement sont très faiblement marqués. Avec une concentration en fluorophore 

élevée (200 mM), l'efficacité du FRET augmente considérablement pour les NPs à 

base de PMMA-MA, conformément aux données précédentes pour le sel de 

fluorophore à base de rhodamine (R18) en tant que donneur. Cependant, dans le cas 

du PLGA, aucune amélioration de l'efficacité du FRET n'est observée pour une 

concentration du colorant plus élevée. Dans ce cas, une grande quantité de donneurs 

devraient constituer un système efficace de récupération de la lumière qui transfère 

l’énergie à quelques accepteurs, fournissant ainsi une amplification de son émission. 
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Figure 3.  Efficacité semi-quantitative du FRET dans des particules de PMMA-MA ou de PLGA à deux concentrations 

différentes de cyanine/F12-TPB : 50 et 200 mM et en fonction du rapport accepteur/donneur.  
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Abstract 

In this work, we explore the possibility of improving the emission of a single molecule 

by a polymeric nano-antenna capable of capturing the energy of thousands of donor 

fluorophores to a single acceptor fluorophore. In this nano-antenna, the fluorophores 

are very close within the nanoparticle thanks to their bulky counter-ion allowing an 

ultra-fast diffusion of the excitation energy. Our ~ 30-35 nm nanoparticles contain 

between 60 and 300 donor fluorophores that can efficiently transfer energy to 1 or 2 

acceptor molecules, giving an antenna effect of about 500. 
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Introduction 

When several donor fluorophores efficiently collect light energy and transfer it via the 

FRET to a single acceptor, amplification of the fluorescence emission of the latter can 

be observed. A dye-doped polymeric nanoparticle is a promising platform for the 

fabrication of light-harvesting nanoantennas since the fluorophores are encapsulated 

in a confined space and are coupled by excitation energy transfer (EET). In addition, 

the fluorophores are encapsulated with minimal aggregation-caused quenching. (77) 

Currently, the detection of single fluorescent molecules requires a particularly 

dedicated microscopic configuration with a high laser excitation power density ranging 

from from 100 to 5000 W / cm2 (145). To drastically decrease the excitation power, 

one solution is to generate a giant light-harvesting nanoantenna to amplify the 

fluorescence of a single fluorophore. Our recent work has shown that the 

encapsulation of several fluorophores inside polymeric nanoparticles by the use of 

large counterions minimizes the self-quenching of fluorophores and produces a 

fluorescence switching of up to 500 fluorophores per particle. (61) More recently (110), 

we coupled by EET a much larger number of fluorophores to generate a giant light-

harvesting nanoantenna. Indeed, using rhodamine-based cationic fluorophores (R18 / 

F5-TPB) encapsulated in a matrix of poly (methyl methacrylate and methacrylic acid) 

(PMMA-MA) at 30% by weight, it was possible to obtain NPs of different size (from 30 

to 107 nm according to TEM) which can generate an unprecedented amplification 

(antenna effect) of the acceptor Cyanine5 (DiD) emission encapsulated inside the 

nanoparticle. We also demonstrated that this antenna effect (calculated as the ratio 

between the maximum excitation intensity of the donor and that of the acceptor (146)) 

depended on the size of the NPs obtained. Remarkably, for the larger NPs (~60 nm), 

the antenna effect reached ~1000 which is the largest amplification reported to date, 

being even larger than that obtained with best plasmonic nanoantennas. Based on 

these results, we hypothesized that the developed light-harvesting concept could be 

extended to a different family of fluorophores, such as cyanine, which would enable   

preparation of nanoantennas operating over a spectral range from green to near 

infrared. For this, we used four cyanine derivatives, DiO, DiI, DiD and DiR bearing two 

octadecyl chains, in PMMA-MA and PLGA NPs in order to create NPs with 

fluorophores with extremely cooperative behavior within the polymer matrix. These 

NPs ~ 30-35 nm in diameter can generate an effective FRET of more than 2000 donors 
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communicating with one or two acceptor molecules. In addition, we have demonstrated 

that nanoantennas of any desired color can be developed. 
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Materials and methods 

1) Materials 

PLGA poly(lactide-co-glycolic acid), lactide 50 mole%, glycolide 50mole%, Mn ∼ 24 

000, PMMA poly(methyl methacrylate-co-methacrylic acid) 1,5% methacrylic acid, Mn 

∼15 000 and Mw ∼ 34 000, sodium tetrakis[3,5-bis(1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-methoxy-

2-propyl)phenyl]borate trihydrate (F12), 3,3’-dioctadecyloxacarbocyanine perchlorate 

(DiO-Cl), and acetonitrile were purchased from Sigma-Aldrich and used as received. 

DiI-Cl and DiD-Cl were synthesized according to a previously described 

procedure(148). Lithium tetrakis(pentafluorophenyl)borate-ethyl ether (F5) was 

purchased from TCI and used as received. Sodium phosphate monobasic (99%, 

Sigma-Aldrich) and sodium phosphate dibasic dehydrate (99%, Sigma-Aldrich) were 

used to prepare 20 mM phosphate buffer solution at pH 7.4.  

2) Synthesis of dye salts 

DiO-F12. DiO-Cl (1 eq., 22 mg, 0.023 mmol) and sodium tetrakis[3,5-bis(1,1,1,3,3,3-

hexafluoro-2-methoxy-2-propyl)phenyl]borate trihydrate (F12) (3 eq., 111 mg, 0.068 

mmol)  were mixed in 0.5 ml of dichloromethane, TLC has shown instant conversion. 

Product was purified by TLC using dichloromethane/methanol 98/2 as eluent. After 

evaporation of solvents 48 mg of DiO-F12 was obtained (77 % yield).  

 

DiI-F12. DiI-Cl (1 eq., 20 mg, 0.026 mmol) and sodium tetrakis[3,5-bis(1,1,1,3,3,3-

hexafluoro-2-methoxy-2-propyl)phenyl]borate trihydrate (F12) (2 eq., 100 mg, 0.052 

mmol) were mixed in 0.5 ml of dichloromethane, TLC has shown instant conversion. 

Product was purified by TLC using dichloromethane/methanol 95/5 as eluent. After 

evaporation of solvents 58 mg of DiI-F12 was obtained (86 % yield). 
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DiD-F12. DiD-Cl (1 eq., 20 mg, 0.02 mmol) and sodium tetrakis[3,5-bis(1,1,1,3,3,3-

hexafluoro-2-methoxy-2-propyl)phenyl]borate trihydrate (F12) (2 eq., 74 mg, 0.04 

mmol) were mixed in 0.5 ml of dichloromethane, TLC has shown instant conversion. 

Product was purified by TLC using dichloromethane/methanol 95/5 as eluent. After 

evaporation of solvents 38 mg of DiD-F12 was obtained (73 % yield). 

 

3) Preparation of fluorescent nanoparticles 

PLGA and PMMA were prepared at a concentration of 10 mg/mL. PLGA was then 

diluted with acetonitrile to a concentration of 2 mg/mL and PMMA was then diluted with 

acetonitrile to a concentration of 1 mg/mL with acetonitrile containing different 

concentrations of dyes ranging from 50 mM to 200 mM dye loading with respect to the 

polymer (assuming that polymer density inside NPs is 1 g/mL). 50 μL of the polymer 

solution were then added quickly using a micropipette to 450 μL of fresh phosphate 

buffer under shaking (Thermomixer comfort, Eppendorf, 1100 rpm, 21°C). The particle 

solution was then quickly diluted fivefold with the same buffer. 

4) Nanoparticles characterization 

DLS measurements were performed on a Zetasizer Nano series DTS 1060 (Malvern 

Instruments S.A.). Electron microscopy was performed on Philips CM120 transmission 

electron microscope. Absorption and emission spectra were recorded on a Cary 400 

Scan ultraviolet–visible spectrophotometer (Varian) and FluoroMax-4 

spectrofluorometer (Horiba Jobin Yvon) equipped with a thermostated cell 

compartment, respectively. QYs were calculated using rhodamine B in MeOH (QY = 
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0.7) for DiI NPs, fluorescein in 0.1 M NaOH (QY = 0.92) for DiO NPs and DiD in MeOH 

(QY = 0.33) for DiD NPs. Fluorescence life time measurement were performed with 

the time-correlated single-photon counting (TCSPC) technique of Edinburgh 

spectrofluorometer using excitation pulses at 488 nm. Emission was at 520 nm for DiO 

(donor) and at 665 nm for DiD (acceptor). Time-resolved intensity data were treated 

with Edinburgh spectrofluorometer software. Radiative (kr) and non-radiative (knr) rate 

constants were calculated with the QY and mean lifetime of the NPs.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Results and discussion 



127 
 

Dye-loaded NPs of small size were prepared through the nanoprecipitation of the 

polymer and dye salt from acetonitrile in phosphate buffer based on our recently 

developed protocol of charge-controlled nanoprecipitation.(61,95) As fluorophores, we 

selected cyanine derivatives bearing two octadecyl chains DiO, DiI and DiD known to 

be highly hydrophobic and insoluble in phosphate buffer to precipitate with the polymer 

during nanoprecipitation (figure 1). F12, a bulky hydrophobic tetraphenylborate, was 

chosen as counterion in order to facilitate the encapsulation of our cationic dyes into 

polymer and minimize its self-quenching(149). Indeed, among previously studied 

tetraphenylborates, the bulkiest F12 was the most efficient in preventing aggregation-

caused quenching of cyanines (149).  

 

Figure 1. Dye-loaded NPs: structures of the polymers PLGA, and PMMA-MA; structures of the cyanine dyes and 

their bulky counterion F12 used in this study; and schematic representation of a dye-loaded polymer NP. 
 

According to dynamic light scattering (DLS), the sizes of the obtained NPs increased 

slightly for the PLGA polymers with increasing dye loading where there is no change 

in size for PMMA-MA polymer. Transmission electron microscopy (TEM) confirmed this 

tendency revealing smaller size from around 29-33 and 36-44 nm for 50 and 200 mM, 

respectively, of dye loading in PLGA NPs (Fig. 2, Table 2) and 28-37 and 34-38 nm for 

50 and 200 mM, respectively, of dye loading in PMMA NPs (Fig. 2, Table 1). Thus, 

independently of the loaded dye, NPs displayed similar size and spherical structure 
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meaning that the nature of encapsulated dye does not influence the process of NPs 

formation. 

 

Figure 2. TEM images of dye-loaded NPs made from PMMA-MA and PLGA polymers in phosphate buffer. Scale 

bars, 100 nm. 

 

Sample 
Dye loading 

(mM) 

Size, DLS 

(nm) 
PDI 

Size, TEM 

(nm) 
Donor per NP 

DiO 50 52.1 ± 0.67 0.138 ± 0.034 28 ± 3.8 580 

DiI 50 52 ± 2.5 0.111 ± 0.043 34 ± 6.3 710 

DiD 50   37 ± 5.7 920 

DiO 200 79.4 ± 1.7 0.106 ± 0.027 38 ± 6.2 3330 

DiI 200 51.3 ± 1 0.113 ± 0.037 34 ± 5.3 2380 

DiD 200   36 ± 6.8 2830 

Table 1. Size, spectroscopic and single-particle properties of PMMA-MA NPs  

Sample 
Dye loading 

(mM) 

Size, DLS 

(nm) 
PDI 

Size, TEM 

(nm) 
Donor per NP 

DiO 50 49.6 ± 1.1 0.146 ± 0.052 29 ± 3.7 540 

DiI 50 42.8 ± 1.3 0.130 ± 0.02 32 ± 4.5 600 

DiD 50   33 ± 4.1 650 

DiO 200 62.3 ± 1.5 0.114 ± 0.017 40 ± 7.9 3880 

DiI 200 93.9 ± 1.2 0.151 ± 0.033 36 ± 5.8 2830 

DiD 200   44 ± 9.5 5170 

Table 2. Size, spectroscopic and single-particle properties of PLGA-NPs  
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The fluorescence quantum yield (QY) of the obtained NPs decreased and the 

absorption bands became broader with increase in the dye loading which are related 

to some dye aggregation (figure 3). Nevertheless, quantum yield remained high even 

at 200 mM loading, indicating that the extend of aggregation-caused queching is 

moderate. This is in line with relatively small changes in the absorption and emission 

spectra of the NPs, as compared to loading of dyes with small inorganic coutreions 

(see ref. 145). The QY values were systematically better in PMMA-MA polymer matrix 

compared to PLGA, in line with our earlier study using R18/F5-TPB dye salt. These 

results suggest that salts of cyanines dyes also show dendency to aggregate less in 

PMMA-MA as compared to PLGA matrix. 

 

Figure 3. Fluorescence quantum yields of PMMA-MA and PLGA NPs loaded at different concentrations with 

three cyanine dyes and F12 counterion. The error bars are standart error of the mean (n= 5). 
 

Next, we introduced DiD or DiR as energy acceptor inside DiI loaded NPs. The spectral 

overal between emission spectrum of donor (DiI) and absorption spectrum of acceptor 

(DiD), required for FRET, entrapped separately in PMMA-MA NPs, is shown in Figure 

4.  
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Figure 4. Normalized absorption (solid) and fluorescence (dashed) spectra of donnor (DiD/DiR) and acceptor 

(DiI) entrapped separately in nanoparticles. 

For both polymers NPs containing 50 mM of donor dyes, an increase in the acceptor 

concentration resulted in a rapid growth of acceptor emission, accompanied by a drop 

in the donor emission, indicating that the energy absorbed by the donor has been 

successfully transferred to the acceptor (Figure 5). An efficient FRET process was 

observed for DiI/DiD thanks to the significant overlap betwwen absorption spectrum of 

DiI and DiD. Also, overlap between the emission spectra of DiI and the absorption 

spectra of DiR enables an energy transfer between the dyes. Thus, we can combine 

DiI and DiR with large Stokes shift and extraordinary NIR emission property at the 

same time.  
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Figure 5. Fluorescence spectral measurements of FRET PLGA NPs (top) and PMMA-MA NPs (bottom) loaded 

with (left) DiI/DiD (right) DiI/DiR and their counterion F12 at 50 mM of the donor. 
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Figure 6. Fluorescence spectral measurements of FRET PLGA NPs (top) and PMMA-MA NPs (bottom) loaded 

with (left) DiI/DiD (right) DiI/DiR and their counterion F12 at 200 mM of the donor. 

The FRET efficiency 1 −  
𝐼𝐷

𝐴

𝐼𝐷 
, where 𝐼𝐷 and 𝐼𝐷

𝐴 are the donnor emіssion іntensities іn the 

absence and presence of acceptor respectively, was measured for a constant 

concentration of donor (50 and 200 mM) inside NPs and an increase in the donor 

loading from 1/2000 to 1/10 for acceptor/donnor ratio. Estimated FRET efficiency 

reached ~0.9 in PLGA DiI/DiD NPs for the 1/200 acceptor/donor ratio, while similar 

efficiency was achieved in PMMA-MA NPs for the 1/100 acceptor/donor ratio. 

However, it should be mentioned that further increase in the acceptor loading leads to 

self-quenching of the acceptor dyes, so the dye-loading amount has to be 

experimentally optimized to find a compromise between minimal self-quenching and 

maximal FRET efficiency. 

For a constant concentration of acceptor inside NPs, an increase in the donor loading 

from 50 to 200 mM produced a significant growth in FRET efficiency in the case of 

PMMA and led to a decrease in FRET efficiency in the case of PLGA (figure 5 and 6). 

Such differences in the FRET efficiciency is supposed to be linked to the dye 

organization inside the polymer matrix. In the case of PMMA NPs, the dye is probably 
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homogeneoulsy distributed within the particle during nanoprecipitation due to the 

hydrophobic nature of the polymer, whereas, in the case of less hydrophobic PLGA, 

the particles are formed slower, which leads to formation of dyes cluster inside PLGA 

NPs. This hypothesis is in accordance with our earlier studies of R18/F5-TPB loading 

into PMMA-MA and PLGA NPs, where dye clustering was significantly more 

pronounced for PLGA NPs. The present work shows that this phenomenon is also 

more applied to salts of cyanine dyes. Moreover, here we show for the first time that 

the nature of polymer controls the efficiency of FRET. Indeed, at low dye loading (50 

mM), clustering of dyes in PLGA NPs favors more efficient FRET as compared to 

PMMA-MA NPs. On the other hand, at high dye laoding (200 mM), dye-dye proximity 

in PMMA-MA becomes sufficiently short to ensure strong FRET. By contrast, in PLGA 

NPs higher lowing leads to self-queching of donor dyes, which decreases apparent 

FRET efficiency (figure 7). 
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Figure 7. Semi-quantitave FRET efficiency measured for PMMA-MA and PLGA NPs at 50mM (left) and 200mM 

(right) loading with different cyanines F12 salts. 

Other FRET pairs were also investigated, namely DiI/DiR, DiO/DiD, DiO/DiR and 

DiD/DIR (for DiI/DiR see Figure 5 for other see SI). It should be noted that efficient 
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FRET was observed in all cases (Fig. 6 and Fig. 4 in SI). Moreover, the effect of 

polymer nature was systematic in all these cases, higher dye clustering in PLGA NPs 

(at least at low dye loading) is a generic phenomenon, independent of the dyes. The 

other important tendency is that FRET efficiency correlated with the spectral overlap 

of donor with acceptor. For example, the FRET efficiency is significantly larger for 

DiI/DiD couple as compared to DiI/DiR (Figs 5 and 6), which corresponds to much 

larger spectral overlap for the former, shown in Fig. 4. The tendency was similar for 

other dye couple, where FRET efficiencies for DiD/DiR and DiO/DiD couples were 

systematically higher compared to those for DiO/DiR. 

Then, using excitation spectra, we estimated the antenna effect of our FRET NPs, 

which provides direct information on the amplification of the acceptor emission in our 

light-harvesting nanoantennas(110). Several tendencies should be noted here. First, 

the antenna effect was systematically higher for the lower donor/acceptor ratio, 

independently of the dye couple and polymer used. This is expected because lower 

acceptor/donor ratio corresponds to higher number of energy donors pumping energy 

to a single acceptor. Second, as exemplified in Figure 7, DiI/DiD couple exhibits 

significantly larger antenna effect than that of DiI/DiR couple, which corresponds to 

better spectral overlap and higher FRET efficiency of the former (see above). Similar 

tendency was observed for other FRET couples (see SI). Third, for the low 

donor/acceptor ratio (1/2000), when the concentration of a donor inside PMMA NPs is 

higher, the antenna effect is higher, while the opposite is observed for PLGA NPs 

(Figure 8 and SI). This result confirms, the effect of the polyer nature of the 

nanoantenna performance. Increase in the dye loading has positive effect in PMMA-

MA NPs because it decreases distance between donor dyes, thus favoring EET and 

the light-harvesting process. By contrast, in PLGA, the donor dyes are clustered 

already at low loading, so that further increase in the donor concentration leads only 

to the self-quenching of donor dyes and thus deterioration of the nanoantenna 

performance. Two remarkable features of the obtained nanoantennas should be 

mentioned. First, based on DiI as donor and DiD as acceptor, we obtained antenna 

effect in PMMA-MA reaching 415, which is close to what we obtained earlier for 

R18/F5-TPB and DiD couple for particles of similar sizes and loading. This means that 

cyanines can perform as good as rhodamines in our  light-harvesting nano-system. 

Moreover, for DiI/DiR, it has been possible to reach antenna effect of 130 (Figure 8), 

despite relatively low overlap between emission spectrum of DiI donor and absorption 
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spectrum of DiR acceptor (Fig. 4), indicating the same nanoantenna can amplify 

emission of dyes of significantly different color. 
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Figure 8. Amplification of acceptor emission of (a) DiR-F12 and (b) DiD-F12 encapsulated into PLGA and PMMA-

MA NPs loaded with 50 or 200mM of donor (DiI-F12) at an acceptor concentration corresponding to a 

acceptor/donor ratio of 1/2000 and 1/200. Error bars represent standart deviation. 
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Conclusion 

Recently, we have developed giant light-harvesting nanoantenna based on polymer 

nanoparticle loaded with thousands of rhodamine/bulky counterion salts undergoing 

fast excitation energy migration ensuring efficient FRET to a single acceptor. Here, to 

extend these new nanomaterials to different dyes and thus different colours, we have 

systematically analysed energy transfer in PMMA-MA and PLGA NPs loaded with 

different cyanine dyes, using photoluminescence techniques. The photophysics of 

these systems has revealed that the FRET efficiency is mostly influenced by 

donor/acceptor spectral overlap, donor concentration as well as by the polymer matrix 

nature. As expected, FRET efficiency and corresponding antenna effect improves for 

FRET couples with better spectral overlap. FRET efficiency and antenna effect also 

improved with the donor concentration in PMMA-MA NPs, probably because the 

migration of the excitation energy among donors is favoured. By contrast, the opposite 

is observed in PLGA, probably because the dyes are well clustered at low loading, but 

significantly self-quench at higher loading. For couples with high spectral overlap, we 

achieved antenna effect of >400, which is comparable to the performance of 

nanoantennas of the same size loaded with rhodamine-based donor. Moreover, for 

couples with weak spectral overall, we, nevertheless, obtained relatively high antenna 

effects >100, showing potential of the same nanoantenna to amplify emission of 

acceptors of different colours. Overall, we have demonstrated that the concept of light-

harvesting nanoantenna can be extended to cyanines, which extend the operation 

range of these nanoantennas over a spectral range from green to near infrared. This 

opens the route to development of FRET-based probes of different colour and enables 

development of multiplexing assays. 
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Supporting Information 

 

Figure S1. Histograms of sizes of PMMA-MA particles made by nanoprecipitation as a function on concentration 

and type of charged dye as determined by TEM. Mean values of sizes determined by transmission electron 
microscopy. At least 200 NPs were analyzed per condition.  

 

 

Figure S2. Histograms of sizes of PLGA particles made by nanoprecipitation as a function on concentration and 

type of charged dye as determined by TEM. Mean values of sizes determined by transmission electron 
microscopy. At least 200 NPs were analyzed per condition.  
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Figure S3. Effect of dye-loading on spectral properties for PLGA and PMMA-MA NPs. Normalized absorption and 

fluorescence spectra of (a) DiO PMMA-MA NPs, (b) DiO PLGA NPs, (c) DiI PMMA-MA NPs, (d) DiI PLGA NPs, 
(e) DiD PMMA-MA NPs and (f) DiD PLGA NPs. 
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Figure S4. Fluorescence spectral measurement of FRET PLGA NPs and PMMA-MA NPs loaded with DiO/DiD, 

DiO/DiR and DiD/DiR with F12 counterion at 50 mM of the donor.  
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Figure S5. Fluorescence spectral measurement of FRET PLGA NPs and PMMA-MA NPs loaded with DiO/DiD, 

DiO/DiR and DiD/DiR with F12 counterion at 200 mM of the donor.  
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Figure S6. Amplification of acceptor emission of (a) DiD-F12 and (b) DiR-F12 encapsulated into PLGA and 

PMMA-MA NPs loaded with 50 or 200mM of donor (DiO-F12) at an acceptor concentration corresponding to a 
donor/acceptor ratio of 1/2000 and 1/200. (c) Amplification of acceptor emission of DiR-F12 encapsulated into 

PLGA and PMMA-MA NPs loaded with 50 or 200mM of donor (DiD-F12) at an acceptor concentration 
corresponding to a donor/acceptor ratio of 1/2000 and 1/200. Error bars represent standart deviation. 
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Part V: Conclusions et perspectives 

Le but de mon travail de thèse a été, d’une part, de développer des NPs organiques 

biocompatibles avec une taille que l’on peut contrôler ainsi qu’une brillance élevée afin 

d’assurer un suivi des particules uniques pour des applications intracellulaire et d’autre 

part de modifier la surface des NPs avec des copolymères à blocs tels que le pluronic 

afin de les appliquer pour le suivi in vivo. Enfin, le développement de NPs de 

différentes couleurs pour le transfert d’énergie pour des applications en tant que 

biocapteur a également été un axe de recherche.  

Dans la première partie de mon travail, j’ai évalué la possibilité d’utiliser des 

groupements chargés sur des polymères pour le contrôle de la taille de NPs 

assemblées par nano-précipitation. Pour cela nous avons fait varier la nature et le 

pourcentage des groupements latéraux chargés sur des polymères à base de poly 

(méthacrylate de méthyle) Cela nous a permis de créer des séries de particules de 

même nature et de même surface mais de taille variable entre moins de 10 à plus de 

50 nm. Malgré leur petite taille, ces NPs peuvent être rendues extrêmement 

fluorescentes par l’encapsulation d’une forte concentration en fluorophores. Leur 

brillance est 3 à 25 fois supérieure à celle des « quantum dots » de la même taille. 

L’excellente photostabilité et la brillance des nanoparticules malgré leurs petites tailles 

en font des substituts biodégradables aux « quantum dots » et pourraient trouver 

diverses applications en imagerie biologique. En étudiant l’influence de la taille et de 

la surface de ces particules sur leur comportement au sein du cytosol, nous avons 

constaté que les NPs de plus petites tailles étaient nécessaires pour atteindre toutes 

les régions du cytosol, la taille critique étant inférieure à 23 nm. Cette étude ouvre la 

voie pour la conception de sondes ultrabrillantes pour l’imagerie et le suivi à haute 

vitesse de biomolécules uniques dans les cellules. La possibilité de moduler avec 

précision la taille des NPs pourrait être utilisée pour étudier d’autres phénomènes (à 

petites tailles) telle que la biodistribution et l’élimination des NPs, l’effet EPR et la 

pénétration dans les tumeurs mais aussi l’entrée dans cellules (directe, par endocytose 

ou par électroporation). 

La prochaine étape importante du projet consistait à avoir un contrôle de la chimie de 

surface des NPs afin de préserver au maximum le temps de rétention des NPs au sein 
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de la circulation sanguine et limiter les interactions non spécifiques. Pour cela, nous 

avons opté pour une stratégie de PEGylation par adsorption directe de pluronics sur 

la surface des NPs afin d’augmenter leur stabilité en milieu physiologique et empêcher 

l’adsorption non-spécifique de protéines. Les résultats ont montré que le pluronic était 

efficace pour stabiliser des nanoparticules à base de PMMA dans un environnement 

physiologique et empêchait l’adsorption de protéines du sérum en fonction du nombre 

de molécules de pluronic à la surface des NPs. En outre, le temps de rétention des 

particules au sein d’un système vasculaire cérébral de souris a considérablement 

augmenté. Cette étude montre que le pluronic peut fournir une voie très utile pour créer 

une plate-forme polymérique robuste, biocompatible, sûre et clairement détectable in 

vivo. Ces données peuvent servir de base au développement futur de la bio-imagerie 

cérébrale et du système d'administration de médicaments. En effet, il s’agit d’une 

plateforme pour des tests rapides. De cette manière, on peut implémenter facilement 

de nouveaux types de NPs pour l’imagerie in vivo. 

Dans la troisième et dernière partie de mon travail, j’ai exploité l’EET entre des 

fluorophores de type cyanine afin d’obtenir un FRET efficace pour un accepteur 

unique. Les résultats obtenus démontrent l’importance du comportement coopératif 

des fluorophores à l’intérieur des NPs pour assurer l’efficacité du FRET et ainsi 

produire un effet d’antenne efficace. Ce système avait déjà été testé par notre équipe 

avec la rhodamine, mais ici, en l’appliquant aux cyanines, nous avons réussi à 

améliorer le système car ces fluorophores possèdent un coefficient d’absorption plus 

élevé ainsi qu’un comportement de clignotement beaucoup moins prononcé tout en 

conservant le phénomène de coopérativité. De plus, la plage spectrale des 

fluorophores encapsulés à l’intérieur de la nanoparticule s’étend du vert au proche 

infrarouge. Ainsi, nous avons généré une antenne géante captant la lumière, amplifiant 

la fluorescence d’un seul fluorophore et ce avec n’importe quel type de couleur que 

l’on peut moduler en modifiant le type de fluorophore au sein de la NP. Ce travail ouvre 

la voie de la production de nanoantennes pour une détection ultrasensible de 

biomarqueurs jusqu’à la particule individuelle tels que les biocapteurs à base de FRET 

mais aussi obtenir des NPs avec un déplacement de Stokes très important pour 

l’imagerie sans autofluorescence au sein des milieux biologiques. 

Plusieurs problèmes restants devront être résolus pour une application ultérieure 

réussie des NP polymères en bio-imagerie. Par exemple, un meilleur contrôle de 
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l’homogénéité de la taille des NPs afin d’obtenir des particules avec des 

caractéristiques identiques. De plus, obtenir des NPs modifiées par des anticorps ou 

des ligands spécifiques permettrait un ciblage plus spécifique des objets biologiques 

à la fois in vivo et in vitro. Les propriétés obtenues à ce jour et les travaux 

systématiques sur les problèmes relatifs promettent un avenir pour les NPs 

polymériques dopées en fluorophore dans des applications de bio-imagerie 
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Résumé  

 

1) Introduction : 

 

L’organisme humain est composé d’une grande variété de cellules, chacune 

contenant une quantité importante de biomolécules différentes. Leurs concentrations, 

leurs modifications et leurs interactions sont généralement contrôlées avec une 

précision tant spatiale que temporelle élevée. Tout changement dans ces processus 

complexes peut conduire à des maladies, notamment les cancers. La connaissance 

de ces mécanismes, ainsi que la possibilité de détecter des biomolécules même à des 

concentrations extrêmement faibles, permettrait une meilleure compréhension et 

même un diagnostic précoce de maladies comme le cancer. Etant donné sa haute 

sensibilité, sa détection rapide et non-invasive, la fluorescence est une technique très 

prometteuse pour détecter ces biomolécules même à faible concentration(150). 

Au cours des vingt dernières années, diverses approches ont été établies pour 

améliorer la vitesse, la résolution et la sensibilité de la bio-imagerie à l’aide des 

nanoparticules fluorescentes dont les « dye-loaded » NPs à base de polymère. En 

effet, ces NPs présentent une luminosité supérieure aux sondes organiques et 

protéines fluorescentes. Elles sont composées d’une matrice polymérique non 

fluorescente et d’un fluorophore encapsulé dans la matrice pour créer des nano-objets 

fluorescents avec des propriétés ajustables. Le principe de base, afin d’obtenir des 

NPs extrêmement brillantes, est d’encapsuler un grand nombre de fluorophore dans 

un petit espace augmentant ainsi le coefficient d’absorption molaire des particules(2). 

Ces NPs sont des alternatives intéressantes aux nanoparticules inorganiques, tels que 

les quantum dots (QDs)(3), qui sont largement utilisés dans le domaine, en raison de 

l’utilisation de polymères biodégradables et biocompatibles approuvée par la FDA. 

Dans cette optique, les nanoparticules fluorescentes à base de polymères 

apparaissent comme des outils importants pour l'imagerie en temps réel des 

processus biologiques au niveau moléculaire et cellulaire. L’objectif de mon projet de 

doctorat a été d’optimiser les nanoparticules polymériques fluorescentes pour 

l’imagerie biologique. Ce projet s’est articulé autour de trois axes. 
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2) Résultats et discussions : 

 

Contrôle de la taille des NPs. Une première question importante en vue de 

l’utilisation de NPs fluorescentes comme marqueurs intracellulaire est la taille idéale 

de celles-ci. Afin de répondre à cette question il faut dans un premier temps obtenir 

des nanoparticules polymériques avec des tailles que l’on puisse parfaitement 

contrôler. Pour surmonter ce problème, le premier axe de mon projet a été d’étudier 

l’influence de la nature et du nombre de groupes chargés par polymère sur la taille des 

NPs résultantes. Pour cela, nous avons développé des copolymères de poly 

(méthacrylate de méthyle) (PMMA) avec des groupements chargés de type 

carboxylate, sulfonate et triméthylammonium (Schéma 1), et nous avons fait varier le 

pourcentage de ces groupements chargés de 1 à 10% en moles. 

 

Schéma 1. Structures des polymères, des fluorophores et des contre-ions ainsi que la représentation schématique d'une 

nanoparticule. 

 

A partir de ces polymères, nous avons assemblé des NPs par nano-précipitation. La 

taille des NPs obtenues a diminué systématiquement avec l'augmentation du 

pourcentage de groupes chargés (Figure 1). Pour les polymères portant des groupes 

sulfonate et triméthylammonium, la taille a atteint respectivement 8 et 7 nm pour un 

pourcentage de 5%. Les particules fabriquées à partir de polymères portant les 

groupes carboxylates sont systématiquement plus grandes. L’incorporation de 

groupes chargés, que ce soit négativement ou positivement, permet donc d’obtenir 

des NPs plus petites grâce à la répulsion électrostatique des chaînes de polymères et 

une densité de charge élevée à la surface des NPs. De plus, l'ajout de NaCl dans le 
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milieu de précipitation diminue ces forces répulsives et nous a permis d'augmenter la 

taille des particules (figure 1). 
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Figure 1. Tailles des nanoparticules polymériques synthétisées par nano-précipitation : A) Influence de 

la fraction des groupes chargés sur le polymère et B) de la concentration en NaCl. 

 

Ces NPs ont ensuite été rendues fluorescentes par encapsulation de 10%wt de 

Rhodamine. Selon des mesures de microscopie de fluorescence à champ large en 

excitation laser à 532 nm, nos NPs ayant une taille de 17 nm sont 25 fois plus lumineux 

que des quantum dots (QDs 585) (Figure 2). La stabilité des NPs après stabilisation 

avec Tween80 en présence de 10% en sérum bovin a été confirmée par spectroscopie 

à corrélation de fluorescence (FCS). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2. Tailles hydrodynamiques des NPs à base de PMMA encapsulant 1% de R18/F5, déterminées par FCS. 

Les NPs ont été prétraités à base de différents polymères avec ou sans 0,05 mg / mL de Tween80 et exposée ou 

non à 10% en volume de FBS. 

 

Pour évaluer l’influence de la taille sur le comportement intracellulaire, ces NPs ont été 

injectées directement dans le cytosol des cellules HeLa pour être ensuite imagées par 
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imagerie en molécule unique (Figure 3). La petite taille des NPs s'est révélée 

bénéfique pour obtenir une répartition optimale dans toute la cellule et les résultats 

suggèrent qu’une taille de particule critique d’environ 23 nm était suffisante pour la 

diffusion libre et la propagation dans le cytosol. La publication de ce travail a été 

acceptée dans Adv. Funct. Mater 

 

 

 

Figure 3. Imagerie bicolore de NPs de différentes tailles marquées de deux couleurs différentes et co-

injecté dans le cytosol de cellules vivantes. (A) 32 nm (rouge) et 17 nm (vert) NPs. (B) NP à 17 nm (rouge) et 12 

nm (vert). (C) 12 nm (rouge) et 9 nm (vert). 

En conclusion, nous avons montré qu’il était possible, en faisant varier la 

structure des polymères, de réduire de manière significative la taille des nanoparticules 

obtenues par nano-précipitation. Le contrôle de la fraction des groupes chargés a 

permis d'atteindre des tailles de particules inférieures à 10 nm. Leur petite taille s'est 

avérée bénéfique pour obtenir une répartition optimale dans l’ensemble de la cellule 

ce qui devrait ouvrir la voie pour de nouvelles applications théranostique au niveau 

cellulaire et animal. 

 

Contrôle de la chimie de surface des NPs. La maîtrise de la chimie de surface 

des NPs est importante pour leurs applications en biologie. En effet, les NPs injectées 

par voie intraveineuse sont rapidement dégradées et éliminées du flux sanguin à 

cause du système phagocytaire mononucléaire (MPS). Les NPs circulant dans le sang 

sont reconnues par des protéines, appelées opsonins(4), qui vont s’adsorber sur la 
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surface des NPs (phénomène d’opsonisation) rendant les NPs plus sensibles à la 

phagocytose par les cellules de la MPS. Ainsi, prolonger le temps de rétention dans le 

sang des NPs est devenu une tâche primordiale. Afin de surmonter ces contraintes, la 

PEGylation a été la stratégie adoptée afin de conférer des propriétés 

pharmacocinétiques et pharmacodynamiques(5,6). En effet, au fil des années, le 

polyéthylène glycol (PEG) a été présenté comme un matériau biocompatible et non 

toxique approuvé par la « Food and Drug Administration » (FDA) pour un usage 

humain(151). 

Ainsi, nous avons étudié la modification de NPs polymériques à base de PMMA-

SO3H contenant 5 wt% en rhodamine avec des amphiphiles PEGylés. Les 

nanoparticules obtenues après nano-précipitation ont été caractérisées par diffusion 

dynamique de la lumière et mesure 20 nm. Ces NPs sont ensuite modifiées par du 

pluronic adsorbé directement en surface. Les NPs sont alors recouvertes de chaînes 

polymériques hydrophiles neutre qui forment une couronne stérique autour de la NP. 

Ce pluronic a été modifié par des fluorophores (cyanine5, lissamine, rhodamine) afin 

d’accéder à la stabilité du pluronic à la surface des NPs mais aussi au nombre de 

molécule de surfactant adsorbé par NP.  

 

Schéma 2.  Structure du polymère et modification du pluronic F127 par réaction Click par de la lissamine et de la cyanine5.  

Des mesures de spectroscopies de fluorescence à 530 nm ont permis de 

quantifier le nombre de molécules de pluronic adsorbé par particule en fonction de la 

concentration en pluronic introduite en solution (figure 4.a). L’étape de dialyse est 

importante pour éliminer l’excès de pluronic en solution sans dégrader la couche de 

pluronic s’étant déposée à la surface des NPs ce qui a été confirmé par la conversation 

du FRET après dialyse par rapport aux mesures faites avant dialyse (figure 4.b). Il a 

été démontré qu’un nombre total de 85 molécules par NP ont été adsorbées.  De plus, 

des phénomènes d’échange peuvent être observés en introduisant des surfactants en 

 

 

 

 

 

 

 



150 
 

solution néanmoins, de très faibles changements ont été observé en présence de 

sérum démontrant une stabilité des NPs en milieu biologique.   

 
Figure 4.  (a) Comparaison du FRET entre le donneur (R18/F5) à l’intérieur de la nanoparticule et l’accepteur (Cy5) adsorbé à 

la surface de la NP grâce au pluronic avant et après dialyse et (b) absorbance du donneur et de l’accepteur en fonction de la 

concentration en pluronic. 

Des mesures de spectroscopie de corrélation de fluorescence (FCS) indiquent que les 

NPs sont stables lorsque la surface est recouverte de pluronic dans des conditions 

physiologiques et en présence d’albumine de sérum bovin pour une concentration 

initiale de 3000 nM en pluronic. En dessous de cette valeur et sans pluronic, les NPs 

tendent à s’agréger (figure 5). 
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Figure 5. Stabilité des NP à base de PMMA-SO3H encapsulant 1% de R18/F5 dans des conditions 

physiologiques et en présence de sérum, étudiée par FCS pour le PMMA-SO3H, PMMA-SO3H recouvert de 

pluronic F-127 à 1000 et 3000nM et PMMA- SO}H recouvert de pluronic F-68 à 3000 nM. 

Une étude in vivo a montrée explicitement que les NPs nues des PMMA sont 

clairement détectables dans le système vasculaire cérébral de la souris en utilisant un 

microscope à deux photons (figure 6). Il est important de noter que les NPs revêtues 

de pluronic présentent un temps de circulation beaucoup plus long que les NPs nues, 
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ce qui correspond à une adsorption beaucoup plus faible des composants protéiques 

du sérum dans nos mesures in vivo. 

 

 

Figure 6.   Etude in vivo de NPs à base de PMMA recouvertes de pluronic P-188 directement injectées dans l’artère fémorale 

d’une souri par microscopie à deux-photons adaptée à l’imagerie intravitale de petits animaux. A) Identification des vaisseaux 

du cerveau avec du FITC-dextrane (0.05 mL) b) à h) suivi des NPs au sein de la souri sur une période de 180 minutes. 

Nous avons démontré qu'un ligand PEGylé, tel que le pluronic, était efficace 

pour stabiliser les nanoparticules de PMMA-SO3H fabriquées par nano-précipitation. 

Les NPs sont stables aussi bien dans l'eau que dans un environnement physiologique 

en fonction du nombre de pluronic sur la surface de la particule.  Nos résultats montrent 

l’adsorption de copolymères à blocs amphiphiles sur la surface des nanoparticules 

polymériques crée une coque stable empêchant les interactions non spécifiques et 

permettant un temps de circulation important au sein de l’organisme. Nous avons créé 

une plate-forme polymère robuste, biocompatible, sûre et sans danger, clairement 

détectable à la fois in vitro et in vivo. Ces données peuvent servir de base au 

développement futur des systèmes de bio-imagerie cérébrale. Sur la base de ce 

travail, un manuscrit est en cours de préparation.  

 

Contrôle de la couleur et du transfert d’énergie des NPs. L’encapsulation 

de sels de dérivés de rhodamine avec des contre-ions hydrophobes dans des NPs 

polymériques (à de hautes concentrations) conduit à un comportement collectif des 

fluorophores(8). Il a été démontré que ce comportement est dû à un couplage des 

fluorophores par transfert d’énergie d’excitation (EET) à l’intérieur des NPs(9). Ce 

phénomène peut notamment être utilisé pour générer des antennes collectrices 
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géantes en amplifiant la fluorescence d’un fluorophore unique(10). En partant de ce 

constat, nous avons émis l’hypothèse que ce transfert d’énergie pouvait s’appliquer à 

d’autres fluorophores cationiques tels que les cyanines. Pour cela, nous avons utilisé 

trois dérivés de cyanine, DiO, DiI et DiD, portant deux chaînes octadécyles, dans des 

NPs de PMMA et de PLGA afin de créer des NPs présentant des fluorophores avec 

un comportement extrêmement coopératif au sein de la matrice du polymère (Figure 

7). 

 

Figure 7. NPs dopées en fluorophores : structures des polymères PLGA et PMMA ; les structures des fluorophores et 

son contre-ion F12-TPB et la représentation schématique d'un polymère NP dopé en fluorophore. 

Deux concentrations en fluorophore ont été choisies dans cette étude : 50 et 

200mM. Le rendement quantique de fluorescence des NP a diminué avec 

l'augmentation de la concentration en fluorophore. Néanmoins, le rendement 

quantique reste élevé, même à une concentration de 200 mM. Les meilleurs résultats 

ont été obtenus avec une matrice de polymère PMMA montrant que l'encapsulation 

des colorants dans le PLGA est plus difficile que dans le PMMA.  
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Figure 8. Rendement quantique des NPs à base de PLGA (rouge) de PMMA (bleu) pour concentrations différentes 

de cyanine avec F12-TBP en contre-ion (par rapport au polymère) : (a) 50mM, (b) 100mM et (c) 200mM. 

La microscopie électronique à transmission (MET) a révélé une taille d'environ 

32 nm pour une concentration en fluorophore de 50 mM et d’environ 40 nm pour 200 

mM pour les nanoparticules à base de PLGA tandis que les NPs à base de PMMA ont 

une taille d’environ 35 nm. Indépendamment de la nature du fluorophore, les NPs ont 

la même taille et la même structure sphérique, ce qui signifie que nous avons obtenu 

des NP fluorescentes de trois couleurs différentes avec les mêmes dimensions et 

propriétés de surface.  

 
Figure 9.  Images MET des NPs à base de PMMA et de PLGA en fonction de la concentration et de la nature du 

fluorophore. Barres d'échelle, 100 nm. 
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L'efficacité du FRET a été mesurée pour une concentration constante de 

donneur (50 mM et 200 mM) dans les NPs et une augmentation de la concentration 

en donneur. Nous avons cherché à obtenir un rapport accepteur/donneur optimal afin 

d’avoir une auto-extinction minimale et une efficacité FRET maximale. Ainsi, il a été 

mesuré comme étant optimal dans les NPs de PLGA pour un rapport 

accepteur/donneur de 1/200 et dans les NPs à base de PMMA pour 1/100. Pour une 

concentration constante en accepteur dans les NPs, une augmentation de la 

concentration du donneur a entraîné une augmentation significative de l'efficacité du 

FRET dans le cas du PMMA et une diminution de l'efficacité du FRET dans le cas du 

PLGA. Ces différences dans l'efficacité du FRET sont supposées être liées à 

l'organisation des fluorophores à l'intérieur de la matrice polymérique. Sur la base de 

ce travail, un manuscrit d'un article est en préparation. 
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Figure 10.  Efficacité semi-quantitative du FRET dans des particules de PMMA ou de PLGA à deux concentrations 

différentes de cyanine/F12-TPB : 50 et 200 mM et en fonction du ratio accepteur/donneur.  

Dans ce travail, nous avons prouvé que le concept de contre-ion développé par 

notre laboratoire peut être étendu aux cyanines pour la préparation de NP brillantes 

opérant sur une plage spectrale allant du vert au proche infrarouge. Ces NPs 

présentent un FRET efficace de plus de 500 donneurs communiquant avec une ou 

deux molécules acceptrices ce qui ouvre la voie vers des nano-antennes amplificatrice 
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de lumière de différentes couleurs. Aussi, ce résultat démontre que des NPs de 

n'importe quelle couleur désirée peuvent être développées et appliquées pour la 

production de biocapteurs à base de FRET, comme cela a été récemment montré pour 

les nano-capteurs d'ADN(152). Sur la base de ce travail, un manuscrit d'un article est 

en préparation. 

 

3) Conclusion : 

Lors de ma thèse j’ai pu améliorer les nanoparticules fluorescentes à base de 

polymères en vue de leur application en bio-imagerie. Premièrement, nous avons pu, 

en variant la chimie des polymères, obtenir un très bon contrôle de leur taille. Ceci a 

permis de mettre en évidence l’importance de la taille des NPs pour des applications 

intracellulaires avec une taille maximale de 23 nm pour une distribution dans tout le 

cytosol. Deuxièmement, nous avons pu montrer que la simple adsorption d’un 

amphiphile PEGylé de type Pluronic permet la stabilisation des nanoparticules dans 

des milieux biologiques. Le nombre de molécules adsorbés et leur stabilité a été étudié 

en combinant des techniques de FRET et de FCS. Les meilleures formulations 

résultent en une stabilité des nanoparticules in vivo, ce qui a permis leur imagerie en 

tant que particules individuelles dans les vaisseaux sanguins du cerveau de souris. 

Troisièmement, le transfert d’énergie entre différents fluorophores encapsulés dans 

les NPs a été étudié et optimisé. Les nanoparticules résultantes ont un grand potentiel 

pour améliorer des nano-antennes dans des applications de senseurs pour 

biomolécules individuelles, mais également comme marqueurs avec un déplacement 

de Stokes élevé.  

L’ensemble de ces résultats devrait aider à significativement avancer les 

possibilités des nanoparticules fluorescentes polymériques pour des applications en 

bio-analyse et bio-imagerie. 
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Résumé 

Les nanoparticules polymériques fluorescentes apparaissent comme des outils importants pour 

l'imagerie en temps réel des processus biologiques au niveau moléculaire et cellulaire. L’objectif de 

mon projet de doctorat a été d’optimiser les nanoparticules polymériques fluorescentes pour l’imagerie 

biologique. Premièrement, nous avons pu, en faisant varier la chimie des polymères, obtenir un très 

bon contrôle de leur taille. Ceci a permis de mettre en évidence l’importance de la taille des NPs pour 

des applications intracellulaires avec une taille maximale de 23 nm pour une distribution dans tout le 

cytosol. Deuxièmement, nous avons pu montrer que la simple adsorption d’un amphiphile PEGylé de 

type Pluronic permet la stabilisation des nanoparticules dans des milieux biologiques. Le nombre de 

molécules incorporées et leur stabilité ont été étudiés en combinant des techniques de FRET et de 

FCS. Les meilleures formulations résultent en une stabilité des nanoparticules in vivo, ce qui a permis 

leur imagerie en tant que particules individuelles dans les vaisseaux sanguins du cerveau de souris. 

Troisièmement, le transfert d’énergie entre différents fluorophores encapsulés dans les NPs a été 

étudié et optimisé.  

Mots clefs : Nanoparticules polymériques fluorescentes, encapsulation de fluorophore, transfert 

d’énergie d’excitation, bio-imagerie. 

 

Résumé en anglais 

Fluorescent polymeric nanoparticles appear as important tools for real-time imaging of biological 

processes at the molecular and cellular level. The objective of my PhD project was to optimize 

fluorescent polymeric nanoparticles for biological imaging. First, by varying the chemistry of the 

polymers, we have been able to obtain a very good control of their size. This made it possible to highlight 

the importance of NPs size for intracellular applications with a maximum size of 23 nm for optimal 

distribution throughout the cytosol. Secondly, we have shown that simple adsorption of a PEGylated 

amphiphiles pluronic family allows the stabilization of nanoparticles in biological media. The number of 

incorporated molecules and their stability has been studied by combining FRET and FCS techniques. 

The best formulations result in nanoparticle stability in vivo, which allowed their imaging as individual 

particles in the blood vessels of the mouse brain. Third, energy transfer among different fluorophores 

encapsulated in NPs has been studied and optimized. 

Key words: Fluorescent polymeric nanoparticles, fluorophore encapsulation, excitation energy transfer, 

bio-imaging. 
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