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Résumé en français 

 

L'imagerie médicale est devenue la pierre angulaire de la lutte contre diverses maladies 

(cancer, maladies cardiovasculaires) puisqu'elle permet de détecter et de suivre l'évolution 

de la maladie et d'orienter le traitement. La tendance actuelle consiste à combiner 

plusieurs techniques d’imagerie complémentaires pour exploiter les avantages de chacune 

d’elles tout en surmontant leurs limites. Parmi les nombreuses possibilités, la 

combinaison de l'imagerie par résonance magnétique (IRM) et de la tomographie par 

émission de positon (TEP) semble très intéressante, car elle allie la haute résolution de 

l'IRM à la sensibilité exceptionnelle de la TEP. Si le développement de ce dispositif 

constitue en soi un défi de taille, la conception de sondes multimodales constitue 

également une étape essentielle pour l'exploitation d’imageurs intégrés IRM/TEP. Pour 

réaliser le développement de sondes multimodales pour l’imagerie simultanée IRM/TEP, 

deux stratégies basées sur le caractère multifonctionnel des nanoparticules ont été 

explorées, en gardant à l'esprit que ces agents d'imagerie doivent être éliminés par 

clairance rénale (Dh ˂ 10 nm). La première a consisté en la synthèse de nanoparticules 

d'or ultrapetites revêtues par deux types différents de chélateur pour une complexation 

sélective des ions gadolinium (IRM) et des émetteurs de positons (TEP). La deuxième 

stratégie a reposé sur la réduction d’un sel d’or en présence de molécules dithiolées 

contenant deux sites de complexation spécifiques. La réduction du sel d'or en présence 

d'un mélange de deux différents chélateurs ou en présence de molécules dithiolées 

contenant deux sites de complexation spécifiques a fourni des nanoparticules d'or 

ultrapetites (taille du cœur d’or (TEM) : 2 à 3 nm et diamètre hydrodynamique (DLS) : 6 

- 8 nm) capables d’immobiliser à la fois les ions gadolinium et les ions cuivre-64. En 

conséquence, la biodistribution de ces nanoparticules a pu être suivie simultanément par 

IRM et TEP sur un même animal avec le même dispositif d'imagerie IRM/TEP intégré et 

après une seule injection intraveineuse. Cette étude a également confirmé une libre 

circulation des nanoparticules et une excrétion rénale sans aucune accumulation 

indésirable dans l'organisme sain. Ce travail a montré que les nanoparticules d'or 

ultrapetites revêtues par deux types différents de chélateurs ou des molécules contenant 

deux sites de complexation spécifiques possèdent un fort potentiel pour l'imagerie 

bimodale IRM/TEP. 
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Abstract 

 

Medical imaging has become a cornerstone of the fight against various diseases (cancer, 

cardiovascular diseases) since it allows to detect and monitor the development of disease 

and to guide therapy. The current trend is to combine several complementary imaging 

techniques to exploit the advantages of each while overcoming their limitations. Among 

the numerous possibilities, the combination of magnetic resonance imaging (MRI) and 

positron emission tomography (PET) appears very attractive because it allies the high 

resolution of MRI to the exceptional sensitivity of PET. If the development of this 

imaging device is in itself a significant challenge, the design of multimodal probes also 

constitutes an essential step for exploiting MRI/PET fused technology. For achieving the 

development of multimodal probes for integrated MRI/PET, two strategies based on the 

multifunctional character of the nanoparticles have been explored, keeping in mind that 

these nanostructured imaging agents must be removed by renal clearance (Dh< 10 nm). 

The first one consists in the synthesis of ultrasmall gold nanoparticles coated by two 

different types of chelator for a selective complexation of gadolinium ions (for MRI) and 

of positron emitters (for PET). The second strategy allowed to reduce gold salt in 

presence of dithiolated molecules containing two specific complexation sites. 

The reduction of gold salt in presence of a mixture of two different dithiolated chelators 

or in presence of dithiolated molecules containing two specific complexation sites 

provides ultrasmall gold nanoparticles (core size (TEM): 2-3 nm and hydrodynamic 

diameter (DLS): 6-8 nm) which are able to immobilize both gadolinium ions and 64-

copper (II) ions as it was shown by the characterization after radiolabeling. As a result, 

the biodistribution of these nanoparticles can be monitored by T1-weighted MRI and by 

PET on a same animal with the same imaging device integrating PET and MRI modalities 

after a single intravenous injection.  

This study confirmed also a free circulation and a renal excretion without any indesirable 

accumulation within the healthy organs.  

This work has shown that ultrasmall gold nanoparticles coated by two different types of 

chelator or molecules containing two specific complexation sites have a high potential for  

bimodal imaging MRI/PET. 
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Glossaire 

 

   Abréviation                                       Signification 

Agent T1 Agents de contraste paramagnétique 

  

Agent T2 Agents de contraste superparamagnetique 

  

Agent radiosensibilisant                 Agent qui augmente la dose appliquée par irradiation 

  

ATG Analyse thermogravimétrique 

  

CAS Chromazurol S 

  

CT Tomodensimétrie 

  

Cɣ Comptage gamma 

  

CGFL de Dijon Centre Georges François Leclerc de Dijon 
  
64Cu2+ Ion divalent du cuivre-64 

  

DLS Diffusion dynamique de la lumière 

  

DFO Desferrioxamine B 

  

DMSO Diméthylsulfoxyde 

  

DOTA 
Acide 2,2',2'',2'''-(1,4,7,10-tétraazacyclododécane-

1,4,7,10-tétrayl)tétraacétique 

  

DOTAGA 

Acide 1,4,7,10-tétraazacyclododécane-1-

glutarique -4,7,10-triacetique  

  

Eu3+ Ion europium(III) 

  

Effet EPR effet de perméabilité et de rétention tissulaire 

  
18F-FDG 18F-fluorodésoxyglucose 

  

Ga3+ Ion gallium(III) 

  

Gd3+ Ion gadolinium(III) 

  

Gd-DTPA                                          MAGNEVIST 
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Gj Rendement radiochimique 

 

 

 

HOPO                                                                                               

 

In3+ 

 

 

Ion indium(III) 

  

ICP-AES Spectrométrie d’émission atomique par torche à plasma 

  

IMAPPI 

Integrated  Magnetic resonance And Positron emission 

tomography in Preclinical Imaging 

  

IN Imagerie nucléaire 

  

IRM Imagerie par résonance magnétique 

  

IV Intraveineuse 

  

kDA KiloDalton 

  

Lyophilisation Séchage à froid 

  

MET Microscopie électronique à transmission 

  

MRT  Radiothérapie par microfaisceaux 

  

NaBH4 Tétrahydruroborate de sodium 

  

NIR Proche infrarouge 

  

NODAGA 

Acide-1, 4,7-triazacyclononane-1-glutarique acide-4,7-

diacétique  

  

NOTA 

Acide-1,4,7-triazacyclononane-N,N',N''-

triacétique 

  

NPs Nanoparticules 

  

Au Or 

  

PAI Imagerie photoacoustique 

  

pH Potentiel hydrogène  

  

PEI                                    Polyéthylènimine 

  

ζ Potentiel zêta 

2-hydroxypyridine-N-oxyde 
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RMN Resonance magnétique nucleaire 

  

RPS Résonance plasmonique de surface 

  

SPIO Oxyde de fer superparamagnetique 

  

Sp. UV-Visible spectrophotométrie UV-Visible 

  

TRAP Triazocyclononanetriphosphinate 

  

TEMP Tomographie par émission monophotonique 

  

TEP  Tomographie par émission de positon 

  

T Tesla 

  

T1 Relaxation  longitudinale  

  

T2 Relaxation transversale 

  

X-ray 

 

Rayon X 

 
     89Zr4+                                                 Ion tétravalent du zirconium-89  

    UCNPs                                             Nanoparticule à conversion ascendante d’énergie    

     USPIO                                             Ultrasmall superparamagnetic Iron Oxide 
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 Introduction  générale 

L'imagerie médicale est devenue indispensable pour lutter contre diverses maladies 

(cancer, maladies cardiovasculaires,…) [1]. Sa contribution dans ce domaine comprend le 

dépistage, le diagnostic, le suivi de la progression de la maladie et l'évaluation de la 

réponse au traitement qui est nécessaire à la planification des nouvelles étapes du 

protocole thérapeutique. La tendance actuelle consiste à combiner plusieurs techniques 

d'imagerie complémentaires pour exploiter les avantages de chacune tout en surmontant 

leurs limites [2]. Parmi les nombreuses possibilités, la combinaison de l'imagerie par 

résonance magnétique (IRM) et de la tomographie par émission de positon (TEP) semble 

très intéressante, car elle allie la haute résolution de l'IRM à la sensibilité exceptionnelle 

de l'imagerie TEP [3] [4]. Une telle combinaison devrait se traduire par une percée 

significative dans la lutte contre diverses pathologies, car elle permettrait la détection 

précoce d'une altération des tissus avec une localisation très précise. Si le développement 

d’un imageur intégrant ces deux modalités d’imagerie représente en soi un défi de taille 

qui a été cependant relevé par le projet EquipEx IMAPPI (coordonnateurs Prof. Brunotte 

et Prof. Cochet, CGFL, Dijon), la conception de sondes multimodales constitue 

également une étape essentielle pour l'exploitation d’un imageur intégré IRM/TEP. Dans 

le cadre du projet IMAPPI, nous avons été chargés avec d’autres équipes de chimie de 

développer des sondes combinant IRM et TEP. 

Afin d’atteindre cet objectif, l’équipe NCM peut s’appuyer sur son expérience car elle a 

développé des nanoparticules d’or radiosensibilisantes qui peuvent être suivies par IRM 

et imagerie nucléaire [5] [6] [7] [8] [9]. Ces nanoparticules sont composées d’un cœur 

d’or (2-3 nm) et d’une couche organique de chélateurs linéaires (DTDTPA) ou 

macrocycliques (TADOTA, TADOTAGA). Ces chélateurs qui ont été fonctionnalisés de 

façon à posséder un groupe d’ancrage à deux atomes de soufre pour une immobilisation 

efficace et durable sur les cœurs d’or ont la capacité de former des complexes stables 

avec les ions gadolinium et des radioéléments. L’immobilisation de ces ions confère aux 

nanoparticules d’or un comportement de sondes d’imagerie. Les ions gadolinium 

permettent de suivre la biodistribution et la pharmacocinétique des nanoparticules d’or 

par IRM alors que les radioisotopes sous forme ionique rendent possible le suivi des 

nanoparticules en imagerie nucléaire (TEMP avec technétium-99m, indium-111 et TEP 

avec gallium-68 et cuivre-64). Grâce au suivi par imagerie, nous avons pu montrer que les 

nanoparticules possédaient un comportement sain après administration. Les 
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nanoparticules circulent librement après injection intraveineuse sans accumulation 

indésirable dans les organes sains et sont éliminées par voie rénale qui constitue un 

prérequis indispensable pour l’utilisation in vivo des nanoparticules non-biodégradables. 

Bien qu’elle soit relativement modeste, ces nanoparticules d’or se distinguent par leur 

accumulation préférentielle dans les tumeurs solides. La visualisation de l’accumulation 

des nanoparticules d’or dans les tumeurs est extrêmement utile pour exploiter l’effet 

radiosensibilisant au moment le plus opportun. Il a été montré que les nanoparticules d’or 

améliorent l’effet du traitement par radiothérapie en assurant un meilleur contrôle de la 

croissance tumorale et une augmentation de la survie des animaux porteurs de tumeurs 

cérébrales (gliosarcome 9L implanté dans l’hémisphère droit du cerveau) [9]. 

Ces travaux antérieurs mettent en exergue le potentiel de ces nanoparticules pour la 

radiothérapie guidée par imagerie. Ils montrent également l’intérêt de combiner plusieurs 

modalités d’imagerie, en particulier la bonne résolution de l’IRM avec l’excellente 

sensibilité de l’imagerie nucléaire. 

Cependant, la pertinence de l’interprétation croisée des différentes images est contestable 

car ces images ont été acquises avec différents animaux, différentes injections et 

différents imageurs. Afin de s’affranchir de ces limitations, il est indispensable de réaliser 

l’IRM et l’imagerie nucléaire sur le même animal avec la même injection et le même 

imageur. L’imagerie simultanée implique que les ions gadolinium et des ions émetteurs 

de positon soient immobilisés sur la même nanoparticule. Dans le cadre d’un essai 

préliminaire réalisé au cours de la thèse de Gautier Laurent, il a été montré que les 

nanoparticules d’or recouvertes par le chélateur macrocyclique TADOTAGA 

(Au@TADOTAGA) pouvaient être co-marquées à la fois par les ions gadolinium (Gd3+) 

et par les ions cuivre-64 (64Cu2+). Malheureusement le relargage massif du radioisotope 

après injection intraveineuse a été constaté sur les images TEP. D’après cette expérience 

et les données de la littérature, nous avons conclu qu’il n’y avait pas de chélateur 

universel : il fallait pour immobiliser ces deux types d’ions deux chélateurs différents. 

Cette conclusion constitue le point de départ de mes travaux de thèse qui ont été 

consacrés au développement de nanoparticules fonctionnalisées par deux types de 

chélateurs différents. L’utilisation de ces deux types de chélateurs différents  a donc pour 

objectif d’améliorer la sonde bimodale IRM/TEP. Les nouvelles nanoplateformes ainsi 

synthétisées seront caractérisées afin d’évaluer leur capacité à se comporter comme des 

sondes pour l’imagerie simultanée IRM/TEP.  
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Ce manuscrit regroupe les principaux résultats de mes travaux de thèse consacrés au 

développement de nanoparticules d’or multifonctionnelles pour l’imagerie simultanée 

IRM/TEP.  Il se présente de la manière suivante : 

 

✓ Le chapitre 1 est consacré à une étude bibliographique portant sur la description du 

contexte de cette étude. Dans ce chapitre, ont également été décrites les différentes 

techniques d’imagerie ainsi que l’utilisation des sondes d’imagerie bimodale. L’étude 

bibliographique a ensuite porté sur le développement des agents bimodaux à base de 

nanoparticules d’or multifonctionnelles conçues pour l’imagerie simultanée IRM/TEP.  

 

✓ Le chapitre 2 portera sur la synthèse de nanoparticules d’or multifonctionnelles, leur 

caractérisation et l’étude de la biodistribution in vivo par imagerie simultanée IRM/TEP. 

 

✓  Le chapitre 3  sera dédié à la synthèse de nanoparticules multifonctionnelles comportant 

des groupes de ciblage actif.  

 

 
Ce manuscrit se termine par une conclusion générale qui ouvre sur de nouvelles 

perspectives à explorer.  
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Nanosondes multimodales pour l’imagerie 

simultanée IRM/TEP 

 

 

1.1 Introduction 

Le développement de l’imagerie médicale remonte à la découverte des rayons X en 1895 

par Wilhelm Roentgen [1]. Les progrès scientifiques du début du XXème siècle ont 

contribué à la découverte de la radioactivité. Cette découverte a permis l’émergence de 

l’imagerie nucléaire (IN). La panoplie des techniques d’imagerie s’est agrandie avec la 

découverte de l’imagerie par résonance magnétique (IRM) en 1973 et plus récemment 

avec l’application de l’imagerie optique  à l’imagerie préclinique et à l’assistance à la 

chirurgie [2]. 

L’ensemble de ces différentes modalités d’imagerie a permis l’exploration du corps 

humain afin de mieux comprendre le fonctionnement de l’organisme en vue d’apporter 

des informations utiles pour le diagnostic et le traitement de certaines pathologies comme 

le cancer ou les maladies cardiovasculaires. Ces outils diagnostiques ont permis aussi 

l’obtention d’images en 2D ou en 3D de très grande qualité. Certaines d’entre elles sont 

dites anatomiques  puisqu’elles permettent la visualisation des organes avec une 

excellente résolution tandis que d’autres sont dites fonctionnelles  car elles permettent 

d’étudier le fonctionnement des organes [3] [4]. Les techniques dites anatomiques sont 

handicapées par une faible sensibilité alors que les techniques dites fonctionnelles sont 

pénalisées par une mauvaise résolution. C’est pourquoi dans certains cas, l’utilisation 

d’un agent de contraste est important pour distinguer les tissus anormaux et les tissus 

normaux. Au lieu d’un agent de contraste, certaines techniques d’imagerie telles que 

l’imagerie nucléaire utilise des traceurs radioactifs  émetteurs de rayonnements ionisants 

[5]. Ces rayonnements sont détectés à l’aide de caméras tournant autour du patient pour 

permettre la localisation de la zone d’émission du rayonnement. 

Par ailleurs, les inconvénients de chacune de ces modalités impliquent leur association 

afin de combiner les avantages de chacune des modalités d’imagerie permettant ainsi 

d’apporter une complémentarité au diagnostic. Un tel système bimodal nécessite le 
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développement de sondes à base de molécules  ou de nanoparticules  détectables par les 

deux techniques d’imagerie [6] [7] [8]  

Dans ce chapitre, nous présenterons les différentes modalités d’imagerie médicale, leurs 

avantages et leurs inconvénients. Nous verrons aussi les principaux agents d’imagerie 

utilisés pour l’amélioration du diagnostic. Nous décrirons aussi les différentes stratégies 

de combinaison des sondes bimodales et enfin nous présenterons les potentialités des 

sondes moléculaires et nanosondes pour l’imagerie bimodale et en particularité pour 

l’imagerie (IRM/TEP). 

 

1.2. Imagerie médicale 

1.2.1. Historique 

Depuis l’apparition en 1895 de la première application d’imagerie médicale, en 

l’occurrence la radiographie, l'imagerie médicale est indubitablement en plein essor [1]. 

Les progrès scientifiques du XXe siècle ont contribué à la découverte d’autres 

technologies de pointe. Parmi ces techniques, on compte la scintigraphie, le scanner, 

l’échographie et l’imagerie par résonance magnétique (IRM). De telles techniques offrent 

un nouvel espoir pour le diagnostic et le traitement des pathologies tels que le cancer. Ils 

permettent également de mieux comprendre le fonctionnement de certains organes 

comme le cerveau. 

 

1.2.2. Les différentes modalités d’imagerie 

1.2.2.1. L’imagerie X 

1.2.2.1.1. La Radiographie 

En 1895, alors qu’il étudiait les propriétés associées à des faisceaux d’électrons accélérés 

dans un tube sous vide, Roentgen  a constaté qu’un rayonnement inconnu provenant du 

tube était capable d’impressionner une plaque photographique : c’est la découverte des 

rayons X [1]. Un mois plus tard, Roentgen réalisa la première image radiographique 

d’une structure vivante : c’est le début de la radiographie. En effet, la radiographie est une 

technique d’imagerie médicale qui utilise des rayons X pour fournir des images en 2D. 

 

 

 

https://www.futura-sciences.com/sciences/dossiers/chimie-radioactivite-pionniers-784/
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Principe 

Des rayons X traversent le corps humain, placé entre la source à rayon X et le détecteur. 

Selon la densité des tissus, les rayonnements X sont plus ou moins absorbés. Le contraste 

généré par les différences d’absorption variera du blanc (forte absorption) au noir (pas 

d’absorption) en passant par un dégradé de gris. Les os denses donc très absorbants 

apparaîtront en clair alors que les organes moins denses seront plus sombres sur la 

radiographie. L’atténuation différentielle du faisceau suivant la nature et l’épaisseur de 

matière traversée résulte en une sensibilisation différentielle du détecteur. Il se forme une 

image bidimensionnelle de l’atténuation des faisceaux dans la région explorée.  

 

La radiographie est très utilisée en orthopédie  pour visualiser les os [9]. Elle est utilisée 

également pour visualiser les tumeurs au niveau des poumons ou des seins. Toutefois 

cette technique présente un inconvénient majeur. L’image obtenue n’est pas de bonne 

qualité. Cependant la radiographie a bénéficié des progrès technologiques qui ont conduit 

à l’avènement de la tomodensitométrie X. Cette dernière se distingue par la production 

d’images tridimensionnelles.  

 

1.2.2.1.2. LA tomodensitométrie X (Scanner X ou CT) 

La tomodensitométrie X est une technique d’imagerie médicale qui repose sur 

l’atténuation différentielle du faisceau de rayons X après avoir traversé le patient [10].  

 

Principe 

Un patient est placé sur une table qui se déplace dans le sens longitudinal à l'intérieur d'un 

court anneau. Un tube émetteur de rayons X, d’énergie 150 keV tourne autour du patient. 

Celui-ci génère un faisceau d’une épaisseur de 1 à 10 millimètres. Des détecteurs placés 

derrière le patient et en face du tube à rayon X mesurent l'intensité résiduelle du faisceau 

qui a traversé le corps du patient (Figure 1) [11]. Les variations d’absorption des tissus 

traversés par le rayonnement X donnent une image en 3D des tissus biologiques. 

https://www.futura-sciences.com/sciences/dossiers/chimie-radioactivite-pionniers-784/
https://www.futura-sciences.com/sante/definitions/medecine-orthopedie-13996/
https://www.futura-sciences.com/sante/definitions/medecine-tumeur-2540/
https://www.futura-sciences.com/sante/definitions/biologie-poumon-7024/
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Figure 1: Principe du scanner X [11] 

La tomodensitométrie X permet de visualiser les organes du corps humain en 3D, sous 

forme de coupes, avec une excellente résolution spatiale (~ 50 μm). Elle permet 

également de visualiser les zones difficilement accessibles aux ultrasons (échographie). 

Malheureusement, cette technique est handicapée par une faible sensibilité. Elle nécessite 

pour cela l’utilisation d’un agent de contraste iodé pour augmenter le contraste des tissus 

mous [12].  

Cette technique présente également un autre inconvénient majeur. Elle utilise de 

rayonnements ionisants qui peuvent se révéler dangereux sur le long terme. A moyen 

terme, l’exposition aux rayons X limite le nombre d’examens réalisables chez un patient.  

 

 

1.2.2.1.3. Les agents de contraste pour l’imagerie X 

Des éléments ayant des nombres atomiques élevés tels que  l'iode, le brome, le baryum, le 

bismuth et le plomb se sont rapidement avérés utiles pour améliorer le contraste. Ils sont 

les premiers agents de contraste solubles étudiés dans l’eau. Plus tard, l'iode a été choisi 

comme l’agent de contraste principal pour l’imagerie X en raison de son numéro 

atomique élevé (Z=53), sa polyvalence chimique et son inertie relative [13]. Les agents de 
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contraste doivent être pharmacologiquement invisibles, c’est-à-dire qu’ils ne doivent 

présenter aucune activité pharmacologique dans l’organisme. Leur seul rôle est d'absorber 

les rayons X. A l’état libre, les ions d'iodure s’avèrent toxiques pour l’organisme [14]. Ils 

peuvent affecter les reins et la thyroïde. Par contre, ils sont beaucoup mieux tolérés 

lorsqu’ils sont organiquement liés à des composées hydrophiles.  

Les agents de contraste iodés pour l’imagerie X se scindent en deux groupes de produits 

de contraste iodés : les produits de contraste de haute osmolarité et les produits de 

constraste de basse osmolarité [15]. Les produits de contraste de haute osmolarité sont des 

monomères ioniques constitués d’un anion comportant un cycle benzénique associé à un 

cation (sodium ou méglumine). En milieu aqueux, ces monomères se dissocient en deux 

parties, d’une part l’anion avec le cycle benzénique et d’autre part le cation. Cette 

dissociation entraîne donc une augmentation de l’osmolarité qui peut induire en 

conséquence des réactions sévères [16]. Contrairement aux produits de contraste de haute 

osmolarité, les produits de contraste de basse osmolarité ont une osmolarité identique ou 

deux fois supérieure à celle du sang. Il s’agit de monomères non ioniques, ne nécessitant 

pas la présence du cation sodium, ou de dimères ioniques (2 cycles benzéniques reliés 

ensemble, chacun portant 3 atomes d’iode). Ils entraînent moins d’effets indésirables liés 

à l’osmolarité par rapport aux produits de contraste de haute osmolarité. Dans les tableaux 

1 et 2, nous avons regroupé les produits de contraste de basse et de haute osmolarité 

cliniquement utilisés en imagerie X. 

 

Tableau 1: Produits de contraste de basse osmolarité [15] 
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Tableau 2: Produits de contraste de haute osmolarité [15] 

 

 

Les produits de contraste iodés sont injectés le plus souvent par voie veineuse ou 

artérielle. Une fois injectés, ils sont alors transportés par le sang jusqu’à l’organe à 

visualiser. Ils sont aussitôt éliminés de l’organisme par excrétion rénale [17].  

 

 

1.2.2.2. Imagerie par résonance magnétique (IRM) 

L’imagerie par résonnance magnétique (IRM) est une technique d’imagerie médicale 

incontournable dans la visualisation des tissus mous et des organes en raison d’une 

excellente résolution. Elle a été découverte par Lauterbur et Mansfield qui à la suite de 

leurs travaux sur l’IRM ont obtenu le prix Nobel de physiologie ou médecine en 2003 

[18]. Les premiers développements en imagerie par résonance magnétique datent des 

années 1973 [19]. Aujourd'hui, après 46 ans d'évolution, l'IRM est devenue une technique 

majeure de l'imagerie médicale moderne largement utilisée en clinique par les médecins 

dans le diagnostic et le traitement des maladies pathogènes. 

Contrairement à la tomodensitométrie X, l’imagerie par résonance magnétique (IRM) est 

relativement non invasive et sans effets secondaires [20]. Elle permet de fournir des 

images numériques tridimensionnelles et en coupe de grande précision anatomique des 

tissus biologiques en s’appuyant sur le phénomène physique de résonance magnétique 

nucléaire (RMN) étudié en 1946  par Bloch et Purcell, prix Nobel de physique en 1952 

[21]. L’IRM consiste à imager de façon non invasive l’intérieur de l’organisme via les 

propriétés magnétiques des protons de l’eau majoritairement présents dans les tissus du 

corps humain (environ 80% du poids du corps) [22]. 
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1.2.2.2.1. Principe de l’IRM 

La résonance magnétique nucléaire est un phénomène permettant d’analyser la structure 

moléculaire. Le physicien américain Félix BLOCH, en 1946, a exploité la propriété que 

possèdent les noyaux atomiques, qui se comportent comme des dipôles magnétiques 

lorsqu'ils sont soumis à un champ magnétique. En l'absence de champ magnétique la 

résultante des moments magnétiques M des noyaux du sujet étudié est nulle. Dès lors 

qu’il est soumis à un champ magnétique élevé par exemple 0,5 à 2 Tesla, les moments 

magnétiques s'alignent suivant deux directions : parallèle ou antiparallèle au champ 

magnétique appliqué. Les protons du sujet soumis au champ magnétique Bo tournent sur 

eux-mêmes, mais également autour du champ Bo en décrivant un cône dit cône de 

précession. Si l'on applique une onde radiofréquence B1 perpendiculaire à Bo pour exciter 

les protons, il n'y a plus de déphasage entre les protons, qui vont se mettre à tourner 

autour de B1 : les deux systèmes sont alors en résonance. A l'arrêt de l'excitation de la 

radiofréquence les protons sont de nouveau soumis au champ Bo et reviennent à leur état 

fondamental en restituant de l'énergie, c'est la relaxation des spins des protons (Figure 2) 

[23].  
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Figure 2: Principe de l’IRM [23]. 

 

Il existe deux types de relaxation : la relaxation longitudinale T1 ou encore relaxation 

"spin-réseau" et la relaxation transversale T2 ou encore temps de relaxation "spin-spin". 

Elle dépend en effet de la mobilité des atomes d'hydrogène ou de celle des molécules 

dans lesquelles ils sont présents. Le temps T1 sera d'autant plus court que ces atomes à 

d’hydrogène seront liés à de grosses molécules. Le temps de relaxation T2 est toujours 

inférieur au temps de relaxation T1. Ils dépendent de la mobilité des noyaux d'hydrogène 

présent dans les tissus.  
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En résumé, les temps de relaxation T1 et T2 sont des constantes de temps propres à chaque 

tissu. Ils augmentent avec l'hydratation des tissus et diminuent lorsque cette hydratation 

diminue. C’est à partir de ce différentiel que l’on peut obtenir deux images de contraste 

différent des tissus. Ces images sont appelées images pondérées T1 et T2. 

 

En IRM, l’intensité du signal est souvent insuffisante pour permettre d’observer une 

différence convenable entre les parties saines ou affectées de l’organisme. Une façon 

d’influencer le signal en IRM est l’amélioration du contraste des images, soit en 

augmentant le temps de l’examen pour permettre de prendre plus d’acquisitions, ce qui 

empêche l’utilisation de cette technique d’imagerie pour étudier la biodistribution sur 

l’ensemble du corps, soit en injectant un agent de contraste qui réagit au champ 

magnétique.  

 

1.2.2.2.2. Les produits de contraste utilisés en IRM clinique 

Depuis le développement de l’imagerie par résonance magnétique, le nombre des agents 

de contraste utilisés cliniquement en imagerie IRM a augmenté considérablement. Ce sont 

essentiellement des agents de contrastes de type T1, c’est-à-dire des complexes à base de 

gadolinium. Ils sont injectés par voie intraveineuse et à une dose faible uniquement 

lorsqu’une imagerie sans agent contraste n’est pas adaptée. L’utilisation d’agent de 

contraste de type T1 permet d’améliorer le contraste en IRM mais également de réduire la 

durée d’examen.  

Parmi les produits de contraste à base de gadolinium utilisés en clinique, on distingue 

deux groupes d’agents de contraste : ceux dont le site de complexation possède une 

linéaire et ceux de type macrocyclique. 

Le ligand linéaire DTPA  a été le premier chélateur utilisé pour complexer l’ion 

gadolinium (III) avec une stabilité thermodynamique et cinétique suffisante pour les 

applications in vivo [24]. Le complexe Gd-DTPA a été le premier agent de contraste testé 

en clinique chez l’homme. Il a été ensuite commercialisé en 1991 [24]. Les complexes 

Gd-BOPTA, Gd-EOB-DTPA, Gd-DTPA-BMA et Gd-DTPA-BMEA sont aussi des 

dérivés du complexe Gd-DTPA utilisée en tant qu’agents de contraste en IRM pour la 

détection de tumeurs cérébrales et pour l’imagerie du foie (Tableau 3) et (Figure 3) [25]. 

Récemment des cas de fibrose systémique néphrogénique ont été détectés chez des 

patients atteints d’insuffisance rénale à la suite de l’administration de MAGNEVIST (Gd-
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DTPA) [26]. Le lien de cause à effet n’est pas établi avec certitude mais la présence de 

l’ion gadolinium a été mise en évidence dans des biopsies cutanées de patients atteints 

d’une fibrose systémique néphrogénique. Dans une autre étude, des dépôts contenant  

l’ion gadolinium ont été découverts dans le cerveau d’un patient à la suite de 

l’administration de MAGNEVIST (Gd-DTPA) [27]. Suite à ces observations, il a été 

recommandé d’utiliser des produits de contraste de type macrocyclique car ils forment 

des complexes de gadolinium, plus stables. Ils sont caractérisés par des constantes 

d’affinité très élevées qui garantissent un relargage plus faible de l’ion gadolinium en 

milieu in vivo. 

 

Tableau 3: Les produits de contraste utilisés cliniquement en IRM [25] 
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Figure 3: Schéma des complexes de gadolinium utilisés en IRM [25] 

 

1.2.2.3. Imagerie nucléaire (TEMP/TEP) 

L’imagerie nucléaire recouvre un ensemble de techniques d'imagerie fonctionnelle qui 

permettent d’étudier le fonctionnement des organes en administrant au patient, le plus 

souvent par voie intraveineuse, parfois par ingestion ou inhalation, une molécule qui 

comprend un noyau radioactif [28]. Cette substance radioactive spécifique appelée 

radiopharmaceutique possède une affinité particulière pour les organes ou les cellules que 

l’on souhaite étudier. L’imagerie nucléaire est une modalité d’imagerie que l’on peut 

qualifier de « biologique » ou de « moléculaire ». Elle permet de visualiser in vivo, sous 

forme d’images, de multiples processus biochimiques et biologiques caractéristiques du 

vivant à l’échelle cellulaire et moléculaire. Elle regroupe l’ensemble des techniques 

d’imagerie moléculaire utilisant comme « traceurs » des molécules radiomarquées [29]. 

On peut scinder l’imagerie nucléaire en deux types de techniques: 
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La tomographie d’émission monophotonique (TEMP) (dite aussi SPECT) est une 

technique d’imagerie nucléaire reposant sur l'émission d’un photon gamma produit lors 

de la désintégration d'un radioélément fixé à une molécule d'intérêt, tandis que la 

tomographie par émission de positons (TEP) est basée sur l'émission simultanée de deux 

photons gamma de 511 KeV dans deux directions diamétralement opposées [30]. 

 

1.2.2.3.1. Principe de la tomographie par émission monophotonique 

La tomographie monophotonique est une technique d’imagerie nucléaire utilisée pour 

étudier diverses pathologies. Elle est dite fonctionnelle parce qu’elle permet d’analyser le 

fonctionnement des organes du corps humain. Elle nécessite l’administration par la voie 

intraveineuse, par la voie intratumorale ou par inhalation des radiotraceurs émettant un 

seul photon gamma (Figure 4) [31] [32]. 

 

Figure 4: Principe de fonctionnement de la tomographie par émission monophotonique (TEMP) 

[32]. 

Un radiotraceur est une substance pharmaceutique utilisée en imagerie médicale. Il se 

présente sous deux formes : Un radio-isotope seul ou une molécule marquée avec un 
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isotope radioactif. La molécule (traceur) est choisie pour son affinité pour les organes ou 

les cellules tandis que le marqueur radioactif permet de localiser le traceur à l’aide d’une 

caméra tournant autour du patient. Il existe une large gamme de marqueurs utilisés en 

scintigraphie : l'iode123  (durée de vie 13 heures) [33], l’indium111  (durée de vie 67 

heures) [34], le technétium99  (durée de vie 6 heures) [35] ou le thallium201  (durée de 

vie 73 heures) [36].  

La TEMP ou SPECT permet de réaliser des images fonctionnelles avec une excellente 

sensibilité. Toutefois, elle demeure moins sensible par rapport à la TEP. L’un des 

principaux inconvénients de la tomographie par émission monophotonique provient de 

son caractère ionisant mais également de sa faible résolution spatiale. La tendance 

actuelle consiste à coupler la TEMP à un scanner X pour combiner la grande sensibilité à 

la l’excellente résolution afin de localiser plus finement les zones d’intérêt (par exemple, 

les tumeurs). 

1.2.2.3.2. Principe de la tomographie par émission de positon 

Les premiers appareils de tomographie par émission de positon ont été développés dans 

les années 1970-1980. A la même période, a été synthétisée la première molécule 

radiomarquée au fluor-18 (18F) [37]. La tomographie par émission de positon est une 

modalité d’imagerie médicale permettant la visualisation en 3D dans un organe, d’une 

molécule marquée par un radio-isotope. C’est une technique invasive dotée d’une grande 

sensibilité de l’ordre de 10-12 pM [38]. Par comparaison à l’imagerie par résonance 

magnétique (IRM), la TEP permet d’étudier le fonctionnement et le métabolisme des 

organes. Elle est dite fonctionnelle. Son principe repose sur l’administration d’un traceur 

radioactif constitué de deux composantes, un vecteur moléculaire et un isotope radioactif 

émetteur de positon pour visualiser les organes accumulant de façon excessive le traceur. 

Caractérisées par un excès de charges positives dans leurs noyaux, ces émetteurs de 

positons se désintègrent vers un état stable, par une transformation d’un proton en un 

neutron. Cette transformation s’accompagne de l’émission d’un positon de même masse 

que l’électron mais de charge électrique opposée. Le positon émis, parcourt un trajet de 

quelques millimètres dans les tissus humains, tout en perdant son énergie cinétique 

principalement par des interactions de Coulomb avec des électrons. Quand le positon 

atteint son niveau d’énergie thermique, il interagit avec un électron du milieu, suivant une 

réaction d’annihilation au cours de laquelle la masse des deux particules se transforme en 



50 

 

deux photons gamma de 511 keV, émis dans des directions opposées comme on peut le 

voir dans la figure ci-dessous (Figure 5) [39]. 

 

Figure 5: Emission de positon et annihilation [39]. 

 

1.2.2.3.3. Les radioéléments 

Les radioéléments sont des atomes radioactifs qui ont la propriété d’émettre des 

rayonnements lors de la désintégration de son noyau. Parmi les radio-isotopes les plus 

couramment utilisés en imagerie TEMP et TEP, on retrouve des molécules enrichies avec 

le Fluor-18, Carbone-11, Iode-124, Bromure-76 mais également des radio-métaux 

véhiculés généralement sous forme de chélates, le cuivre-64, l’indium-111, le technétium-

99m, le gallium-68 et le zirconium-89. Nous avons regroupé dans le tableau 4. 
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Tableau 4: Les principales caractéristiques des émetteurs de positons utilisés en TEP [40] 

Radionucléide T1/2 Désintégration (%) 

Energie β (KeV) 

max                          min 

Photon principal 

KeV (%) Production 

68 Ga 67,7 min β+ (89) 1899 829 511 (178,3) 68Ge/68Ga générateur 

    EC (11 )        

18F 109,7 min β+ (96,7) 634 245 511 (193,5) 18O (p,n) 18F  

    EC (0,1)         

64Cu 12,7 h β+ (17) 653 278 511 (34,8) 64Ni (p,n) 64Cu 

    EC (44 )         

76Br 16,2 h β+ (55) 3941 1180 511 (109); 559 (74) 76Se (p,n) 76Br 

    EC (45 )     657 (15,9); 1854 76Se (p,n) 76Br  

86Y 14,7 h β+ (33) 3141 664 

511 (63,9); 1077 

(82,5) 76Sr (p,n) 86Y 

    EC (66 )     (82,5   

89Zr 3,3 d β+ (23) 901 397 909 (100)   

    EC (77 )       89Y (p,n) 89Zr 

124I 4,18 d β+ (23) 2138 820 511 (46); 603 (62,9) 124Te (p,n) 124I 

    EC (77 )     723 (10,3) 124Te (p,n) 124I 

 

 

Les radio-isotopes utilisés en médecine nucléaire sont principalement choisis selon leurs 

caractéristiques nucléaires : énergie des rayonnements, durée de vie, dose injectée, mode 

de production.  

L’énergie des rayons émis : en imagerie TEP, l’énergie émis (511 keV) par les deux 

photons gamma produits par une réaction d’annihilation pour chaque photon peut induire 

des effets néfastes à la santé des patients. Toutefois, en raison de sa très grande sensibilité 

(TEP), il est recommandé d’injecter de très faible concentration (de l’ordre de la 

picomole). Pour l’imagerie SPECT, l’énergie des rayons gamma émis doit être comprise 

entre 100 et 300 keV afin d’éviter toute risque d’exposition mettant en danger la vie des 

patients lors de l’examen.  

Durée de vie : elle correspond à la durée au bout de laquelle l’activité spécifique du 

radioélément a diminué de moitié. La durée de vie doit être suffisamment longue (durée 

de vie 6 heures) pour réaliser des images de qualité optimale. C’est le cas par exemple du 

technétium-99m qui est le radionucléide le plus utilisé pour les examens cliniques en 

TEMP. Le technétium-99m possède un temps de demi-vie suffisamment pour réaliser des 

images de grande qualité. Le zirconium-89 possède également une durée de vie encore 

plus longue (durée de vie de 78,41 heures) pour permettre de réaliser des images sur 

plusieurs jours mais son coût de production reste relativement élevé. Néanmoins, les tests 
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réalisés avec les molécules marquées par le zirconium-89 sont encore au stade de l’étude 

préclinique. 

Dose injectée : La concentration du radiotraceur doit être suffisamment faible (de l’ordre 

de la picomole) de manière à ne pas perturber le processus biochimique de l’organe 

étudié. 

Mode de production: pour les radio-isotopes à courte durée de vie, la production dans un 

cyclotron ou par un générateur d’isotope doit avoir lieu à proximité du site d’utilisation de 

manière à limiter la perte d’activité résultant de la décroissance radioactive lors de 

l’acheminement. 

 

1.2.2.4. Echographie 

1.2.2.4.1. Principe 

L’imagerie par ultrasons couramment appelée  échographie est une technique d’imagerie 

médicale qui utilise des ultrasons [40]. Elle a été développée dans les années 50 par des 

chercheurs britanniques pour l’exploration des tumeurs cérébrales. Actuellement, elle est 

utilisée principalement en obstétrique [41]. 

Le principe de fonctionnement de l’échographie repose sur l’émission et la réception 

d’échos générés par la réflexion des ultrasons par les organes du corps humain. Elle 

consiste à appliquer une sonde à la fois émettrice et réceptrice au contact de la peau. Cette 

sonde émet par la suite des ondes ultrasonores de fréquences comprises entre 2 MHz et 10 

MHz. Une partie de ces ondes va traverser les organes tandis qu’une autre partie sera 

réfléchie en direction du récepteur. L’image de l’écho est obtenue selon l’intensité de 

l’écho de retour (Figure 6) [42]. Plus le temps de retour de l’échographie est court et 

moins l’organe à explorer est profond. 

 

Figure 6: Principe de fonctionnement de l’échographie [43]. 
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L’échographie permet de visualiser les organes de l'abdomen, du cou (thyroïde, 

ganglions), les organes génitaux, reins, vessie. Elle est également utilisée pour dater et 

imager le développement du fœtus [43]. L’échographie est mobile, peu coûteuse et sans 

danger. Elle permet de donner en temps réel des images avec une bonne résolution 

spatiale. 

 

1.2.2.4.2. Les produits de contraste en échographie 

Le développement et la commercialisation des agents de contraste en imagerie par 

ultrasons sont relativement récents par rapport à ceux des techniques d’imagerie médicale 

(rayons X, IRM). Ce sont des microbulles de gaz encapsulées dans une fine couche des 

phospholipides. Le plus souvent, ces microbulles de gaz sont injectées par voie 

intraveineuse et permettent d’améliorer le contraste entre le sang et le foie avec une 

fraction de millilitre de la dispersion aqueuse, ce qui se traduit par des quantités 

inférieures au milligramme du produit de contraste et des microlitres de gaz. L'efficacité 

des agents de contraste repose sur la rétrodiffusion des ultrasons par des microbulles [44]. 

Ils offrent les avantages suivants: (a) une très faible dose injectable par voie 

intraveineuse ; (b) non toxiques; (c) capables de traverser le poumon ; circulations 

cardiaques et capillaire en raison de leur taille comprise entre 1 et 10 µm; et enfin (d) 

stables pour la récirculation. Ils sont fabriqués à partir de matériaux biodégradables 

naturels ou synthétiques et d'une petite quantité d'un gaz inerte de faible solubilité 

(perfluorocarbones, azote ou hexafluorure de soufre) [45]. Ils sont relativement 

inoffensifs pour le patient à la différence des agents de contraste pour rayons X [46].  Une 

variété d'agents de contraste ultrasonore ont été développés et ont été commercialisés 

(Tableau 5) [45]. 

Ces agents ont pour vocation d’améliorer la visualisation de la vascularisation de la 

tumeur et  de délimiter l’ischémie cérébrale.  
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              Tableau 5: Agents de contraste en échographique [45] 

Air (azote) Perfluorocarbone Hexafluorure de soufre 

Albunex (Mallinckrodt)a BR14 (Bracco) SonoVue (Bracco)e 

Echovist (Shering)b 

Definity (Imagerie médicale Bristol-

Myers Squibb)   

Levovist (Shering)b Echogen (Sonus pharmaceutique)d   

Myomap (Quadrant)a Imagent-Imavist (Alliance)   

Quantison (Quadrant)a Optison (GE Healthcare)   

Sonavist (Shering)c Sonazoid (GE Healthcare)   
 

Echovist, Levovist, Optison et SonoVue sont actuellement approuvés et Optison et SonoVue sont commercialisés  

dans les pays européens. Definity, Imagent et Optison sont approuvés aux Etats-unis pour la cardiologie.  

Dans les agents remplis de perfluorocarbones, le gaz de remplissage est le perfluorobutane  

(BR14, Optison et Sonazoid), l’octafluoropropane (Definity) ou le perfluorohexane (Imagent). 

Levovist, Sonavist, Imagent et Sonazoid présentent une phase tardive pour les hépatocytes et les spléno-spécifiques. 

Tous les agents présentent une coque phospholipidique sauf pour a= coquille d’albumine ; b=coquille de galactose; 

c= coque en cyanoacrylate. d= agent de déphasage. Emulsion liquide-dans-liquide perflenapent contenant  

du dodecafluoropentane liquide dans la phase dispersée qui se décale en une phase gazeuse à la température  

corporelle formant des microbulles de 3-8 µm de diamètre ; e= phase spléno-spécifique tardive. 

 

1.2.2.5. Imagerie photoacoustique 

1.2.2.5.1. Principe 

L’imagerie photoacoustique est une modalité d’imagerie biomédicale combinant 

l’imagerie optique et les ultrasons [47]. Elle est non invasive. Son principe repose sur 

l’effet photoacoustique découvert en 1880 par Alexander Graham Bell. Des impulsions 

laser non-ionisantes sont injectées à l'intérieur de tissus biologiques. Ces impulsions 

brèves diffusent jusqu’à l’absorption de photons par les tissus. L’absorption provoque une 

expansion thermoélastique qui produit l'émission d'ultrasons. Ces ondes ultrasonores 

générées sont alors détectées par un transducteur ultrasonore, puis analysées dans le but 

de générer des images en 2D ou 3D. Etant donné que la diffusion ultrasonore est faible 

dans les tissus, la résolution spatiale de l’imagerie photoacoustique varie de 5-300 µm 

selon la profondeur. L’imagerie photoacoustique est dotée de la sensibilité de techniques 

optiques. Elle permet de combiner la bonne résolution de l’imagerie ultrasonore à 

l’excellente sensibilité de l’imagerie optique [48] . Son principal inconvénient réside dans 

son faible pouvoir de pénétration pour explorer des organes  profonds. 

 

http://www.wikiwand.com/fr/Laser
http://www.wikiwand.com/fr/Ultrason
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1.2.2.5.2 Les produits de contraste pour l’imagerie photoacoustique 

L'imagerie photoacoustique (PAI) est une technique émergente de l'imagerie biomédicale. 

Elle utilise des signaux ultrasonores comme supports d'information. L’avantage de 

l'imagerie photoacoustique (PAI) réside dans sa capacité à fournir des informations 

fonctionnelles de haute résolution [49]. Cependant, l'imagerie photoacoustique (PAI) 

souffre d’une profondeur de détection limitée et d’un manque d’agent de contraste pour 

pallier les problèmes liés à la pénétration en profondeur [50]. L’utilisation d’agents de 

contraste est nécessaire pour améliorer considérablement le contraste des images et pour 

se rapprocher de  la limite de profondeur d’imagerie. 

 

Les agents de contraste pour l’imagerie photoacoustique (PAI) sont choisis pour leur 

qualité d’absorption de la lumière avec une fenêtre optique [600-900 nm]. Ils peuvent être 

aussi des agents de contraste pour l’imagerie de fluorescence. Il existe une grande variété 

d’agents de contraste pour l’imagerie photoacoustique, essentiellement des molécules 

organiques biocompatibles et ayant une forte capacité d’absorption optique. On parle 

alors des colorants organiques (Tableau 6) [51]. Parmi ces encres organiques utilisées 

comme agents de contraste pour l’imagerie photoacoustique, il y a le vert d’indocyanine 

Green (ICG), le bleu de méthylène, le bleu d’Evans,  l’Alexa Fluor ou encore la 

pyrrolopyrrole cyanine (PPCy-C8).  

Ces molécules organiques possèdent une absorption spécifique et donc un fort signal 

photoacoustique propre pour chacune des molécules. De plus, elles sont facilement 

éliminées par le système urinaire en raison de leur petite taille [52]. 
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 Tableau 6: Agents de contraste photoacoustique [52] 

 

 

Contrairement à l’ensemble des techniques d’imagerie médicale présenté dans cette 

partie, l’imagerie optique de fluorescence est une modalité particulière de ce groupe 

puisqu’elle n’est pas une technique d’imagerie médicale. Pourtant, cette technique est 

utilisée aujourd’hui en clinique et, plus particulièrement, par les chirurgiens pour 

distinguer les régions invisibles à l’œil nu grâce à l’utilisation des marqueurs fluorescents. 

A la suite de ce bref rappel, nous présenterons la technique d’imagerie optique basée sur 

la fluorescence ainsi que les différents marqueurs fluorescents existants. 

 

Agent de contraste 

photoacoustique 

 

    Type  

Pic 

d'absorption (nm) 

Taille 

 (nm) Modification  Application   Réf  

Vert d'indocyanine  

Colorant proche 

infrarouge 810 ˂2 

Nanotube de 

carbone, PEG, 

PEBBLEs 

PAT, dans les 

fantômes de tissus 

et  in vivo [7,16-19] 

             

Bleue de méthylène 

Colorant proche 

infrarouge 650-700 ˂2   

PAT, dans les 

fantômes de tissus [15] 

             

Alexa Fluor 750 

Colorant proche 

infrarouge 750 ˂2   

Multispectrale 

PAI, in vivo [8,9] 

             

IRDye 800 CW 

Colorant proche 

infrarouge 750-800 ˂2 NPR-1 PAS, in vivo [13] 

             
IRDye 800 -

c(KRGDf) 

Colorant proche 

infrarouge 750-790 ˂2   PAS, in vivo [20] 

             

Bleu d'evans   550 ˂2   PAT, in vivo [10] 

             

PPCy-C8 

Colorant proche 

infrarouge 754-789 ˂2 Perfluorocarbone 

Bimodal PAI-FI  

in vivo [21] 

             

Cypate-C18 

Colorant proche 

infrarouge 754-790 ˂2 Perfluorocarbone 

Bimodal PAI-FI  

in vivo [21] 

             

Caspase 9 

Colorant proche 

infrarouge 640 ˂2   PAI, in vivo [11] 

             

MMP senseTM 680 

Colorant proche 

infrarouge 620,68 ˂2   

PAI, dans les 

fantômes de tissus [14] 

             

BHQ3 Quencher 672 ˂2      

          PAI, in vitro [12] 

QXL680 Quencher 680 ˂2   PAI, in vitro [12] 
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1.2.2.6. Imagerie de fluorescence 

L'imagerie de fluorescence est une technique d’imagerie basée sur la détection d’une 

source fluorescente suite à une excitation lumineuse à une longueur d’onde donnée. Elle 

permet d’observer les tissus biologiques de l’organisme à l’aide d’un marqueur 

fluorescent [52]. C’est une technique très utilisée par les biologistes pour suivre 

l’évolution en temps réel d’une cellule ou d’un agent pathogène. Elle est généralement 

non invasive [52] . 

 

1.2.2.6.1. Principe 

Le principe de la fluorescence est basé sur le passage d’un électron d’un état fondamental 

à un état excité suite à l’énergie fournie par un photon incident : c’est l’absorption. Par la 

suite, l’électron instable restitue l’énergie sous différentes formes (radiation, conversion 

interne, etc.) avant de retourner à son état fondamental. Cette étape s’accompagne par 

l’emission d’énergie sous forme d’un photon lumineux : c’est la fluorescence. Ainsi, le 

photon émis est moins énergétique que le photon incident et sa longueur d’onde est plus 

grande que celle du photon incident (Figure 7). 

 

Figure 7: Principe de la fluorescence 

 

 

La principale limitation de l’imagerie de fluorescence provient de la fluorescence 

naturelle des composants biologiques qui vient perturber le signal émis par les molécules 
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fluorescentes. La tendance actuelle consiste à utiliser de la lumière proche infrarouge 

pour s'affranchir de la perturbation de la fluorescence naturelle [53]. En effet, sous 

lumière proche infrarouge, la fluorescence naturelle des composants biologiques est 

faible. Ce qui permet d'améliorer la détection des cibles biologiques. En outre, elle 

présente une grande pénétration dans ce domaine de longueur  d’onde. 

 

1.2.2.6.2. Les sondes fluorescentes et luminescentes 

L’utilisation des marqueurs fluorescents ou des complexes luminescents permet 

d’améliorer le contraste parfois faible entre les cibles biologiques et les tissus 

environnants [53]. Ces sondes fluorescentes sont susceptibles d’apporter éventuellement 

des informations utiles des régions explorées. Ils peuvent également être employés pour 

marquer des cibles d’intérêt telles que les cellules cancéreuses. Cependant on distingue 

deux grandes variétés de traceurs :  

✓ Les fluorophores organiques 

✓ Les fluorophores inorganiques 

Les fluorophores organiques sont des molécules organiques fluorescentes tandis que les 

fluorophores inorganiques sont souvent des complexes de lanthanides luminescents. 

 

1.2.2.6.2.1. Les traceurs fluorescents organiques 

Le développement de la microscopie de fluorescence a conduit à l’utilisation des 

fluorophores organiques en biologie. En effet, les fluorophores organiques ou les 

colorants organiques sont des molécules qui émettent de la lumière après excitation. Ils 

sont souvent composés de plusieurs noyaux aromatiques et présentent plusieurs liaisons π 

fortement délocalisées. Les fluorophores possèdent des bandes d’absorption fines et 

d’émission très larges et qui se chevauchent en raison du faible décalage de Stockes ce 

qui peut engendrer des contaminations dues à la source d’excitation (confusion entre le 

signal dû à l'émission et  celui de l'excitation).  

Les fluorophores organiques possèdent une grande stabilité chimique associée à des 

propriétés spectrales remarquable. De plus, elles sont stables à pH physiologique et sont 

donc très intéressants pour les applications in vivo en raison leur brillance élevée [54]. Ils 

peuvent être synthétisés de façon à émettre  différentes longueurs d’onde d’émission. Par 

exemple, la cyanine 5.5 émet  à 680 nm pour une excitation à 630 nm [55] ; la Rhodamine 

6G  émet à 552 nm pour une excitation à 354 nm [56] ; la fluorescéine émet à 518 nm 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Liaison_%CF%80
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pour une excitation 494 nm [57]; etc. Les cyanine5 et 7 sont les plus couramment utilisées 

pour les applications in vivo  (Figure 8) [58]. 

 

Figure 8: Les différents fluorophores organiques utilisés en imagerie de fluorescence [59]. 

 

Néanmoins, la principale limitation de ces sondes fluorescentes est le photoblanchiment 

[59]. Le photoblanchiment est la perte de fluorescence au cours de l’exposition à la 

lumière excitatrice. Elle se traduit par une diminution rapide de la luminescence du fait de 

la photodégradation des fluorophores en présence d’oxygène. Ce qui pénalise leur 

utilisation à long terme en imagerie in vivo en tant que marqueur fluorescent. Il est donc 

préférable d’utiliser d’autres fluorophores qui présentent une meilleure photostabilité. 

 

1.2.2.6.2.2. Les traceurs fluorescents inorganique 

Les lanthanides appartiennent à la famille des terres rares. Ils sont au nombre de 15 

éléments, représentés en couleur jaune dans le tableau périodique de la figure 9 [60]. Ce 

sont les éléments du bloc f et sont situés à la sixième ligne du tableau périodique en allant 

du lanthane (Z = 57), de configuration [Xe] 4f05d16s2 au lutécium (Z = 71) de 

configuration [Xe] 4f14 6s2. Ainsi, la perte d’un électron 4f et des deux électrons 6s 
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conduit à la formation de l’ion lanthanide de degré d’oxydation (III). Ces ions lanthanides 

trivalents notés de façon générique Ln(III) ou (Ln3+) sont très connus pour leur 

photostabilité remarquable mais également pour leurs propriétés de physico-chimiques 

intéressantes pour les applications médicales. 

 

Figure 9: Tableau périodique des éléments (en couleur jaune, les lanthanides) [61]. 

 

Les ions lanthanides sont caractérisés par des bandes d’émission relativement fines, allant 

du visible au proche infrarouge (Figure 10) [61]. Certains de ces ions émettent dans le 

visible tandisque d’autres émettent dans le proche infrarouge (Figure 10) [61]. Il est donc 

possible de choisir l'ion lanthanide selon la longueur d'onde d'absorption et d'émission souhaitée. De 

plus, les lanthanides présentent un grand décalage de Stokes, c'est-à-dire une grande différence de 

longueur d'onde entre celle d'absorption et celle d'émission. Ce qui permet de distinguer le signal dû à 

l'émission de celui de l'excitation. Ces caractéristiques remarquables font des ions lanthanides comme 

sondes d’imagerie prometteuse pour une application médicale.  
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Figure 10: Spectre d’émission des ions lanthanides [62]. 

 

De plus, ils sont phosphorescents et leur temps de vie de luminescence est 

significativement plus long (de l’ordre de la milliseconde pour Eu (III) et Tb (III)) 

comparé au temps de vie des fluorophores organiques (de l’ordre de la nanoseconde) 

Ainsi, l’utilisation des ions lanthanide en imagerie présente l’avantage de s’affranchir des 

phénomènes d’autofluorescence du milieu biologique en utilisant la méthode de 

luminescence en temps résolu (Figure 11). 

 

Figure 11: Principe de la luminescence en temps résolu.  

 

Malgré leur potentiel remarquable pour une application en imagerie, les ions lanthanide 

présentent des inconvénients tels qu’une toxicité élevée, une excitation de certains ions 

comme l’europium dans le domaine du proche UV et une faible intensité d’emission.  
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Afin de bénéficier de ces avantages, il est nécessaire de les incorporer dans des 

complexes métalliques afin d’éviter tout risque de relargage dans l’organisme. Le choix 

du complexe est très important. Il doit posséder une antenne organique permettant 

l’amplification de l’intensité de fluorescence.  Actuellement, les marqueurs luminescents 

sont utilisés dans les applications in vitro et in vivo. On peut distinguer deux types de 

marqueurs luminescents utilisés pour l’imagerie par fluorescence en temps résolu : les 

complexes de lanthanide à base d’ions (Eu(III) ou Tb(III)) émettant principalement dans 

le visible et ceux à base d’ion du Yb(III) émettant principalement dans l’infrarouge.  

Pour pallier les inconvénients des ions lanthanides, des nouveaux systèmes ont été 

développés : D’abord, l’effet antenne par absorption d'un photon. Elle présente l’avantage 

d’amplifier l’intensité du signal mais ne permet pas un grand déplacement de la longueur 

d’onde. Les nanoparticules à conversion ascendante d’énergie (UCNPs) ont également été 

proposées comme une alternative en raison de leurs caractéristiques uniques liées au 

phénomène d'upconversion : Emission visible obtenue sous excitation dans le proche 

infrarouge (NIR), une meilleure pénétration dans les tissus biologiques et un faible taux 

d’autofluorescence. 

 

1.2.3. La combinaison des différentes imageries 

Les modalités d’imagerie CT et IRM permettent la visualisation des tissus mous de 

l’organisme avec une très bonne résolution mais une faible sensibilité, tandis que les 

techniques d’imagerie nucléaire révèlent le fonctionnement de tissus avec une excellente 

sensibilité mais une résolution de mauvaise qualité (Tableau 7) [62]. 

 



Tableau 7: Comparaison des différentes modalités d’imagerie [63]. 

 

 
Modalité  Sensibilité  

Profondeur de 

pénétration 

 

Resolution 

spatiale  

 

Avantages  Inconvénients  

Ultrasons  Modérée  Faible  1 mm  

Largement disponible; peu 

coûteux; pas de rayonnement 

ionisant; imagerie en temps 

réel. 

Sondes moléculaires limitées; petit 

champ de vision; dépendant de 

l'opérateur 

Imagerie IRM  Modérée  Sans limite  ˂ 1-3 mm3 
 

Aucun rayonnement ionisant; 

haute résolution spatiale.  

Sensibilité aux artefacts de mouvement; 

sondes moléculaires limitées; non 

compatible pour les patients ayant des 

implants métalliques ou une 

insuffisance rénale; longues durées 

d'imagerie. 

Imagerie SPECT  Haute  Sans limite  ~5-8 mm3 
 

Haute sensibilité; plusieurs 

radiotraceurs disponibles pour 

l'imagerie moléculaire; 

Exposition aux rayonnements ionisants; 

atténuation des photons à basse énergie 

Imagerie PET  Haute  Sans limite  ~ 3-5 mm3 
 

Haute sensibilité; méthodes 

établies pour la correction 

d'atténuation; quantification 

précise et précise 

Exposition aux rayonnements ionisants; 

besoin d'un cyclotron ou d'un 

générateur sur site; radiochimie 

avancée 

Imagerie CT  Limitée  Faible  ˂ 1-3 mm3 
 

Une résolution spatiale élevée 

peut être combinée avec 

d'autres modalités (PET / 

SPECT). 

Exposition aux rayonnements ionisants; 

sensibilité du patient aux agents de 

contraste iodés 

La tomographie 

en cohérence 

optique   Haute    Faible  10-20 µm  

Imagerie intravasculaire à haute 

résolution; imagerie de la 

plaque supérieure. 

Cathétérisme requis; faible profondeur 

de pénétration 



Le couplage la CT et l’IRM avec l’imagerie nucleaire est possible pour permettre 

un diagnostic plus fiable des pathologies telles que le cancer et une visualisation 

plus fine des volumes de tissu affecté. Elle se traduit par une complémentarité 

parfaite combinant l’excellente résolution spatiale (IRM, CT) et la haute sensibilité 

(TEP, TEMP, Optique). Cette nouvelle approche consistant à combiner les 

avantages de chacune des modalités d’imagerie médicale conduit à l’obtention 

d’images des tissus mous avec une excellente résolution spatiale et une bonne 

sensibilité. Différentes combinaisons d’imagerie ont été développées pour effectuer 

un examen médical complet. Les combinaisons bimodales du type IRM/Optique, 

TEMP/CT, TEP/CT et IRM/TEP comptent parmi les plus intéressantes [6]. La 

mise en œuvre de ces combinaisons peut nécessiter l’administration aux patients de 

sondes bimodales détectables par les deux techniques d’imagerie.  

L’imagerie par résonance magnétique couplée à l’imagerie optique (IRM/Optique) 

est un système bimodal très utilisé en recherche préclinique. Elle offre la possibilité 

d’associer l’excellente résolution des images obtenue par l’IRM à la haute 

sensibilité des sondes optiques. Pour cela, elle nécessite des agents d’imagerie 

bimodale permettant la réalisation simultanée des images (IRM et optique). Les 

premiers agents d’imagerie bimodale (IRM/Optique) ont été développés par le 

groupe de Weissleder, en 2002. Dans cette étude, le groupe de Weissleder a choisi 

de travailler avec des nanoparticules d’oxyde de fer CLIO comme étant une sonde 

IRM. Celle-ci a été fonctionnalisée par des fonctions amines pour permettre 

l’accrochage par une liaison peptidique, d’une sonde fluorescente (l’indocyanate 

Cy5.5) absorbant dans le proche infrarouge [63]. 

 

Le dispositif (TEMP/CT) a également permis de combiner l’excellente résolution 

spatiale du CT à l’excellente sensibilité de la tomographie par émission 

monophotonique (TEMP). Malheureusement, la double irradiation  provenant de 

l’utilisation du radiotraceur (TEMP) et des rayons X du scanner CT constitue un 

frein au développement d’imageur integré TEMP/CT au profit de la combinaison 

(IRM/TEP) [64]. Cette dernière est bien supérieure à la combinaison (TEP/CT), en 

termes de différence de contraste et de résolution. La combinaison (IRM/TEP) 

associe l’excellente résolution spatiale de l’imagerie par résonance magnétique 

(IRM) à la haute sensibilité de la tomographie par émission de positrons (TEP). 

D’autre part, l’imagerie par résonance magnétique (IRM) a l’avantage d’être non 
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invasive alors que la tomographie par émission de positon (TEP) est minimalement 

invasive. La faible dose du radiotraceur est largement suffisante pour explorer le 

fonctionnement des organes [65]. 

L’IRM et la TEP sont deux techniques d’imagerie complémentaires. L’association 

de ces deux techniques dans un seul appareil est un défi de taille en raison des 

interférences entre les deux appareils qu’ont tenté de relever les partenaires 

académiques et industriels du projet IMAPPI. 

 

1.3. L’imagerie simultanée IRM/TEP 

1.3.1. Le projet IMAPPI 

L'objectif du projet IMAPPI (Integrated Magnetic resonance And Positron 

emission tomography in Preclinical Imaging) est le développement d’un prototype 

d'appareil d'imagerie médicale intégrant deux techniques d’imagerie dans un seul 

dispositif [66]. Il associe les technologies de résonance magnétique (IRM) et de la 

tomographie par émission de positons (TEP). Ce projet qui s’est vu octroyer un 

financement de 7,3 millions d’euros, s’inscrit dans le cadre d’un programme 

d’investissement d’avenir lancé en 2011 par le Ministère de l’Enseignement 

Supérieur et de la Recherche pour équiper l’ensemble du territoire français 

d’équipements scientifiques d’excellence. Ce projet coordonné par les professeurs 

François Brunotte et Alexandre Cochet comporte trois phases pour permettre le 

développement du prototype intégrant complètement l'IRM et la TEP.  

Elle comporte le développement de l’appareillage intégrant IRM/TEP installé au 

Centre George François Leclerc de Dijon. En parallèle, les équipes de recherche de 

Dijon (ICMUB) et (ICB) et notre équipe (NCM) de l’institut UTINAM ont œuvré 

au développement de sondes moléculaires et particulaires détectables par les deux 

techniques d’imagerie réunies en un seul système intégré. La validation du 

prototype IRM/TEP a également nécessité le développement de modèles animaux 

permettant la réalisation des tests précliniques. Actuellement, le dispositif est 

disponible pour réaliser les tests d’imagerie pour les applications in vivo sur petit 

animal (souris, rats). 

 



66 

 

1.3.1.1. L’imageur intégré IRM/TEP 

Avant le développement de prototypes intégrés (IRM/TEP), le suivi des sondes 

combinant IRM et TEP était réalisé par IRM et par TEP mais de manière séparée. 

Les images IRM étaient acquises sur un groupe d’animaux après administration de 

la sonde alors que les images TEP étaient acquises avec un autre imageur sur un 

autre groupe d’animaux après administration de la même dose de nanosonde. En 

d’autres termes, le suivi d’une sonde donnée était réalisé avec des imageurs 

différents et des animaux différents. Cette façon d’étudier le suivi des sondes 

dédiées IRM/TEP a rendu le croisement des données contestables. Afin de 

s’affranchir de ces limitations, il a semblé indispensable de développer un système 

intégrant une imagerie simultanée IRM/TEP. Un tel système permettra la 

réalisation simultanée des examens par les deux techniques sans déplacement du 

patient. Il permettra également de réduire les délais entre les acquisitions. 

L’association de ces deux techniques dans un seul appareil constitue cependant un 

défi technologique en raison notamment des interférences entre les deux appareils. 

En effet, les champs magnétiques de l’imagerie par résonance magnétique IRM 

perturbent les photomultiplicateurs de la tomographie par émission de positron 

TEP et inversement l’électronique de la TEP perturbe les acquisitions de l’IRM. 

La compréhension liée aux problèmes d’interférences a permis finalement le 

développement d’un imageur intégrant les deux appareils sur une seule machine. 

En effet, un photomultiplicateur de la TEP insensible aux champs magnétiques de 

l’IRM a été développé pour permettre d’atténuer les interférences entre les deux 

machines. Un tel système a permis de construire un imageur censé permettre une 

imagerie simultanée avec une seule injection, un seul animal et un seul appareil 

combinant IRM/TEP (Figure 12) [67]. 
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Figure 12 : Imageur IRM/TEP intégré [67]. 

 

1.3.1.2. Le développement de sondes (IRM/TEP) 

L’imagerie hybride IRM/TEP se distingue par une excellente résolution de 

contraste des tissus mous combiné à la haute sensibilité de l’imagerie TEP. La 

conception de ce prototype hybride constitue une percée technologique pour les 

études précliniques et pour le diagnostic précoce de diverses pathologies. 

La combinaison des deux techniques d’imagerie implique le développement de 

sondes pour l'imagerie bimodale IRM/TEP afin d’exploiter les avantages de 

chacune des techniques.  

 

1.4. Le développement de sonde pour l’imagerie 

multimodale IRM/TEP 

1.4.1. Principe général 

L’imagerie multimodale a le potentiel de dépasser les limites d’une modalité 

d’imagerie, en combinant au moins deux modalités d’imagerie. Ces modalités 

incluent l’IRM, le scanner X, la TEMP, la TEP et l’imagerie optique. Elles 

fournissent des informations anatomiques et fonctionnelles complémentaires sur un 

même sujet. 

Elle nécessite le développement de sondes multimodales qui permettraient de tirer 

parti de l’excellente résolution et de la haute sensibilité qui découleraient de la 
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combinaison de plusieurs modalités d’imagerie. Ces nouvelles sondes sont conçues 

pour établir un meilleur diagnostic avec l’objectif d’une prise en charge plus 

précoce de diverses pathologies telles que le cancer, les maladies cardiovasculaires 

ou neurodégénératives. Associées à des agents thérapeutiques, ces sondes 

multimodales permettraient d’étudier avec une plus grande fiabilité, leur 

biodistribution et la pharmacocinétique. En outre, elles pourraient être utiles pour 

guider la thérapie par imagerie. 

 

1.4.2. Agents d’imagerie IRM/TEP 

L'émergence récente de l'imagerie bimodale et plus précisément de la combinaison 

IRM/TEP a suscité un vif engouement au sein de la communauté scientifique. Pour 

profiter des avantages prometteurs de la combinaison IRM/TEP, des agents 

d’imagerie à double modalité d’imagerie ont été développés en exploitant le 

potentiel et la richesse de la chimie moléculaire et/ou des nanosciences et 

nanotechnologies. Les stratégies mises en œuvre pour développer des sondes pour 

l’imagerie multimodale reposent essentiellement sur la synthèse moléculaire de 

plateformes portant plusieurs fonctionnalités (une pour chaque type d’imagerie et 

un site réactif pour le greffage de ces sondes sur différents objets) et sur la synthèse 

de nanoparticules dont le caractère multifonctionnel qui les caractérise est 

parfaitement adapté pour la conception de sondes pour l’imagerie multimodale. En 

outre, l’élaboration de ces nanosondes peut bénéficier du développement des 

sondes moléculaires qui peuvent entrer dans la conception de ces nanosondes. 

 

1.4.2.1. Agents moléculaire d’imagerie 

1.4.2.1.1. Généralités 

Dans l'optique d'obtenir des informations fiables et précises, de nombreuses sondes 

moléculaires ont vu le jour pour différentes modalités d’imagerie dont l’imagerie 

optique. Les sondes fluorescentes ont été parmi les premières à être utilisées en tant 

que marqueur d'ADN (Tableau 8). Elles permettent, entre autres, d'imager les 

compartiments cellulaires. 
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               Tableau 8: Les sondes fluorescentes pour le marquage d’ADN 

 

 

Bien que l’utilisation des sondes moléculaires pour l’imagerie de fluorescence soit 

très répandue, d'autres techniques d'imagerie faisant appel à d’autres sondes 

moléculaires ont été mises au point. Parmi elles, on peut citer l’imagerie nucléaire. 

La tomographie par émission de positon dont l’usage est de plus en plus répandue 

en clinique (diagnostic, suivi de traitement) et en recherche (études précliniques 

dans le cadre du développement d’agents d’imagerie et/ou thérapeutiques et de la 

compréhension à l’échelle moléculaire de phénomènes biologiques) repose sur des 

molécules préalablement marquées par des radionucléides émetteurs de positons. 

Par exemple, le glucose marqué au fluor-18 ([18F]-fluorodésoxyglucose ou 18F-

FDG) est un traceur très utilisée en clinique, (Tableau 9) [67] [68]. 
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      Tableau 9: Principaux radiotraceurs utilisées en imagerie TEP [68] 

 

 

D'autres radiotraceurs utilisées en TEMP ont été aussi commercialisés pour 

détecter les maladies artérielles par perfusion myocardique ou pour la localisation 

des tumeurs neuroblastiques (Figure 13) [69] . 

 

 

Figure 13: Les différents radiotraceurs utilisées en TEMP [70]. 
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En raison de la faible sensibilité, l’imagerie par résonance magnétique (IRM) 

nécessite l’administration d’agents de contraste pour améliorer la visualisation des 

tissus mous de l’organisme. Les agents de contraste utilisés en clinique sont des 

chélates de gadolinium. Ils sont injectés le plus souvent par voie intraveineuse ou 

orale. 

 

1.4.2.1.2. Agent de contraste IRM 

Un agent de contraste IRM est une substance chimique injectable dont le rôle est 

d’améliorer le contraste et donc la lecture des images acquises par imagerie de 

résonance magnétique (IRM). Son mode d’action consiste à raccourcir le temps de 

relaxation Ti (i=1 ou 2), c’est-à-dire le temps pendant lequel les spins des protons 

regagnent leur état initial après excitation par l’onde de radiofréquence. Cela a pour 

conséquence une amélioration du contraste du signal par IRM. Il est important de 

rappeler que ce n’est pas l’agent de contraste qui est visualisé en IRM mais son 

influence sur la relaxation des protons de l’eau située autour de l’agent de 

contraste. La capacité des agents de contraste à accélérer ainsi les vitesses de 

relaxation 1/T1 et 1/T2 des protons de l’eau est mesurée par une grandeur appelée la 

relaxivité d’unité s-1.mM-1. On définit la relaxivité (r) d’un agent de contraste 

comme la vitesse de relaxation, normalisée par la concentration de l’agent de 

contraste (Figure 14) [70]. 

 

 

Figure 14: Equation de la relaxivité de l’agent de contraste en IRM [71]. 

 

Ce paramètre indique l’efficacité de l’agent de contraste à rehausser le contraste. 

Plus la relaxivité est élevée, meilleur est le contraste. Elle varie linéairement avec 

la concentration en agent de contraste. Elle dépend également de la température et 

du champ magnétique. Pour améliorer le contraste, il est possible de jouer sur le 

temps de relaxation longitudinale (T1) ou sur le temps de relaxation transversale 

(T2). Comme le mode d’action, conduisant au raccourcissement de T1 et de T2, sont 

différents, on distingue deux types d’agents  de contraste: 
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✓ Les agents de contraste paramagnétiques qui sont essentiellement constitués de 

complexes de gadolinium(III).  

✓ Les agents de contraste superparamagnetique dont les particules d’oxyde de fer 

(SPIO, USPIO)  sont les principaux représentants.  

 

1.4.2.1.2.1. Les agents de contraste paramagnétiques (positifs) 

Au même titre que les protons, les électrons possèdent un moment magnétique µ 

que l'on appelle spin électronique. Le mouvement des électrons autour du noyau 

crée un moment magnétique non nul lorsqu’une partie de ces électrons est non 

appariée. On dit que les ions possédant une telle configuration électronique sont 

paramagnétiques. Au repos, les moments magnétiques de ces ions sont orientés 

aléatoirement. Dès lors qu’un champ magnétique extérieur Bo est appliqué, les 

moments magnétiques s’orientent dans la direction du champ magnétique Bo. On 

parle alors d’aimantation. Les ions paramagnétiques les plus cités dans la littérature 

en raison de leurs temps de relaxation longs (de l’ordre de nanoseconde) sont les 

ions gadolinium (III), fer (III), manganèse (II) et chrome (III) (tableau 10) [71]. 

Des lors que ces agents de contraste sont introduits dans l’organisme humain. 

Leurs moments magnétiques électroniques influencent les moments nucléaires des 

protons des molécules d’eau, ce qui induit un raccourcissement des temps de 

relaxation T1 et ou T2 des protons (Figure 15) [72]. 

 

Figure 15: Interaction dipolaire entre le moment magnétique électroniques du chélate Gd-

DOTA et le moment nucléaire des protons des molécules d’eau [73]. 

Si l’effet de l’agent de contraste raccourcit le temps de relaxation T1 des protons, 

on observe un hyper signal en pondération T1. C’est l’effet paramagnétique T1. Cet 
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effet se traduit par l’éclaircissement de l’image : on parle alors de constraste 

positif. 

Les premiers agents de contraste paramagnétiques ont été utilisés dans le corps 

humain en novembre 1983 avec la publication du premier rapport préliminaire de 

son utilisation chez les patients atteints de tumeurs cérébrales. Il s’agissait de l’ion 

gadolinium complexé avec un chélateur linéaire de type polyaminocarboxylate 

DTPA l'acide diéthylènetriaminepentaacétique) [73]. En raison de son effet T1 

prédominant (rehaussement de contraste en pondération T1), l’ion gadolinium est 

l’agent de contraste le plus sollicité en imagerie IRM. De la famille des lanthanides 

(terre rare), l’ion (Gd3+) possède sept électrons non appariés dans sa couche 

externe. Ce qui lui confère un moment magnétique très élevée et donc une 

influence forte sur la relaxation longitudinale T1 des protons. Son efficacité dépend 

du nombre des molécules d’eau venant interagir avec lui. Il dépend du temps de 

résidence de ces molécules d’eaux dans la sphère interne du complexe de 

gadolinium.  

En raison de sa toxicité élevée à l’état libre, l’ion gadolinium est administré dans 

l’organisme sous forme de chélates de gadolinium, formant ainsi des complexes 

non toxiques, inertes et stables in vivo. La décomplexation et donc l’innocuité de 

l’ion Gd3+ sont assurées par son affinité avec les ligands. Plus la constante 

d’affinité K sera élevée et plus la probabilité du relargage de l’ion gadolinium dans 

l’organisme sera minime. On peut noter, par exemple, que la constante de stabilité 

de (DOTAGA-Gd), (logK = 25,6), est plus élevée que celle du DTPA-Gd, (logK = 

22,5) [74] [75]. L’agent de contraste DOTAGA-Gd sera donc plus sûr que DTPA-

Gd car le relargage de Gd3+ sera beaucoup plus limité dans le cas du complexe 

DOTAGA-Gd.  
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 Tableau 10: Les agents de contraste positifs et négatifs pour l’IRM [72]. 

 

 

1.4.2.1.2.2. Les agents de contraste superparamagnétiques  

A la différence des agents de contraste T1 positif, les agents de contraste T2 négatif 

raccourcissent le temps de relaxation transversale avec production d’un signal 

faible en pondération T2. C’est l’effet superparamagnetique qui se traduit par 

l’assombrissement de l’image : On parle alors de contraste négatif [76].  

Récemment, le développement d'agents de contraste T2 pour l'imagerie par 

résonance magnétique a considérablement progressé avec l’apparition d’une large 

gamme d’agent de contraste moléculaire superparamagnetique tels que les 

complexes des ions dysprosium (Dy3+) et holmium (Ho3+). Mais ces travaux sont 

assez récents et n’ont pas suscité un engouement considérable contrairement aux 

nanoparticules d’oxyde de fer qui sont utilisées actuellement comme agent de 

contraste T2 en imagerie par résonance magnétique (IRM) (Tableau 10) [77]. En 

raison de la faible taille nanométrique, ces nanoparticules présentent des propriétés 

magnétiques intéressantes c’est-à-dire la propriété de s'aimanter très fortement sous 

l'effet d'un champ magnétique extérieur. Ils sont désignés par le terme 

"superparamagnetique" (Figure 16) [78].  

http://fr.wikipedia.org/wiki/Champ_magn%C3%A9tique
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Figure 16: Influence de nanoparticules d’oxyde de fer sur le  contraste en IRM [78]. 

Ces nanoparticules sont constituées d'un noyau d'oxyde de fer (principalement la 

magnétite Fe3O4, la maghémite γ-Fe2O3) revêtu d’une couche hydrophile de 

macromolécules organiques, biologiques et/ou de polymères organiques et/ou 

inorganiques. Ces nanoparticules sont caractérisées par un moment magnétique 

élevé en présence d’un champ magnétique extérieur. Elles sont classées en deux 

groupes principaux en fonction de leur taille [78] : 

 

❖ SPIO (superparamagnetic iron oxides) : ces nanoparticules ont un diamètre 

hydrodynamique supérieur à 50 nm. Les SPIO ont en commun leur absorption 

spécifique par le système réticulo-endothélial (SRE) au niveau du foie, de la rate, 

des ganglions et de la moelle osseuse. Ils sont utilisés pour l’imagerie. Les 

formulations injectables des SPIO sont commercialisées sous le nom 

d’ENDOREM® en Europe ou Feridex®  en USA et Resovist®.  

❖ USPIO (Ultrasmall superparamagnetic iron oxides) : les nanoparticules ont 

un diamètre hydrodynamique plus petit que 50 nm. Du fait de leur petite taille, ces 

nanoparticules ont une demi-vie sanguine plus longue (24 h chez l'homme). Pour 

cette raison, les USPIO sont adaptées pour l’étude des vaisseaux. Cette faculté 

d’être confiner à l'espace vasculaire où ils sont injectés font d’eux des candidats 

potentiels dans le diagnostic précoce des pathologies ischémiques (perfusion 

myocardique, accidents vasculaires cérébraux), dans le diagnostic des anomalies 

vasculaires (angiographie) et dans le diagnostic ou le suivi thérapeutique des 

anomalies de perméabilité de l'endothélium vasculaire (diabète, lésions tumorale.). 
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1.4.2.1.2. Radiotraceur TEP/TEMP 

1.4.2.1.3.1. Les atomes radioactifs 

Depuis la découverte de la radioactivité artificielle en 1934, l’utilisation des radio-

isotopes en médicine nucléaire a suscité un engouement croissant. Grâce à la large 

panoplie d'isotopes radioactifs, l’imagerie nucléaire peut s’adapter aux différentes 

situations exigées pour le dépistage de pathologies telles que le cancer. La 

localisation des radioéléments et donc du traceur auquel ils sont associés est 

déterminée grâce aux caméras TEP/TEMP qui détectent les rayonnements émis 

directement (TEMP) ou indirectement (TEP) par les atomes radioactifs du 

radiotraceur. Ces modalités d’imagerie sont caractérisées par une excellente 

sensibilité et une profondeur quasi-illimitée de pénétration qui s’avère très utile 

pour le diagnostic De plus, elles permettent une imagerie fonctionnelle et 

métabolique. Dans le domaine de la thérapie, les rayons émis par les radio-isotopes 

permettent de détruire les cellules cancéreuses en augmentant les doses de 

rayonnement. 

1.4.2.1.3.1.1. Technétium-99 

La tomographie par émission monophotonique (TEMP ou SPECT) est la technique 

la plus utilisée actuellement en imagerie nucléaire. Elle est basée sur l’émission de 

rayonnement gamma par un radionucléide. Le technétium-99m, un émetteur 

gamma est le radionucléide le plus utilisé pour la TEMP. Il présente des propriétés 

nucléaires adaptées pour la TEMP tel qu’un rayonnement  de 140 keV qui est 

idéal pour les caméras actuelles. Il possède également une demi-vie suffisamment 

longue pour suivre in vivo l’accumulation du radiotraceur à base de 99mTC dans le 

tissu cible [79]. Actuellement la majorité des hôpitaux qui sont équipés de 

scintigraphie utilise le technétium-99m comme agents d’imagerie pour la TEMP en 

raison de son faible coût de production à partir d’un générateur (99Mo/99mTc). 

Le technétium-99m forme un complexe stable avec le DTPA. Il est le produit 

radiopharmaceutique le plus utilisé pour la scintigraphie rénale. Il est également 

très utilisé en imagerie pédiatrique. Hildo J.K. Ananias et al. ont montré que le 

peptide radiomarqué au technétium-99m (99mTc-HABBN) présentait des atouts 
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pour détecter le cancer de la prostate [80]. Monteiro et al. ont montré également 

que le peptide radiomarqué au technétium-99m (99mTc-PTX) avait un temps de 

circulation sanguine relativement long et une accumulation importante dans les 

tissus tumoraux (4T1) de souris atteints de cancer de seins [81]. Les auteurs ont 

montré que le 99m Tc-PTX pouvait servir de sonde d'imagerie pour le cancer du 

sein. 

1.4.2.1.3.1.2. Indium-111 

L’indium-111 est le deuxième radionucléide le plus couramment utilisé en TEMP. 

Il est produit dans un cyclotron et se désintègre en émettant deux photons gamma 

d’énergie respective 173 et 247 keV. Cette double émission de photons  par capture 

électronique et sa demi-vie de 2,8 jours  font de l’indium-111 un agent d’imagerie 

TEMP particulièrement intéressant pour les applications in vivo [82].  

L’indium est un cation métallique trivalent. Il se coordonne essentiellement avec 

des donneurs tels que l’azote ou l’oxygène. Il forme un complexe stable avec le 

dérive du DTPA [111In-DTPA] ou le DOTA pour le marquage de peptides ou de 

protéines. Le DTPA marqué à l’indium-111 est le produit radiopharmaceutique le 

plus utilisé en imagerie cérébrale et rénale [83] . En outre, l’oxine marquée à 

l’indium est utilisée pour les études in vitro afin de radiomarquer les globules 

blancs et globules rouges [84]. Ce chélate d’indium est utilisé pour détecter les 

infections présentes dans le sang. 

Actuellement, les produits radiopharmaceutiques marqués avec 111In sont des 

peptides et des protéines. Ils sont utilisés pour la détection de cancers et le ciblage 

des antigènes et des récepteurs surexprimés dans certaines cellules cancéreuses. 

1.4.2.1.3.1.3. Gallium-68 

Le Gallium-68 est un radionucléide émetteur de positon β+. Il est caractérisé par 

une demi-vie très courte (1,13h). Il est produit par un générateur d’isotope (68 Ge/68 

Ga) installé dans le site d’utilisation afin de limiter la perte d’activité résultant de la 

décroissance radioactive pendant son transport. 
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 Le Gallium-68 est principalement utilisé dans le marquage de peptides pour 

l’imagerie nucléaire [85]. Les peptides marqués au gallium-68 sont utilisés pour  la 

détection mais également pour le ciblage des récepteurs surexprimés de certaines 

tumeurs [86]. Les produits radiopharmaceutiques (68Ga-DOTATOC, 68Ga-

DOTATATE, 68Ga-DOTANOC) sont actuellement employés en imagerie et 

notamment pour la reconnaissance des récepteurs surexprimés des tumeurs. Un 

exemple très répandu est l’utilisation de complexes de gallium-68 pour le ciblage 

des récepteurs de la somatostatine [87]. Le PSMA marqué au gallium 68Ga permet 

aussi de détecter le cancer de la prostate [88]. 

Des agents à base 68Ga obtenus par complexation avec des chélateurs NODAGA, 

NOTA sont également adaptés pour les applications in vivo. Contrairement aux 

DOTA, DOTAGA, les agents chélatants NOTA et le NODAGA offrent une grande 

stabilité thermodynamique et cinétique avec le gallium-68 (Figure 17). 

           

                (a) NOTA                                                     (b) NODAGA 

 

          (c) DOTAGA 

Figure 17: Formules topologiques des différents chélateurs (a) (NOTA), (b) NODAGA, (c) 

DOTAGA 
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1.4.2.1.3.1.4. Cuivre-64 

L’isotope radioactif 64Cu (émetteur β+) est l’un des radionucléides utilisé en 

imagerie TEP [89]. Sa demi-vie (12,7 h) et ses caractéristiques de désintégration 

permettent de réaliser des images TEP de qualité comparable à celles obtenues 

avec le fluor-18. Il est donc une alternative intéressante au fluor-18 qui est 

handicapé par sa demi-vie très courte (1,83 h) [90]. L’isotope radioactif 64Cu est 

produit dans un cyclotron à partir d’irradiation de nickel-64 (réactions 64Ni (p,n)). 

En raison de sa faible énergie (653 keV), le cuivre-64 présente un grand intérêt en 

tant qu’émetteur de positon pour l’imagerie TEP [89]. Il peut également se lier 

avec des biomolécules (peptides ou protéines) pour devenir des produits 

radiopharmaceutiques pour un ciblage thérapeutique. Les conditions particulières 

de radiomarquage du cuivre et son temps de circulation sont importantes pour 

assurer un ciblage et une accumulation optimale. Ainsi, il est possible d’effectuer 

des acquisitions d’image entre 12h et 18h après l’injection. Le cuivre-64 présente 

une affinité pour les ligands macrocycliques. Les chélateurs macrocycliques de 

type tétraza et triaza sont les plus utilisés pour le cuivre-64, en particulier, le dérivé 

NOTA [91]. Des études réalisées en milieu in vivo et in vitro ont montré que les 

dérivés NOTA ou NODAGA complexaient mieux le cuivre-64 que les dérivés 

DOTA ou DOTAGA. Les ligands bis(thiosemicarbazone) tétradentés acycliques 

forment également des complexes stables avec le cuivre-64 et sont donc 

intéressants pour certaines applications telles la perfusion myocardique, l’imagerie 

cérébrale et la visualisation de l’hypoxie. 

1.4.2.1.3.1.5. Zirconium-89 

Le zirconium fait partie de la panoplie des radioéléments utilisés pour l’imagerie 

par tomographie par émission de positon (TEP). Il possède des propriétés 

nucléaires particulièrement intéressantes en raison de sa faible énergie de positon 

(395,5 keV). Ce qui induit l’obtention des images à haute résolution. Il possède 

également une demi-vie d’environ 72 heures bénéfique pour réaliser des images sur 

plusieurs jours après l’injection par voie intraveineuse. Le zirconium possède un 

degré d’oxydation (+4). Il peut être classé en tant qu’acide dur. Il a tendance à 

former des complexes à hexa ou octa coordinnés. In vivo, le zirconium libre est 

susceptible de s'accumuler dans les os [92]. Un moyen d’atténuer le risque de 
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toxicité est de le complexer avec un chélateur approprié afin d’exploiter ses 

caractéristiques avantageuses en milieu in vivo. Le dérivé de la DFO a été le 

premier chélateur linéaire utilisé pour complexer le zirconium-89 [93]. En raison 

de la simplicité du radiomarquage, le dérivé DFO devient le chélateur de choix 

pour l’imagerie TEP. Le développement plus récent de chélateurs de zirconium tels 

que DOTA, HOPO s’avère intéressant en raison de la stabilité accrue du complexe 

métallique en milieu in vivo (Figure 18) [94] [95]. 

 

                                               

                            DOTA                                                    HOPO 

Figure 18 : Formule topologique des chélateurs DOTA et HOPO 

 

1.4.2.1.3.1.6. Le fluor-18 

Le 18F-FDG est un radioisotope couramment utilisé en médecine nucléaire en 

raison de ses propriétés nucléaires intéressantes [68]. Il possède une activité 

importante et une durée de vie courte mais suffisamment longue (112 min) pour 

permettre la préparation du composé radiopharmaceutique à injecter. Actuellement, 

la plupart des radiotraceurs utilisées en oncologie sont des dérivés modifiés par du 

fluor-18 en appliquant la fluoration par voie électrophile ou par voie nucléophile. 

 

1.4.2.1.3.1.7. L’iode 

L’iode est couramment utilisé en imagerie médicale en tant qu’un agent de 

contraste pour l’imagerie CT. Les isotopes radioactifs de l’iode sont également très 

utilisés en médecine nucléaire en raison de ses propriétés nucléaires intéressantes. 

Par exemple l’iode-124 est utilisé en tant que radioélément émetteur β+ et gamma 

pour l’imagerie nucléaire [96] tandis que l’iode-125 est utilisé en tant qu’implant 

radioactif efficace pour le traitement de cancer de la prostate [97].  
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Différentes méthodes de marquage existent pour incorporer les isotopes de l’iode 

dans les molécules d’intérêt. Il existe la méthode indirecte et la méthode directe. La 

méthode indirecte consiste à introduire l’isotope de l’iode par l’intermédiaire d’un 

groupement prosthétique tandis que la méthode directe permet de fixer directement 

l’iode radioactif sur la molécule par liaison covalente.  

1.4.2.1.3.2. Greffage de chélatés de radioéléments 

L’utilisation croissante de la TEP a conduit à développer des radiotraceurs à base 

de gallium (68Ga) [98], de cuivre (64Cu) [99] et de zirconium (89Zr) [100]. Ces 

radioéléments sont des candidats intéressants en raison de leur demi-vie 

suffisamment longue. Cependant, leur biodistribution est inadaptée lors qu’ils sont 

administrés à l’état libre dans l’organisme. En outre certains d’entre eux sont 

toxiques sous leur forme ionique. Afin de profiter de leurs propriétés nucléaires 

intéressantes par un meilleur contrôle de leur biodistribution tout en limitant leur 

toxicité, les radioéléments sont incorporés dans des chélateurs organiques avec 

lesquels ils forment des complexes stables.  

Le choix du ligand est important car il permet d’influer sur les propriétés physico-

chimiques (solubilité, stabilité, inertie) et pharmacocinétiques du radioélément. Des 

études disponibles dans la littérature ont montré que les chélateurs macrocycliques 

sont plus inertes cinétiquement par rapport aux chélateurs acycliques. De plus, les 

chélateurs macrocycliques en raison de leur cavité macrocycliques (forme, taille, 

nombre de site de liaison) peuvent contenir parfaitement les ions métalliques dans 

leur cavité. De plus, la stabilité thermodynamique des complexes [ligand-

radioélément] est plus grande pour les macrocycles que pour les chélateurs 

acycliques [101]. Les tétraamines cycliques DOTA (1022,7 avec l’ion Cu2+), TETA 

(1021,6 avec l’ion Cu2+), CB-TE2A (1027,1 avec l’ion Cu2+), DO3A (1025,7 avec l’ion 

Cu2+),  sont effectivement connues pour complexer les éléments métalliques avec 

une très grande stabilité par rapport à leurs homologues linéaires (DTPA) 

(KML1021,4 avec l’ion Cu2+), (Figure 19).  
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(a) DOTA                                                          (b) TETA 

 

 

                                              

(c) CB-TE2A                                                                     (d) DO3A 

Figure 19: Formules topologiques des différents chélateurs (a) (DOTA), (b) TETA, (c) 

CB-TE2A (d) DO3A 

Le dérivé DOTA est l’un des chélateurs qui a été le plus largement utilisé pour 

radiomarquer certains isotopes tels que l’indium-111, le lutécium-177, le gallium-

68, le cuivre-64. Bien qu’il puisse complexer une grande variété de radioéléments, 

le complexe [DOTA-Cu] est admis moins stable que le complexe [NOTA-Cu] 

[103]. Le dérivé NOTA possède une cavité macrocyclique plus petite que celle du 

dérivé DOTA. Pour cette raison, le NOTA forme plus rapidement des complexes 

avec des petits ions tels que le Cu (II), le gallium (III). Récemment, S.C. Ghosh et 

al. ont comparé l’efficacité des dérivés DOTA, NODAGA et NOTA en tant 

qu'agents chélateurs pour le marquage du peptide (mAb 7) au cuivre-64 [102]. Le 

résultat de l’étude a montré que le dérivé NODAGA présentait une stabilité élevée 

in vivo par rapport au derivé DOTA. De plus, les auteurs ont montré également que 

le dérivé NODAGA présentait une faible absorption dans les organes sains 

contrairement au dérivé DOTA qui affichait une accumulation considérable après 

48 heures. Dans une autre étude similaire, Rylova et al. ont comparé la 

biodistribution in vivo des complexes (64Cu-DOTA-TATE) et (64Cu-NODAGA-

JR11) une heure, 4 heure et 24 heures après injection des radiopeptides [103]. Les 

résultats de l’étude ont montré que le complexe 64Cu-NODAGA-JR11 présentait 
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une clairance sanguine, une absorption tumorale rapides et un temps de rétention 

assez longue dans la tumeur alors que la pharmacocinétique du complexe 64Cu-

DOTA-TATE était moins favorable. De plus la clairance sanguine de 64Cu-DOTA-

TATE était très lente comparé au conjugué 64Cu-NODAGA-JR11. 

 Ces résultats suggèrent que la stabilité in vivo est largement meilleure avec le 

dérivé NODAGA.  

La desferrioxamine B (DFO) est un sidérophore bactérien connue pour être le seul 

chélateur qui donne un complexe stable avec le zirconium-89. D’autres chélateurs 

tels que l’EDTA et le DTPA sont connus également pour complexer l’ion 

zirconium. Néanmoins, leurs constantes de stabilité restent moins importantes que 

celui du dérivé DFO. Récemment une étude réalisée par Pandya et al. a montré que 

le DOTA complexait mieux l’ion zirconium que la DFO [96]. Toutefois, la 

cinétique de coordination de l’ion zirconium (Zr4+) est plus lente. La durée de 

radiomarquage de la DFO est de 15 min à la température ambiante alors qu’elle est 

assez longue pour les macrocycles tels que le DOTA, (30 à 90 minutes) malgré le 

chauffage à sous chauffage à 60 - 95°C.  

Tous ces exemples montrent la diversité des stratégies pour développer des 

nanosondes pour l’imagerie médicale. De plus, l’association de ces stratégies est 

possible pour développer des nano-objets pour l’imagerie multimodale. 

1.4.2.2. Agent moléculaire d’imagerie bimodale (IRM/TEP) 

La combinaison de l’imagerie par résonance magnétique et de l’imagerie nucléaire 

est une stratégie peu décrite dans la littérature, mais elle suscite un intérêt croissant 

pour les applications médicales. En effet, elle permet d’allier l’excellente résolution 

spatiale et temporelle de l’IRM à la très grande sensibilité de la TEP. La synthèse 

des agents d’imagerie bimodale détectable simultanément en IRM/TEP est un défi 

considérable pour les chimistes puisqu’il faut développer une sonde moléculaire 

portant plusieurs fonctionnalités. Une fonctionnalité pour chaque type d’imagerie 

et un site réactif pour immobiliser cette sonde bimodale sur un vecteur. Les sondes 

pour l’imagerie simultanée IRM/TEP nécessitent la présence d’un chélateur pour 

l’immobilisation des ions gadolinium (IRM) et d’un chélateur pour 
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l’immobilisation des ions émetteurs de positon ou d’un site réactif pour la 

fonctionnalisation par le fluor-18. 

Frullano et al. ont développé une sonde moléculaire sensible au pH pour imagerie 

IRM/TEP. Cette sonde GdDOTA-4AMP-F est constituée d’un macrocycle du 

dérivé DOTA et d’un cycle 1,2,3-triazole portant sur l’azote, un groupe 

fluorométhyle (CH2-F). Pour une partie des atomes de fluor, il s’agit de l’isotope 

radio-actif 18F qui est un émetteur de positon. La présence du macrocycle dérivé du 

DOTA qui forme des complexes stables avec l’ion paramagnétique Gd3+ et du 

radioisotope 18F confère à cette molécule à la fois un comportement d’agent de 

contraste pour l’IRM et de radiotraceur pour la TEP (Figure 20)[104]. 

 

Figure 20: Sonde moléculaire sensible au pH pour l’imagerie simultanée IRM/TEP [104]  

Frullano et al. ont ensuite comparé la relaxivité longitudinale (r1~1) du complexe 

GdDOTA-4AMP-F en fonction du pH, et dans deux milieux différents : une 

solution aqueuse saline et du plasma de lapin. Les auteurs ont constaté que les deux 

profils étaient similaires, ce qui pourrait indiquer que la sonde peut mesurer le pH 

du milieu physiologique (Figure 21) [104]. 
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Figure 21: la relaxivité du complexe GdDOTA-4AMP-F en fonction du pH [104]. 

Les travaux de Suchy et al. ont montré qu’il était également possible d’élaborer des 

sondes pour l’imagerie simultanée IRM/TEP par complexation à la fois des ions 

gadolinium (IRM) et des ions 64Cu2+ (TEP) grâce à la présence dans la même 

molécule de deux macrocycles DO3A identiques (Figure 22) [105]. 

 

 

Figure 22: Plateforme (IRM/TEP) composée de deux macrocycles DO3A [105]. 

La présence de deux cycles identiques pour complexer des ions différents peut 

poser des difficultés lors du marquage par les ions gadolinium et émetteurs β+. Afin 

de s’en affranchir, il a été proposé de synthétiser des plateformes avec deux 

chélateurs différents, Vologdin et al. ont développé une plateforme moléculaire 

comprenant le macrocycle DO3A (acide 2,2',2''-(1,4,7,10-tétraazacyclododécane-1,4,7-

triyl)triacétique) et le cycle AAZTA (acide 6-amino-6-méthylperhydro-1,4-
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diazepinetétraacétique). Le DO3A est connu pour complexer les ions gadolinium 

pour l’IRM, tandis que le chélate AAZTA a été choisi pour l’immobilisation des 

ions gallium (III) pour la TEP. Les deux chélateurs sont liés par un espaceur, un 

bras arylsulfonamide (Figure 23) [106].  

 

Figure 23: Plateforme pour l’imagerie simultanée IRM/TEP composée de deux 

macrocycles différents, DO3A et AAZTA [106]. 

La présence du bras arylsulfonamide est très intéressante car il est sensible au 

changement de pH (Figure 23) [106]. Les auteurs ont constaté que la relaxivité 

évoluait lorsque la valeur du pH changeait (r1 ∼ 3,7 mM−1 s−1 pour pH > 8 et;  r1 = 10,1 

mM−1 s−1 pour pH < 5). 

 

Figure 24: Mesure de la relaxivité en fonction du pH [106]. 
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La plateforme (Gd-DO3A-AAZTA-Ga) est donc très intéressante en tant que sonde 

bimodale IRM/TEP car elle pourrait mettre en évidence des changements de pH au 

sein des tissus qui sont souvent révélateurs d’un phénomène inflammatoire. 

 

Comme la TEP est beaucoup plus sensible que l’IRM, les démarches visant à 

concevoir des sondes bimodales IRM/TEP plus riches en gadolinium qu’en 

émetteurs de positon sont pertinentes. Un exemple a été décrit par Notni et al. Il 

s’agit de la synthèse d’agents d’imagerie bimodale (IRM/TEP). Cette molécule est 

composée d’un triazamacrocyle TRAP fonctionnalisé par trois bras phosphonate 

(TRAP : triazocyclononanetriphosphinate) liés à trois dérivé DOTA (acide 

1,4,7,10-tétraozacyclododécane-1,4,7,10-tétraacétique). La présence du dérivé du 

DOTA permet de complexer durablement l’ion gadolinium Gd3+ pour l’IRM tandis 

que pour la TEP, le triazamacrocyle permet d’immobiliser le radio-isotope 68Ga3+, 

émetteur β+ (Figure 25) [107]. 

 

Figure 25: Sonde moléculaire (IRM/TEP) à base de polyazamacrocyles : TRAP et DOTA 

[107]. 

 

Notni et al. ont ensuite réalisé une étude in vivo sur un rat Wistar sain. Les images 

acquises simultanément par l’IRM et de la TEP après injection de la sonde 

moléculaire montrent une superposition du signal de l’IRM et de la radioactivité de 

la TEP (Figure 26) [107]. 
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Figure 26: TEP/IRM d'un rat Wistar (plan coronal traversant les reins) : A) avant et B –D) 

25 min et 5 min après l'injection d'un mélange de la sonde moléculaire non radioactif à 

base de polyazamacrocyles (20 µmol) et d’un radioelement (27 MBq, 0,8 nmol): pondéré 

en T1 (A, B), images de fusion (C) et PET (D) [107]. 

 

 

Dans une autre étude, Kumar et al. ont travaillé avec une autre plateforme 

composée de deux types differents de macrocycles. Un noyau dérivé du NOTA 

(acide 1,4,7-triazacyclononane-N,N',N''-triacetique) placé au centre (rouge) 

conjugué à six dérivé DOTA (bleu) (Figure 27) [108]. Le dérivé NOTA permet 

d’immobiliser le radioisotope de 68Ga3+, émetteur β+, tandis que le dérivé DOTA 

permet de former un complexe stable avec l’ion gadolinium (III). La plateforme 

contient également un site de greffage intégré, trois groupements amine (vert) 

permettant d’accrocher un peptide (RGD) pour cibler les intégrines (αvβ3) des 

récepteurs surexprimés des cellules cancéreuses de type U87 MG.  
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Figure 27: Plateforme (IRM/TEP) à base d’un complexe bimétallique NOTA(68Ga)-

[DOTA(Gd)]6 [108]. 

Kumar et al. ont ensuite réalisé une étude de stabilité du complexe bimétallique en 

milieu in vitro et in vivo dans du sérum de rat et de l’urine de souris. Le principal 

résultat de l’étude a montré qu’il n’y a pas de libération des ions (Gd3+ et 68Ga3+) : 

le complexe bimétallique est resté stable dans le milieu sérum. Par la suite, les 

auteurs ont étudié la biodistribution in vivo sur des souris porteuses d’une tumeur 

de type U87 MG. Les images ont été enregistrées 1h après l’injection du complexe 

bimétallique NOTA(68Ga)-[DOTA(Gd)]6. La comparaison des images acquises par 

IRM pondérée T1 avant et 1h après l’injection intraveineuse (IV) révèle un fort 

blanchiment de la zone tumorale (repérée sur la figure 28 par une flèche).Ce 

blanchiment est caractéristique du rehaussement du contraste positif en IRM et 

donc de l’accumulation de la sonde moléculaire dans la zone tumorale. La 

radioactivité observée dans la tumeur grâce à la TEP confirme la présence de la 

sonde bimodale dans la tumeur. Cette accumulation est favorisée par la présence du 

peptide RGD en raison de son affinité pour les intégrines (αvβ3) surexprimées par 

la tumeur U87 MG. La superposition des images IRM et TEP après une injection 

unique de l’agent bimodal sur le même animal met en exergue le potentiel 

prometteur de la sonde en tant qu’agent d’imagerie simultanée IRM/TEP. 
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Figure 28: Images IRM, TEP et fusion des images TEP/IRM de la tumeur U87MG 

(xénogreffe) chez des souris SCID 1 heure après l’injection de la sonde NOTA(68Ga)-

[DOTA(Gd)]6 fonctionnalisée par le peptide RGD [108]. 

Récemment, le groupe de Franck Denat a proposé une autre alternative consistant à 

l’élaboration d’une plateforme monomoleculaire polyvalente pour l’imagerie 

multimodale. La stratégie mise en œuvre pour développer ce système 

monomoléculaire (MOMIAs), contenant à la fois une fonction (BODIPY) 

détectable par imagerie optique et un chélateur NODAGA ou DOTAGA pour 

complexer un radionucléide détectable par imagerie nucléaire (TEMP ou TEP) 

représente un défi en synthèse organique. Pour élargir l’application, on pourrait par 

exemple substituer la fonction (BODIPY) par un chélateur NODAGA pour 

l’immobilisation les radio-métaux tels que le (68Ga ou 64Cu) pour la TEP tout en 

gardant le chélateur DOTAGA pour l’immobilisation de l’ion gadolinium pour 

l’IRM. Un bras espaceur pourrait-être utilisée également pour connecter les deux 

macrocycles afin d’obtenir une sonde moléculaire pour imagerie bimodale 

IRM/TEP.  

 

 

1.4.2.3. Nanoparticules multifonctionnelles pour l’imagerie multimodale 

 

1.4.2.3.1. Généralités sur les nanoparticules 

Les recherches entreprises dans le domaine des nanosciences et nanotechnologies 

ont conduit au développement d’agents thérapeutiques, de sondes d’imagerie 

(diagnostique), ou de nanostructures combinant les deux à la fois (théranostiques) 
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pour lutter contre le cancer [109]. Sur le plan règlementaire (circulaire européenne 

n°2011/696/UE) les nanoparticules sont des objets dont au moins une de leurs 

dimensions est comprise entre 1 et 100 nanomètres [110] (Figure 29). Elles sont 

constituées par des atomes dont la majorité se trouve en surface. Ceci augmente la 

réactivité par l’augmentation du nombre d’atomes en surface avec la diminution de 

la taille des particules, conférant ainsi aux nanoparticules, des propriétés originales 

différentes de celles des matériaux massifs [111]. Ces propriétés optiques, 

électroniques et chimiques ont permis l’apparition de nouveaux outils d’imagerie et 

de thérapie. En plus, de ces propriétés intrinsèques, les nanoparticules ont la 

capacité de combiner plusieurs fonctions différentes pour différentes applications 

médicales (imagerie, radiothérapie,) ou différents groupes de ciblage des cellules 

tumorales tels que les peptides et les protéines en un seul objet. De plus, on peut 

avoir plusieurs éléments à haut Z concentrés dans un seul objet pour la 

radiothérapie. 

De ce fait, au cours de ces vingt dernières années, le nombre annuel de publications 

scientifiques est passé de quelques articles à 3500 articles en vingt ans (Figure 30) 

[112].   

 

Figure 29: Nombre de publication sur les nanoparticules d’or et d’argent de 1997 à 2016 

[112]. 
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 Figure 30: Comparaison de l’ordre de grandeur des nanoparticules et des constituants  

 

Contrairement aux molécules qui diffusent dans l’ensemble de l’organisme, les 

nanoparticules en raison de leur taille peuvent s’accumuler à l’intérieur de la 

tumeur par effet EPR (Enhanced Permeability and Retention). En effet, lors de 

l’angiogenèse tumorale, la vascularisation sanguine est perturbée. Cette 

perturbation se manifeste entre autre par des fenestrations de l’ordre de (400~600 

nm) entre les cellules endothéliales au lieu de 3-5 nm dans les vaisseaux irriguant 

les tissus sains [113]. Ce qui permet aux nanoparticules de diffuser entre les pores 

suffisamment larges et de s’accumuler dans la tumeur sans diffuser dans les 

organes sains. De plus, chaque nanoparticule contient un nombre important 

d'éléments actifs (exemple : atomes à haut Z pour la radiosensibilisation, d’ions 

Gd3+ pour l’IRM) plus élevé que les molécules (10-106 vs <10) [114] [115]. Un 

autre point intéressant dans la comparaison entre les nanoparticules et les sondes 

moléculaires est leur mode de production. La synthèse de nanoparticules se résume 

en une seule étape tandis que la synthèse des sondes moléculaires nécessite 

plusieurs étapes et des réactions en cascade avant d’obtenir le produit final. Un 

autre avantage avec les nanoparticules est la vectorisation des molécules 

thérapeutiques toxique (dans le cas de la chimiothérapie). Grâce à leur  petite taille 

et leur biocompatibilité, les nanoparticules peuvent pénétrer dans l'organisme toute 

en servant de vecteur pour la molécule thérapeutique dans son acheminement 

jusqu’à la zone cible. Enfin, contrairement aux molécules qui offrent peu des sites 

disponibles, les nanoparticules peuvent porter un grand nombre de fonctions 
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différentes. Une grande partie des nanoparticules multifonctionnelles 

(nanoparticules d’or, d’argent, de silice, de fer, d’oxyde de gadolinium, de 

quantum dot) possédant des propriétés intéressantes à l’échelle nanométrique, ont 

été ainsi développées pour combiner différents modalités d’imagerie 

(IRM/Optique, TEMP/CT, TEP/CT, TEMP/IRM). Parmi toutes les possibilités de 

combiner ces modalités d’imagerie, l’imagerie simultanée IRM/TEP est très 

attrayante. Elle allie l’excellente résolution anatomique de l’IRM à la très grande 

sensibilité de la TEP. Récemment, le groupe d’Olivier Tillement a développé des 

nanoparticules AGulx pour l’imagerie simultanée IRM/TEP [116]. Elles sont 

constituées d’un réseau de polysiloxane fonctionnalisé par deux chélateurs 

différents DOTAGA (acide 1,4,7,10-tétraazacyclododécane-1-glutarique -4,7,10-

triacétique) et NODAGA (acide 1,4,7-triazacyclononane-1-glutarique -4,7-

diacétique) capables de former des complexes stables respectivement avec les ions 

gadolinium (Gd3+) pour l’IRM et les ions cuivre-64 (64Cu2+) pour la TEP. Ces 

nanoparticules (NP) ultra-petites (<5 nm) ont été suivies in vivo par imagerie 

simultanée IRM/TEP (voir la partie 1.4.2.3.2.).    

 

1.4.2.3.2. Nanoparticules pour l’IRM/TEP 

L’imagerie hybride IRM/TEP est une technologie innovante qui consister à réaliser 

de manière simultanée l’acquisition de données par imagerie par résonance 

magnétique (IRM) et par tomographie par émission de positons (TEP), à l’aide 

d’une seule et même sonde. Elle allie la haute résolution de l’IRM à l’excellente 

sensibilité de la TEP dans le but de renforcer la fiabilité des diagnostics s’appuyant 

sur l’imagerie et des études de biodistribution d’agents thérapeutiques. 

Pour exploiter les avantages prometteurs de la combinaison (IRM/TEP), il convient 

de développer des agents d’imagerie à base de nanoparticules multifonctionnelles 

détectables par les deux techniques imageries. L’utilisation de ces nanoparticules 

multifonctionnelles présente un grand intérêt pour l’imagerie. Elles peuvent réunir 

différentes molécules ayant des fonctionnalités différentes à la surface des 

nanoparticules pour réaliser de l’imagerie in vivo et ou pour apporter une fonction 

thérapeutique. De plus leur taille et leur propriété physico-chimique peuvent être 

contrôlées pour influencer leur comportement en milieu physiologique in vivo 

[117]. A cet effet, différentes nanoplateformes multifonctionnelles ont été 
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développées par différentes équipes de recherches. Kim et al. ont développé un 

système bimodal en utilisant des nanoparticules d'oxyde de fer  (agent de contraste 

T2 pour l’IRM) fonctionnalisées par l’acide d’oléanolique présentant un effet 

inhibiteur sur la croissance tumorale dans le cas du cancer du colons et du 

chélateur NOTA-68Ga pour imagerie TEP [118]. Dans cette étude, les auteurs ont 

travaillé sur des souris mâles porteuses de tumeur HT-29. Les images IRM/TEP 

ont été obtenues par fusion des images de l’IRM et la TEP comme illustré dans la 

figure 31, Kim et al. ont démontré que ces nanosondes (IONP-OA-NOTA-Ga) 

pourraient être intéressantes pour réaliser une imagerie IRM/TEP simultanée.  

 

 

 

Figure 31: TEP, IRM et fusion IRM/TEP, après injection intraveineuse de nanoparticules 

d’oxyde de fer fonctionnalisées par OA et NOTA-Ga à une souris porteuse de tumeur HT-

29 [118]. 

Dans une autre étude in vivo réalisée à partir des nanoparticules AGulX recouvertes 

par deux types de ligands macrocycliques (DOTAGA et NODAGA) pour 

immobiliser respectivement les ions (Gd3+) et (68Ga), Truillet et al. ont étudié le 

potentiel de ces nanoparticules en tant que sonde d’imagerie bimodale IRM/TEP. 

Après synthèse, les nanoparticules AGulX qui sont caractérisées par un très faible 

diamètre hydrodynamique (Dh =2,5 nm) ont été radiomarquées avec un rendement 

de plus de 97%. Par la suite, Truillet et al. ont étudié la biodistribution des 

nanoparticules d’AGulx par IRM/TEP grâce à la présence des ions Gd3+ (IRM) et 

68Ga3+ (TEP). Les images IRM/TEP obtenues par fusion des images de l’IRM et la 

TEP ont confirmé une élimination rapide des nanoparticules d’AGulX par voie 
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rénale (Figure 32) [116]. Encore une fois, les auteurs ont démontré la 

complémentarité des deux modalités d’imagerie et l’utilité de développer des 

nanosondes multimodales. 

 

 

 

 

Figure 32: Les images IRM / TEP sur la même souris avec des nanoparticules d’AGuIX : 

(a – c) les images IRM d'une souris mâle après injection de 20 μmol d’une suspension de 

nanoparticules AGuIX solution, 60 min avant l’examen par IRM. (d) une image TEP / 

TDM avec 0,925 MBq de 68Ga-AGuIX (volume injecté: 150 μl) et placé sur un tampon de 

polystyrène chaud pendant 30 min [116]. 

 

Récemment dans une étude similaire, Vu-Long et al. ont développé une voie 

d’accès alternative aux AGulx (Dh inférieur à 5 nm) pour imagerie simultanée 

IRM/TEP. Les nanoparticules de polysiloxane portent deux types de chélateurs 

différents, DOTAGA pour complexer  les ions (Gd3+) et NODAGA pour 

immobiliser le cuivre-64 (64Cu2+) [119].  

Après synthèse, les nanoparticules de polysiloxane fonctionnalisées par des 

chélates de gadolinium ont été caractérisées par différentes techniques de 

caractérisation (DLS, potentiel zêta, étude de stabilité, complexation à l’europium 

etc.) avant d’être radiomarquées au cuivre-64. Ensuite, Vu-Long et al. ont étudié la 

biodistribution de ces nanoparticules doublement marquées au gadolinium et au 

cuivre-64 par imagerie simultanée IRM/TEP après injection intraveineuse à des 

souris mâles porteuses d’une tumeur TS/A. Les images IRM, TEP et la fusion des 

images IRM/TEP ont montré une co-localisation de la radioactivité (TEP) et du 

signal de l’IRM dans la région des reins (Figure 33) [119]. Les images ont 
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confirmé également une élimination rapide des nanoparticules et une faible 

accumulation dans la tumeur (Figure 33).  

Une fois de plus, les auteurs ont démontré la complémentarité des deux modalités 

d’imagerie et l’utilité de développer des nanosondes bimodales IRM/TEP. 

 

 

Figure 33: Images coronales IRM / TEP simultanées de souris porteuses de tumeurs TS/A 

(flèches blanches) après injection de SiGdNP@N-1(64Cu) nanoparticule. (a) contrôle 

l'image IRM pondérée en T1 d'une souris en bonne santé; (b) IRM T1 d’une souris portant 

une tumeur TS/A; (c) l’image TEP et (d) fusion des images IRM/TEP d’une souris portant 

une tumeur TS/A, 1 h après l'injection; (e) IRM T1; (f) TEP et (g) fusion des images 

IRM/TEP de souris porteuse d'une tumeur TS/A, 24 heures après l'injection [119]. 

 

En parallèle, dans le cadre d’un essai préliminaire réalisé au cours de la thèse de 

Gautier LAURENT, notre laboratoire a montré que les nanoparticules d’or 

recouvertes par le chélateur macrocyclique TADOTAGA (Au@TADOTAGA) 

pouvaient être co-marquées à la fois par les ions gadolinium (Gd3+) et par les ions 

cuivre-64 (64Cu2+). Malheureusement le relargage massif du radioisotope après 

injection intraveineuse a été constaté sur les images TEP (Figure 34). Ce relargage 

massif du cuivre-64 a indiqué que le chélateur TADOTAGA n’était pas adapté 

pour immobiliser le cuivre-64 à la surface des nanoparticules d’or dans 

l’organisme. 
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Figure 34: Etude de la biodistribution in vivo de nanoparticule d’or Au@TADOTAGA(Gd 

+ 64Cu) suivi par IRM/TEP : La  première colonne correspond aux images TEP, la 

deuxième aux images IRM (T1) et la troisième à la fusion des images IRM/TEP. 

 

1.5. Présentation de la thèse 

Les travaux de ma thèse s’inscrivent dans la continuité de la thèse de Gautier 

LAURENT. D’après les conclusions tirées des travaux de Gautier LAURENT et 

des données de la littérature, nous avons conclu qu’il n’y avait pas de chélateur 

universel. Il fallait donc élaborer des stratégies pour immobiliser les ions 

gadolinium pour l’IRM et les ions cuivre, gallium ou zirconium pour la TEP par 

deux chélateurs différents sur une même nanoparticule d’or. Cette conclusion 

constitue le point de départ de mes travaux de thèse qui ont été consacrés au 

développement de nanoparticules fonctionnalisées par deux types de chélateurs 

différents. Pour cela, nous avons identifié deux stratégies principales pour 

synthétiser des nanoparticules recouvertes par deux types de chélateurs différents.   

❖ La première stratégie consiste en la réduction du sel d’or en présence de 

deux molécules différentes, composées chacune d’un site d’ancrage (dérivé de 

l’acide thioctique qui comporte deux atomes de soufre pour assurer une 

immobilisation solide et durable) et d’un site de complexation. Le choix du site de 

complexation dépend de la nature des ions à immobiliser. Dans tous les cas, les 

nanoparticules seront fonctionnalisées par les ions gadolinium pour assurer un 
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suivi en IRM. Pour cette raison, la couche organique qui recouvre chacune des 

nanoparticules développées au cours de cette thèse contient le macrocycle 

DOTAGA. Pour le suivi simultané en TEP, nous avons concentré nos efforts sur 

l’immobilisation des ions cuivre-64 (64Cu2+) et des ions zirconium-89 (89Zr4+). Afin 

d’immobiliser les ions cuivre-64, le dérivé macrocyclique NODAGA a été choisi 

alors que la DFO, dont la capacité à former des complexes stables avec les ions 

zirconium-89 est rapportée dans la littérature, a été retenue pour radiomarquer les 

nanoparticules d’or avec cet émetteur de positon. 

❖ La deuxième stratégie repose sur l’utilisation d’une plateforme moléculaire 

TA[DOTAGA-lys-NODAGA] comportant un site d’ancrage et un bras espaceur 

terminé à chacune de ses deux extrémités par un chélateur différent. En 

l’occurrence, cette plateforme moléculaire porte un derivé DOTAGA pour la 

complexation des ions gadolinium et un derivé NODAGA pour l’immobilisation 

des ions cuivre-64. Au lieu de réaliser la réduction du sel d’or en présence d’un 

mélange de chélateur, nous proposerons au travers de cette stratégie de réduire le 

sel d’or en présence d’un seul type de molécules mais possédant  deux sites de 

complexation. 

Les chélateurs utilisés au cours de mes travaux de thèse sont pour la plupart 

originaux et ont été développés dans le cadre de la thèse de Vivek THAKARE de 

l’ICMUB (UB, Dijon). L’architecture des molécules a été discutée entre notre 

équipe et celle du Pr Franck DENAT (ICMUB) en tenant compte de nos besoins et 

des contraintes liées à la synthèse de ces différentes molécules (Figure 32). 

L’objectif principal de ces nanoplateformes est de pouvoir les suivre 

simultanément par imagerie IRM/TEP après injection intraveineuse sur le même 

animal. 
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Figure 35: Formules topologiques des différents chélateurs (a) TADOTAGA, (b)  

(TANODAGA), (c) TADFO, (d) TA[DOTAGA-Lys-NODAGA]. 
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Synthèse, caractérisation et étude de la 

biodistribution des nanosondes 

multifonctionnelles 

 

2.1 Introduction 

L’objectif principal de ma thèse consiste à développer des nanosondes pour 

l’imagerie simultanée IRM/TEP. Afin d’atteindre cet objectif, nous avons choisi 

sur la base de la littérature et d’expériences préliminaires de synthétiser des 

nanoparticules d’or fonctionnalisées par deux types de chélateurs macrocycliques 

différents pour immobiliser à la fois les ions Gd3+ pour l’imagerie par résonance 

magnétique (IRM) et 64Cu2+ ou 89Zr4+ pour la tomographie par émission de positon 

(TEP). La fonctionnalisation des nanoparticules d’or par deux sites de 

complexation peut être réalisée après synthèse des nanoparticules d’or. Cette 

stratégie nous a paru la moins intéressante car l’ajout post-synthèse et le contrôle 

de la proportion des chélateurs ajoutés peuvent altérer d’une part la composition et 

la stabilité colloïdale des nanoparticules et d’autre part le rendement des réactions 

de couplage est rarement de 100%. Au final, la post-fonctionnalisation produit des 

nanoparticules avec des surfaces complexes. 

A partir de cette réflexion, l’immobilisation des sites de complexation au cours de 

la formation des cœurs d’or nous a semblé la voie la mieux adaptée. Elle peut être 

mise en œuvre par application de la méthode de Brust qui consiste à réduire un sel 

d’or en présence de dérivés organo-soufrés. Ce protocole conduit à la formation de 

nanoparticules recouvertes par les molécules organosoufrées dont l’immobilisation 

sur le cœur d’or est assurée par la forte affinité qui existe entre l’or et le soufre. 

Afin de réaliser la fonctionnalisation des nanoparticules d’or en cours de synthèse 

par deux sites de complexation différents, nous avons envisagé deux stratégies 

distinctes. La première consiste à réduire le sel d’or en présence de deux molécules 

différentes se distinguant par le type de chélateur qu’elles portent alors que la 

deuxième stratégie repose sur l’utilisation d’une molécule portant deux sites de 

complexation différents (Figures 36 et 37). 
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Figure 36 : Schéma de la synthèse de nanoparticules d’or recouverte par un mélange de 

deux chélateurs différents. 

 

 

Figure 37 : Schéma de la synthèse de nanoparticules d’or recouvertes par une plateforme 

moleculaire comprenant deux sites de coordination différents. 

 

En plus du ou des chélateurs, chaque molécule possèdera deux atomes de soufre 

qui garantiront un ancrage durable sur les cœurs d’or. Sur la base de travaux 

antérieurs, des membres de l’équipe, les deux atomes de soufre sont introduits dans 

chacune des différentes molécules par couplage avec l’acide thioctique (TA) [120] 

(Figure 38). 

 

Figure 38 : Schéma de la synthese de l’acide thioactique (TA) par une amine primaire 

 



115 

 

Cette stratégie nécessite donc le développement de molécules originales. La 

discussion engagée avec l’équipe de Pr Franck Denat a conduit à l’élaboration de 

quatre molécules (TADOTAGA, TANODAGA TADOTAGA-lys-NODAGA, 

TADFO) dont le protocole de synthèse a été établi au cours de la thèse de Vivek S 

Thakare (Directeurs de thèse : Pr Franck Denat et Dr Fréderic Boschetti) [121]. 

Les chélateurs organiques (TADOTAGA, TANODAGA et TADFO) ont été 

développées pour immobiliser respectivement les ions Gd3+(IRM), 64Cu2+(TEP) et 

89Zr4+(TEP), alors que la molécule TA[DOTAGA-lys-NODAGA] a été conçue 

pour piéger à la fois les ions Gd3+ grâce au macrocycle de type DOTAGA et Cu2+ 

grâce au cycle de type NODAGA (IRM+TEP) (Figure 39). Le suivi simultané de 

ces nanoparticules d’or par IRM et TEP qui nécessite l’immobilisation sur la même 

nanoparticule des ions Gd3+ et émetteurs de positon (64Cu2+ ou 89Zr4+) pourrait 

donc être réalisé par des nanoparticules recouvertes de : 

 

✓ TADOTAGA(Gd) et TANODAGA(64Cu) 

✓ TADOTAGA(Gd) et TADFO (89Zr) 

✓ TA[DOTAGA(Gd)-lys-NODAGA(64Cu)] 

 

 

Figure 39 : Formules topologiques des différents chélateurs (a) (TADOTAGA), (b) 

TANODAGA, (c) TADFO, (d) TA[DOTAGA-lys-TANODAGA]. 
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Ce chapitre décrira la synthèse de ces nanoparticules d’or et leur comportement 

comme agent de contraste 

2.2 Synthèses et caractérisation des nanosondes IRM/TEP 

2.2.1. Synthèse de nanoparticules d’or recouvertes par une couche 

mixte de chélateurs 

La première approche pour produire des nanosondes pour l’imagerie simultanée 

(IRM/TEP) a consisté à synthétiser des nanoparticules d’or recouvertes par une 

couche mixte de deux types différents de chélateurs afin d’immobiliser sur une 

même nanoparticule à la fois des ions gadolinium pour l’IRM et des ions émetteurs 

de positons (64Cu2+, 89Zr4+) pour la TEP. Deux familles de nanoparticules ont été 

conçues : 

• La première regroupe des nanoparticules d’or fonctionnalisées par des chélates de 

gadolinium et de cuivre-64 : Au@(TADOTAGA(Gd))(TANODAGA(64Cu)). 

• La deuxième est constituée des nanoparticules recouvertes par des chélates de 

gadolinium et de ziconium-89 : Au@(TADOTAGA(Gd))(TANODAGA(89Zr)). 

Les caractéristiques chimiques des ions de cuivre-64 et zirconium-89 étant 

différentes, l’immobilisation de ces ions requiert des chélateurs différents. Les ions 

cuivre-64 forment des complexes stables avec les macrocycles de type NOTA alors 

que les ions zirconium-89 sont complexés de façon durable par des dérivés de la 

DFO. Afin d’assurer l’immobilisation de ces chélateurs, les chélateurs (NODAGA et 

DFO) ont été modifiés par de l’acide thioctique. Cette fonctionnalisation permet 

d’introduire deux atomes de soufre (liaison disulfure endocyclique) qui sont connus 

pour leur forte affinité par les surfaces d’or  [120],[122],[123],[124]. 

La stratégie mise en œuvre pour élaborer les nanoparticules d’or de chacune des 

deux familles a consisté à réduire le sel d’or par un réducteur puissant (NaBH4), en 

présence du mélange de deux chélateurs (TADOTAGA et TANODAGA pour la 

première famille et (TADOTAGA et TADFO pour la deuxième famille. Les 

nanoparticules d’or ont été synthétisées Au@(TADOTAGA)x(TANODAGA)y et 

Au@(TADOTAGA)x(TADFO)y avec deux rapports molaires de chélateurs 

différents (x/y = 10 et 2).  
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2.2.1.1. Synthèse de nanoparticules d’or recouvertes par TADOTAGA 

et TADFO, Au@(TADOTAGA)x(TADFO)y  

La synthèse des nanoparticules d’or Au@(TADOTAGA)x(TADFO)y consiste à 

réduire le sel d’or par le tétrahydruroborate de sodium (NaBH4), en présence du 

mélange de chélateurs organiques (TADOTAGA et TADFO) (Figure 40). 

 

 

Figure 40 : Schéma de la synthèse des nanoparticules d’or recouvertes par la couche mixte 

de chélateurs, Au@(TADOTAGA)x(TADFO)y, (x/y= 10 et 2). 

 

2.2.1.1.1. Protocole de synthèse des nanoparticules d’or 

Au@(TADOTAGA)2y(TADFO)y,(x/y=2) 

Une solution aqueuse de TADOTAGA (0,231 g ; 3,26.10-4 mol dissous dans 25 

mL d’eau ultrapure) et une solution aqueuse de TADFO (0,123 g ; 1,64.10-4 mol 

dissous dans 13 mL d’eau ultrapure) sont introduites successivement dans un 

ballon monocol de 250 mL contenant une solution méthanolique de sel d’or 

HAuCl4.3H2O (0,192 g ; 4,869.10-4mol dissous dans un volume de 60 mL de 

méthanol) sous agitation magnétique. La solution jaune clair (avant l’ajout des 

chélateurs) devient orange vif. Enfin, le réducteur tétrahydruroborate de sodium 

NaBH4 (0 ,2 g ; 5,28.10-3 mol dissous dans 13 mL d’eau ultrapure) est ajouté au 

mélange de sel d’or et de chélateurs par fractions (6 mL puis progressivement). 

L’addition de la solution aqueuse de NaBH4 au mélange s’accompagne 

instantanément de l’apparition d’une coloration noire et d’un dégagement gazeux. 

mailto:Au@(TADOTAGA)(TADFO)x
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Le mélange réactionnel ainsi obtenu est laissé sous agitation magnétique pendant 

environ une heure. Le ballon  est recouvert à moitié pour permettre l’évacuation du 

dihydrogène. 

 

2.2.1.1.2. Protocole de synthèse des nanoparticules d’or 

Au@(TADOTAGA)10y(TADFO)y 

Comme le rapport molaire ligand/sel d’or exerce une influence sur la taille des 

nanoparticules, la variation du rapport x a été réalisée à quantité de matière 

constante. En d’autres termes, la quantité de matière totale de chélateurs est la 

même (4,90.10-4 mol) quelle que soit la valeur de x. Dans le cas de la synthèse des 

nanoparticules d’or avec (x/y=10), nous avons procédé de la même façon que pour 

(x/y=2). La seule modification concerne la masse de TADOTAGA et de TADFO 

(Tableau 11).  

 

Tableau 11: Réactifs de la synthèse des nanoparticules Au@(TADOTAGA)x(TADFO)y 

pour (x/y=10 et 2) 

Réactants M (g/mol)    Masse (g) 
     n (mol) 

        (x/y=10) 

        n (mol) 

       (x/y=2) 
V (mL) 

      HAuCl4 · 3 H2O 

 

      393,85 

 

 

0,192 

 

 

        

 4,87.10-4 

 

 

 

dans 60 mL de  

méthanol 

        L1=TADOTAGA 

 

    707 

 

 

0,315 

 

 

       4,45. 10-4 

 

 

        3,26.10-4 

 

dans  

34,54 mL H2O 

L2= TADFO 

 

        748,99 

 

 

0,0337 

 

 

      4,5.10-5 

 

 

         1,64.10-4 

 

     dans 3,45 mL 

DMSO 

NaBH4        37,83 0,200 
 

5,28.10-3 

 

dans 13 mL H2O 
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2.2.1.1.3. Purification 

Apres la synthèse, les nanoparticules d’or Au@(TADOTAGA)x(TADFO)y 

Au@(TADOTAGA)x(TADFO)y, (x/y=10 et 2) sont purifiées par dialyse contre 

l’eau pure en utilisant un boudin de dialyse dont le seuil de coupure est compris 

entre 6 et 8 kDa. Le bain de dialyse est remplacé 3 fois par jour toute les quatre 

heures pendant 48 heures. Elle permet d’éliminer les éventuels résidus organiques 

tels que les ligands non accrochés et le solvant organique (le méthanol). Les 

nanoparticules d’or ainsi purifiées sont ensuite concentrées à l’aide d’une 

centrifugation dans des tubes à membrane (Vivaspin® de 10 kDa) à une vitesse de 

1500 tr/min, jusqu’à l’obtention d’une solution contenant environ 10 g Au/L. 

 

2.2.1.2. Synthèse des nanoparticules d’or recouvertes par TADOTAGA 

et TANODAGA, Au@(TADOTAGA)x(TANODAGA)y  

La synthèse des nanoparticules d’or, Au@(TADOTAGA(Gd))(TANODAGA) 

consiste à réduire le sel d’or par le tétrahydruroborate de sodium, en présence 

d’une couche mixte de chélateurs organiques (TADOTAGA (L2) et TANODAGA 

(L1)) avec un rapport molaire (x/y = 10 et 2) (Figure 41). 

 

Figure 41 : Schéma de la synthèse de nanoparticules d’or recouvertes par la couche mixte 

de chélateurs, Au@(TADOTAGA)x(TANODAGA)y, (x/y=10 et 2 avec x+y=n). 

 

 

mailto:Au@(TADOTAGA)(TANODAGA)0,5)
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Le marquage des nanoparticules d’or Au@(TADOTAGA(Gd))x(TANODAGA)y, 

(x/y=10 et 2) par l’ion gadolinium a été realisé selon deux strategies. La premiere 

stratégie consiste à synthetiser dans un premier temps les nanoparticules d’or 

Au@(TADOTAGA)x(TANODAGA)y, (x/y=10 et 2) puis à le marquer par l’ion 

gadolinium.  

La deuxième stratégie est plus avantageuse car elle permet de réaliser la 

complexation de l’ion gadolinium avant la synthèse des nanoparticules d’or 

Au@(TADOTAGA(Gd))2y(TANODAGA)y. Cette stratégie permet une 

immobilisation sûre des ions gadolinium à la surface des nanoparticules d’or. 

 

 

2.2.1.2.1. Première stratégie : marquage après synthèse 

Elle consiste à synthétiser des nanoparticules d’or Au@(TADOTAGA)x 

(TANODAGA)y, (x/y=10 et 2) selon la méthode de synthèse de Brust. Le 

marquage à l’ion gadolinium est effectué par ajout d’une solution d’ion gadolinium 

à la suspension de nanoparticules d’or fraichement préparée. 

 

2.2.1.2.1.1 Protocole de la synthèse des nanoparticules d’or 

Au@(TADOTAGA)2y(TANODAGA)y 

Une solution aqueuse de chélateur TADOTAGA (0,231 g ; 3,26.10-4 mol de 

TADOTAGA dans 25 mL d’eau ultrapure) et une solution aqueuse de 

TANODAGA (0,121 g ; 1.64.10-4 mol dissous dans 13 mL d’eau ultrapure) sont 

ajoutées successivement dans un ballon monocol de 250 mL contenant une solution 

méthanolique de sel d’or HAuCl4.3H2O (0,192 g ; 4,869.10-4 mol dissous dans un 

volume de 60 mL de méthanol) sous agitation magnétique. La couleur de la 

solution de sel d’or est jaune-clair avant l’ajout des chélateurs. Après l’addition des 

chélateurs organiques, le mélange réactionnel vire à l’orange vif. Une solution 

aqueuse de NaBH4 (0,2 g ; 5,28.10-3 mol dissous dans 13 mL d’eau ultrapure) est 

ajoutée par fractions (6 mL puis progressivement) au mélange de sel d’or et de 

chélateurs. L’ajout de la solution aqueuse de NaBH4 au mélange réactionnel se 

traduit par l’apparition d’une coloration noire. Cette coloration noire, accompagnée 

par un dégagement de dihydrogène, est attribuée à la formation de nanoparticules 

d’or. Le mélange réactionnel ainsi obtenu est laissé sous agitation magnétique 
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pendant environ une heure. Le ballon  est recouvert à moitié par un bouchon pour 

permettre l’évacuation du dihydrogène. 

Quelle que soit la valeur de x et y, la quantité totale de chélateurs reste identique. 

Pour cette raison, les protocoles ne diffèrent que par la quantité de chaque chélateur 

dont la quantité totale est identique pour chaque valeur de x et y dans le tableau 12. 

 

Tableau 12 : Réactifs de la synthèse de nanoparticule 

Au@(TADOTAGA)x(TANODAGA)y, (x/y=10) 

 

2.2.1.2.1.2. Marquage après synthèse 

Apres synthèses, le pH des suspensions de nanoparticules d’or 

Au@(TADOTAGA)x(TANODAGA)y, (x/y=10 et 2) a été ramené à pH acide (pH 

4-5) pour effectuer la complexation de l’ion gadolinium ([Gd3+] = 5 mM, 175 µL). 

Ensuite le pH des suspensions colloïdales a été ajusté à pH (7-8)  à l’aide de 

solution acide ou basique à 1 M. Les suspensions colloïdales 

Au@(TADOTAGA(Gd))x(TANODAGA)y, (x/y=10 et 2)  marquées au gadolinium 

(III) sont ensuite envoyées au laboratoire de radiopharmacie de la plateforme 

d’imagerie nucleaire du CGFL de Dijon pour radiomarquer avec le radionucléide 

de choix (64Cu ou 68Ga) pour une éventuelle étude de suivi par imagerie simultanée 

IRM/TEP. 

 

Réactants         Masse (g) M (g/mol) 
     n (mol) 

    (x/y=10) 

      n (mol) 

     (x/y=2) 
V (mL) 

  HAuCl4 · 3 H2O       0,192      393,85          4,87.10-4         4,87.10-4 
dans 60 mL de  

méthanol 

    L1=TADOTAGA      0,315   707          4,45.10-4           3,26.10-4 
dans  

34,54 mL H2O 

    L2=TANODAGA      0,0272        605,77         4,5.10-5           1,64.10-4  
dans  

3,45 mL H2O 

        NaBH4    0,200    37,83 5,28.10-3          5,28.10-3 
     dans  

13 mL H2O 
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Pour des raisons de fiabilité, nous avons opté pour la deuxième stratégie car elle 

nous permet d’avoir la certitude de la présence de chélates de gadolinium 

(TADOTAGA(Gd)) à la surface de  nanoparticules d’or. 

 

2.2.1.2.2. Deuxième stratégie : marquage avant synthèse 

La deuxième stratégie consistait à realiser la complexation de l’ion gadolinium 

avant la synthèse des nanoparticules d’or 

Au@(TADOTAGA(Gd))2y(TANODAGA)y. Le protocole de la complexation et de 

la synthèse de nanoparticules d’or Au@(TADOTAGA(Gd))2y(TANODAGA)y sont 

détaillées ci-après. 

 

2.2.1.2.2.1. Préparation du chélaté 

Dans un flacon, TADOTAGA (0,231 g ; 3,26.10-4 mol)  est dissous dans de l’eau 

ultrapure (13 mL). Dans un autre flacon (0,1212 g ; 3,26.10-4 mol)  est dissous de 

sel de gadolinium (GdCl3,2H2O) dans d’eau ultrapure (12,33 mL). Une fois les 

solides dissous, les deux solutions ont été mélangées puis  chauffées à 80°C 

pendant 6h. 

 

2.2.1.2.2.2. Protocole de la synthèse des nanoparticules d’or 

Au@(TADOTAGA(Gd))2y(TANODAGA)y, 

Une solution aqueuse de chélate de gadolinium TADOTAGA(Gd3+) 

([TADOTAGA(Gd)]= 2,57. 10-2 mol/L et V=25,33 mL) et une solution aqueuse de 

TANODAGA (0,121 g ; 1.64.10-4 mol dissous dans 13 mL d’eau ultrapure) sont 

ajoutées successivement dans un ballon monocol de 250 mL contenant une solution 

méthanolique de sel d’or HAuCl4.3H2O (0,192 g ; 4,869.10-4 mol dissous dans un 

volume de 60 mL de méthanol) sous agitation magnétique. La couleur de la 

solution de sel d’or est jaune-clair avant l’ajout des macrocycles. Après l’addition 

des chélates de gadolinium et des chélateurs, le mélange réactionnel vire à l’orange 

vif. Une solution aqueuse de NaBH4 (0 ,2 g ; 5,28.10-3 mol dissous dans 13 mL 

d’eau ultrapure) est ajoutée par fractions (6 mL puis progressivement) au mélange 

de sel d’or et de chélates et chélateurs. L’ajout de la solution aqueuse de NaBH4 au 

mélange réactionnel se traduit par l’apparition d’une coloration noire. Cette 

coloration noire, accompagnée par un dégagement de dihydrogène, est attribuée à 
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la formation de nanoparticules d’or. Le mélange réactionnel ainsi obtenu est laissé 

sous agitation magnétique pendant environ une heure. Le ballon  est recouvert à 

moitié par un bouchon pour permettre l’évacuation du dihydrogène. 

Les nanoparticules Au@(TADOTAGA(Gd)2y(TANODAGA)y et 

Au@(TADOTAGA)x(TANODAGA)y, (x/y= 10 et 2) synthétisées selon la méthode 

de Brust sont purifiées par dialyse pendant 48 heures (5 changements de bains de 

dialyse) afin d’éliminer les résidus organiques. Puis elles sont concentrées de façon 

à obtenir par centrifugation dans des tubes Vivaspin® de 10 KDa, des 

concentrations proches de (10 g Au/L).  

 

2.2.2. Synthèse des nanoparticules d’or recouvertes par un seul 

type de molécules mais portant deux sites de coordination 

spécifiques  

 

La deuxième approche pour développer des nanosondes pour l’imagerie simultanée 

IRM/TEP a consisté à synthétiser des nanoparticules d’or recouvertes par un seul 

type de molécule TA[DOTAGA-lys-NODAGA] mais possédant deux sites de 

complexation. En l’occurrence, un derivé DOTAGA pour la complexation de l’ion 

gadolinium pour l’imagerie IRM et un derivé NODAGA pour l’immobilisation de 

l’ion cuivre-64 pour l’imagerie TEP. Afin d’assurer l’immobilisation de la 

plateforme moléculaire TA[DOTAGA-lys-NODAGA] à la surface de 

nanoparticule d’or, celle-ci a été modifiée par de l’acide thioctique (TA) 

comportant deux atomes de soufre connus pour leur forte affinité par les surfaces 

d’or. La synthèse des nanoparticules Au@TA[DOTAGA-lys-NODAGA] a été 

réalisée en adaptant le protocole de Brust [125]. Pour cela, nous avons repris le 

protocole développé pour la synthèse des nanoparticules Au@TADOTAGA [126]. 

Les nanoparticules d’or ont été produites par réduction du sel d’or par NaBH4 en 

présence de la plateforme moléculaire TA[DOTAGA-lys-NODAGA] (Figure 42). 
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Figure 42 : Schéma de synthèse de nanoparticules d’or Au@TA[DOTAGA-lys-

NODAGA] recouvertes par une couche homogène de ligands possédant chacun deux sites 

de coordination. 

 

Pour des raisons d’approvisionnement du ligand TA[DOTAGA-lys-NODAGA], 

nous avons adapté notre protocole en réduisant les quantités des différents réactifs 

de façon à préparer des suspensions colloïdales de nanoparticules 

Au@TA[DOTAGA-lys-NODAGA] avec une concentration en or d’environ 10 g 

Au/L. 

 

2.2.2.1. Protocole de synthèse des nanoparticules d’or 

Au@TA[DOTAGA-Lys-NODAGA] 

Dans un ballon monocol de 50 mL, le sel d’or HAuCl4,3H2O (16 mg ; 4,06.10-5 

mol) est dissous dans le méthanol (5 mL). La solution de coloration jaune clair est 

ensuite placée sous agitation magnétique. En parallèle, le ligand TA[DOTAGA-

Lys-NODAGA] (48 mg ; 4,06.10-5 mol) est dissous dans l’eau ultrapure (3 mL). 

Après dissolution, la plateforme moléculaire est ajoutée sous agitation au contenu 

contenant du ballon (le sel d’or). Il en résulte un changement de couleur du jaune-

clair à l’orange vif. Enfin, le réducteur tétrahydruroborate de sodium NaBH4 (15 

mg ; 3,99.10-4 mol dissous dans 1 mL d’eau ultrapure) est ajouté au mélange 

réactionnel par fraction (0,5 mL puis progressivement). La coloration de la solution 

vire instantanément au noir avec un dégagement de dihydrogène. Le mélange ainsi 

obtenu est laissé sous agitation magnétique pendant environ une heure. Le ballon 

est recouvert à moitié par un bouchon pour permettre l’évacuation du dihydrogène. 
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2.2.2.2. Purification 

Aprèss l’étape de la synthèse organique, les nanoparticules d’or 

Au@TA[DOTAGA-lys-NODAGA] sont purifiées à l’aide d’un boudin de dialyse 

dont le seuil de coupure du boudin est compris entre 6 et 8 kDa. Le bain de dialyse 

est remplacé 3 fois par jour toutes les quatre heures pendant 48 heures par de l’eau 

deionisée pour se débarrasser des résidus organiques et inorganiques. La 

suspension purifiée est ensuite concentrée à 10 g Au/L  par centrifugation dans des 

tubes  Vivaspin® de 10 kDA.  

 

2.2.3. Lyophilisation  

La lyophilisation est une technique de séchage à froid. Elle consiste en 

l'élimination progressive des molécules d’eau présente dans l’échantillon par 

passage de l’état solide à l’état gazeux.  

Les suspensions colloïdales ont d’abord été congelées à -80°C pendant une nuit. 

Elles ont été ensuite introduites dans la cuve étanche de lyophilisation pour éviter 

les variations de pression et de température. Le système est relié à une pompe à 

vide pour extraire le gaz formé durant l’étape de la lyophilisation. La lyophilisation 

a été réalisée à l’Institut Lumière Matière (ILM) de Lyon dans l’équipe du 

Professeur Olivier Tillement. 

 

2.2.4. Caractérisation des nanoparticules synthétisées 

2.2.4.1 La spectrophotométrie UV-visible 

La réduction du sel d’or en nanoparticules d’or à l’échelle nanométrique se 

caractérise par un changement de couleur lié à la taille et à la forme de 

nanoparticules d'or. Cette modification de couleur résulte du phénomène de la 

résonance plasmonique de surface observée lorsque la longueur d’onde du 

rayonnement incident est plus grande que la taille des particules métalliques (λ >> 

Øparticules). Cette résonance plasmonique de surface a lieu dans le domaine du 

visible pour des nanoparticules d’or. Elle se traduit par l’absorption de la lumière 

visible. Comme la forme et la position de la bande d’absorption dépendent de la 

taille, de la forme et de l’environnement des nanoparticules d’or, la 

spectrophotométrie UV-visible qui est une technique simple à mettre en œuvre. 

Elle fournit rapidement et facilement des renseignements sur les suspensions 
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colloïdales, comme la gamme de taille des nanoparticules d’or, la dispersion en 

taille, la stabilité colloïdale. 

Mode opératoire : 

Pour chaque type de nanoparticules d’or, les spectres ont été enregistrés entre 400 

et 800 nm à partir des suspensions colloïdales (3 mL ; 0,2 g Au/L) obtenues par 

dilution dans l’eau ultrapure de suspensions-mères (10 g Au/L). L’appareil utilisé 

est un spectrophotomètre UV-visible de type SPECORD 210. 

 

2.2.4.2. Microscopie électronique en transmission (MET) 

La microscopie électronique en transmission (MET) est une technique de 

caractérisation très puissante. Elle permet une analyse morphologique, structurale 

et chimique des échantillons solides à l’échelle atomique et nanométrique. Elle 

consiste à faire passer un faisceau d'électrons à travers un échantillon. Ils sont 

ensuite recueillis par des détecteurs pour constituer une image électronique de 

l’échantillon. 

Mode opératoire : 

Une goutte (5 µL) de chacun des échantillons de nanoparticules d’or préalablement 

dilués (0,10 g Au/L) a été déposée sur une grille en cuivre recouvert d’un film de 

carbone. Ensuite, les grilles ont été laissées à l’air libre pendant environ une nuit 

pour sécher. Les suspensions colloïdales séchées ont été introduites dans la 

machine (JEOL 2100F, 200kV) pour réaliser des clichés. L’étude de microscopie 

électronique à transmission (MET) s’est déroulée à Dijon au sein du Laboratoire 

Interdisciplinaire Carnot de Bourgogne. Les clichés ont été réalisés par le Dr Rémi 

Chassagnon. 

 

2.2.4.3. Diamètre hydrodynamique (Dh) 

Le diamètre hydrodynamique des nanoparticules prend en compte la taille du cœur 

d’or, l’épaisseur de la couche de ligands et de la couche de solvatation (Figure 43). 
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Figure 43 : Schéma de la couche de solvatation et variation du potentiel de surface 

 

 Il reflète donc l’encombrement réel de la nanoparticule dans un milieu donné 

contrairement à la mesure de la taille réalisée à partir d’un cliché MET. Le 

diamètre hydrodynamique peut-être mesuré par des techniques de diffusion de 

lumière telle que la diffusion élastique de la lumière (DLS pour dynamic light 

scattering). Elle présente l’avantage de réaliser rapidement une analyse globale de 

distribution en taille des nanoparticules d’or. 

 

Mode opératoire : 

La mesure expérimentale du diamètre hydrodynamique (Dh) a été réalisée à partir 

d’une suspension colloïdale de nanoparticules d’or (0,25 g/L) ajustée à pH 7,4 avec 

une solution aqueuse d’hydroxyde de sodium NaOH, (1 ou 0,1 M) ou une solution 

d’acide chlorhydrique  (1 ou 0,1 M). La mesure du diamètre hydrodynamique a été 

réalisée à l’aide d’un zêtamètre (Nanosizer ZS de Malvern Instruments) équipé 

d’un laser He-Ne d’une longueur d’onde de 633 nm et connecté à un ordinateur. La 

mesure du diamètre hydrodynamique a été effectuée trois fois pour chaque 

échantillon.  
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2.2.4.4. Potentiel zêta  

Le potentiel zêta est un bon indicateur pour anticiper les domaines de stabilité 

colloïdale en s’appuyant sur le fait que des particules de même signe de charge se 

repoussent. Il est calculé à partir de la mobilité des particules en utilisant l’équation 

de Smoluchowski : 

µ=εζ/η 

Figure 44 : Equation de Smoluchowski 

 Avec µ, la mobilité électrophorétique des particules chargées ; ε, la permittivité 

diélectrique du milieu ; η la viscosité et ζ le potentiel zêta. La mesure du potentiel 

zêta est une technique rapide et fiable. Elle permet d’estimer la charge des 

nanoparticules d’or et donc la stabilité des suspensions colloïdales. 

Mode opératoire : 

La mesure expérimentale du potentiel zêta a été réalisée à partir des suspensions 

colloïdales de nanoparticules d’or obtenues par dilution dans une solution aqueuse 

de chlorure de sodium. Au final la concentration en or de ces suspensions est de 

1,25 mM (0,25 g Au/L) et celle en NaCl s’élève à 10-2 M. Les valeurs de pH des 

différentes suspensions colloïdales ont été ajustées avec une solution aqueuse 

d’hydroxyde de sodium NaOH (1 ou 0,1 M) ou une solution d’acide chlorhydrique  

(1 ou 0,1 M). La mesure du potentiel zêta a été réalisée à l’aide d’un zêtamètre 

(Nanosizer ZS de Malvern Instruments) équipé d’un laser He-Ne d’une longueur 

d’onde de 633 nm et connecté à un ordinateur. La mesure du potentiel zêta a été 

effectuée trois fois pour chaque échantillon.  

 

2.2.4.5. Analyse thermogravimétrie (ATG) 

L’analyse thermogravimétrique (ATG) est une technique d’analyse thermique 

quantitative. Elle consiste à mesurer la perte de masse d’un échantillon lorsque 

celui-ci est soumis à une augmentation progressive de température dans une 

atmosphère contrôlée. Elle permet de nous apporter des indications sur la stabilité 

thermique et la partie volatile de l’échantillon. Ainsi avec l’ATG, on peut 

déterminer le pourcentage de la composante organique (la phase la plus volatile) 

présente dans un matériau donné. 

 Mode opératoire : 
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Les analyses ont été réalisées au sein du laboratoire Interdisciplinaire Carnot de 

Bourgogne (ICB) de Dijon, à l’aide d’un analyseur thermogravimétrique de type 

Discovery TGA. Les différentes poudres obtenues par lyophilisation des 

suspensions colloïdales, (environ 1 mg) ont été placées dans une nacelle en platine. 

Les variations de température et de pression ont été ensuite contrôlées depuis un 

logiciel de l’ordinateur relié à la machine. Pour cette mesure, nous avons travaillé 

avec une rampe de température de (5°C/min) jusqu'à 800°C sous air avec une 

isotherme de 10 min. 

 

2.2.4.6. Dosage ICP-AES 

Dans un premier temps les échantillons des suspensions colloïdales (50 µL ; 10 g 

Au/L) ont été minéralisés par ajout de l’eau régale (HNO3/HCl 1:3 v/v, 1950 µL). 

Les échantillons minéralisés ont été ensuite envoyés au laboratoire Qualio à 

Besançon pour déterminer la teneur en or (g/L) par ICP-AES, (modèle Varian 720-

ES à torche). Les paramètres de l’analyse sont résumés dans le tableau 13 ci-

dessous. 

Tableau 13: Paramètres physiques de l’ICP-AES 

 

 

2.2.4.7. Estimation du nombre de ligands disponibles par dosage de l’ion 

europium(III)  

L'ion europium(III) de configuration électronique [Xe]4f7 est connu pour ses 

propriétés de luminescence reposant sur des transitions électroniques dans la 

couche 4f. La luminescence de l’ion europium(III) est très sensible à son 

environnement et se caractérise par  un coefficient d’extinction molaire très faible, 

une durée de vie assez longue et un décalage entre sa bande d’absorption et sa 

bande d’émission.  

Paramètres physiques Les valeurs affichées 

           Puissance 1300 W 

           Débit d’argon 15 L/min 

           Type de nébuliseur Concentrique 

           Longueurs d’onde de l’or (Au) 208 ; 207 ; 242,794 ; 267,594 nm 

          Température ~10 000 °C 
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Lorsque l’ion europium(III) est chélaté avec un ligand organique, son 

environnement est bien protégé (pas de contact avec l’eau) et son signal 

luminescent est préservé. Le but du dosage d’europium complexé consiste à 

quantifier indirectement les sites disponibles de chélateurs présents à la surface des 

nanoparticules d’or. Ainsi dans le cadre de mes travaux de thèse, nous avons 

effectué plusieurs dosage fluorimétriques des échantillons de nanoparticules d’or : 

Au@TADOTAGA; Au@TANODAGA; Au@(TADOTAGA)2y(TANODAGA)y. 

Le principe du dosage consiste à ajouter une quantité croissante d’ions europium 

par ajout d’une solution aqueuse de chlorure d’europium (Eu3+; 1mM) dans des 

flacons contenant des suspensions de nanoparticules d’or (Au@TADOTAGA; 

Au@TANODAGA; Au@(TADOTAGA)2y(TANODAGA)y, ([Au]= 10 mM ; 2 g 

Au/L). La réaction a lieu en milieu tampon acétate et à pH  5, afin d’éviter la 

formation d'hydroxyde d’europium. Ensuite, le mélange réactionnel a été placé 

sous agitation dans une étuve à (80°C) pendant 48 heures pour permettre la 

complexation totale des ions europium(III). 

Les mesures de la fluorescence ont été réalisées à l’ILM de Lyon au sein de 

l’équipe du professeur Olivier Tillement, à l’aide d’un spectrophotomètre à 

fluorescence Varian Cary Eclipse Agilent. Les paramètres physiques du dosage 

sont résumés dans le tableau 14.  

Tableau 14 : Paramètres physiques du dosage des ions europium(III) par 

fluorimétrie  

Paramètres physiques Les valeurs affichées 

         Mode Scan 

         Slit (Exc/Em) 20 nm/20 nm 

         Flash 1 

         Temps  de retard 0,1 ms 

         Temps de portée 5 ms 

        Longueur d’onde d’excitation 395 nm 

 

        Longueur d’onde d’émission 

594 nm (5D0  →   7F1) 

616 nm (5D0  →     7F2) 

        Voltage élevé 

        Filtre d’émission 430-1100 nm 
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2.2.4.8. Etude de la complexation des ions d’intérêt pour l’imagerie 

2.2.4.8.1. Etude de la complexation de l’ion gadolinium(III)  

L’ion gadolinium(III) forme un complexe stable avec le chélateur TADOTAGA. 

Pour quantifier indirectement les sites disponibles du chélateur TADOTAGA, nous 

avons évalué la quantité de gadolinium libre par  un dosage colorimétrique avec un 

complexant faible, le xylénol orange. Comme le xylénol orange est un complexant 

plus faible que TADOTAGA, la formation des complexes entre le xylénol et les 

ions gadolinium qui se traduit par la déformation du spectre du xylénol orange 

indique qu’il n’y a plus de site disponible dans la couche de TADOTAGA. En 

d’autres termes, tous les TADOTAGA contiennent un ion gadolinium. En milieu 

acide, il absorbe à 433 nm et sa couleur est jaune tandis qu’en milieu basique, il 

absorbe à 573 nm et sa couleur vire au rose lorsqu’il est complexé avec les ions 

gadolinium(III) libres présent dans la solution. Cette complexation se traduit par 

une déformation du spectre d’absorption du xylénol orange (le pic à 433 nm 

diminue alors que celui à 573 nm augmente en présence des ions gadolinium(III) 

libres). Le rapport des absorbances A573/A433 est proportionnel à la quantité des 

ions gadolinium(III) libres. L’étude de complexation de l’ion gadolinium(III) a été 

réalisée selon deux méthodes de dosage, à la température ambiante et par chauffage 

à 80°C. 

 

2.2.4.8.1.1. Dosage à la température ambiante : 

Le principe de ce dosage consiste à ajouter selon le rapport 

Gd/(TADOTAGA)2y(TADFO)y, une quantité croissante d’ions gadolinium par 

ajout d’une solution aqueuse de chlorure de gadolinium ([Gd3+] = 0,05 M) dans 

différents flacons contenant des suspensions de nanoparticules 

Au@(TADOTAGA)2y(TADFO)y, en or ([Au] = 0,5 mM ; 0,1 g Au/L). Le mélange 

réactionnel est ensuite laissé à la température ambiante pendant 48 heures pour 

s’assurer de la complexation totale des ions gadolinium(III) à la surface des 

nanoparticules. Par la suite, le mélange réactionnel est centrifugé dans un tube 

Vivaspin® de 10 kDA. Enfin, les ions gadolinium(III) non complexés présents 

dans le filtrat, sont dosés (en prélevant 100 µL du filtrat) en présence de xylénol 

orange (15,63 µM ; 3 mL). L’appareil utilisé est un spectrophotomètre UV-visible 
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de type SPECORD 210. Les spectres ont été enregistrés dans une fenêtre de lecture 

comprise entre 350 et 650 nm. 

 

2.2.4.8.1.2. Dosage par saturation des sites disponibles des chélateurs à 80°C : 

Le dosage par saturation consiste à saturer les sites disponibles des ligands présents 

à la surface des nanoparticules d’or. Pour cela, un volume croissant d’une solution 

aqueuse de chlorure de gadolinium (III) ([Gd3+] = 1 mM) a été ajouté dans 

différents flacons contenant des suspensions de nanoparticules d’or 

(Au@TADOTAGA; Au@TANODAGA; Au@(TADOTAGA)2y(TANODAGA)y, 

([Au] = 10 mM ; 2 g Au/L). La réaction a eu lieu en milieu tampon acétate et à pH  

5, afin d’éviter la formation d'hydroxyde de gadolinium. Ensuite, le mélange 

réactionnel a été placé sous agitation et dans une étuve à (80°C) pendant 48 heures 

pour permettre la complexation totale des ions gadolinium(III). Après 48 heures à 

80°C, l’excèdent des ions gadolinium qui ne peuvent pas être complexés à la 

surface de nanoparticules de fait de la saturation de la couche organique ont été 

dosés en présence de xylénol orange (100 µL de suspension dans 2,5 mL de 

solution de xylénol orange à 16,05 µM ). L’appareil utilisé est un 

spectrophotomètre UV-visible de type SPECORD 210. Les spectres ont été 

enregistrés dans une fenêtre de lecture comprise entre 350 et 650 nm. 

 

2.2.4.8.2. Etude de la complexation de l’ion zirconium (IV)  

L’ion zirconium(IV) est un cation monoatomique, connu pour avoir une très 

grande affinité avec le derivé DFO. Pour quantifier indirectement les sites 

disponibles du chélateur TADFO, nous avons effectué un dosage d’ions 

zirconium(IV) libre en présence d’un complexant faible, le chromazurol S (CAS). 

L’ion zirconium forme un complexe rose, stable [CAS-Zr4+) à 598 nm [8]. Le 

principe du dosage consiste à ajouter selon le rapport 

Zr/(TADOTAGA)2y(TADFO)y, une quantité croissante d’ion zirconium(IV) via 

une solution aqueuse de sulfate de zirconium(IV) ([Zr4+ ] = 0,05M) dans différents 

flacons contenant des suspensions de nanoparticules 

Au@(TADOTAGA)2y(TADFO)y, ([Au] = 5 mM ; 1 g Au/L) (Figure 45). Le 

mélange réactionnel est ensuite laissé à la température ambiante pendant 48 heures 

pour s’assurer de la complexation totale des ions zirconium (Zr4+) à la surface des 
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nanoparticules. Par la suite, le mélange réactionnel est centrifugé dans un tube 

Vivaspin® de 10 kDA. Enfin, les ions Zr4+ non complexés présents dans le filtrat 

(100 µL) sont dosés en présence du Chromazurol S par colorimétrie à 598 nm (6,6 

mM ; 3 mL). L’appareil utilisé est un spectrophotomètre UV-visible de type 

SPECORD 210. Les spectres ont été enregistrés dans une fenêtre de lecture 

comprise entre 500 et 700 nm. 

 

 

Figure 45: Dispositif d’ultrafiltration du mélange Au@(TADOTAGA)2y(TADFO(Zr))y. 

 

2.2.4.9. Etude de la stabilité colloïdale des nanoparticules d’or  

2.2.4.9.1. Stabilité à différents pH 

 

L’étude de la stabilité colloïdale à différents pH, en particulier autour du pH 

physiologique (pH = 7,4) est importante pour la préparation des suspensions 

injectables. Comme les propriétés optiques des suspensions de nanoparticules d’or 

sont sensibles à l’environnement, il est possible d’étudier la stabilité colloïdale par 

spectrophotométrie UV-visible. La stabilité colloïdale est caractérisée par l’absence 

de modification des spectres au cours du temps alors que l’agglomération et la 

précipitation induisent des changements significatifs dans l’allure des spectres. 

Mode opératoire : 

Les différents échantillons de suspensions colloïdales ([Au] = 1,25 mM ; 0,25 g 

Au/L) ont été répartis de manière homogène dans six flacons de même volume (5 

mL). L’ajustement des valeurs de pH a été ensuite effectué avec une solution de 

NaOH ou une solution de HCl de (1 M). Enfin, les spectres des suspensions 
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colloïdales à différents pH [1 à 11] ont été enregistrés sur une gamme de longueurs 

d’onde s’étalant de 400 à 800 nm, à l’aide d’un spectrophotomètre UV-visible de 

type SPECORD 210.  

 

2.2.4.9.2. Stabilité dans le temps et en milieux physiologique 

 

La stabilité colloïdale des suspensions en milieu physiologique (pH=7,4) est un 

paramètre indispensable pour l’étude de la biodistribution et la pharmacocinétique 

des nanoparticules. L’objectif principal de cette étude est de suivre dans le temps et 

en milieu physiologique simulé, la stabilité colloïdale des nanoparticules d’or. 

Pendant 3 mois, nous avons étudié la stabilité colloïdale des échantillons de 

nanoparticules d’or marqués au gadolinium(III), cuivre(II) et zirconium(IV) dans 

deux milieux différents (milieu aqueux et milieu physiologique simulé [NaCl]=145 

mM et [Hepes]=10 mM à pH 7,4). Une fois préparées, les différentes suspensions 

colloïdales ont été stockées à l’abri de la lumière avant d’enregistrer les spectres 

UV-visible à la température ambiante, deux jours par semaines durant 3 mois. A 

chaque mesure, le pH des suspensions colloïdales a été vérifié. 

 

2.2.4.9.2.1. En milieu physiologique simulé (NaCl/Hepes) et en présence des 

ions d’intérêt: 

 

Les échantillons de nanoparticules d’or Au@(TADOTAGA)x(TADFO)y, (x/y= 10 

et 2); Au@(TADOTAGA)x(TANODAGA)y avec (x/y= 10 et 2); 

Au@TA[DOTAGA-Lys-NODAGA] ont été marquées par les ions gadolinium(III), 

cuivre(II) et zirconium(IV)) en milieu acide, pH (acide 4-5) pour favoriser la 

complexation. Ensuite, une solution tampon de NaCl/Hepes (237 µL ; 145 mM/10 

mM) a été ajoutée aux différentes suspensions colloïdales 

(Au@(TADOTAGA(Gd))x(TADFO(Zr))y avec (x/y= 10 et 2); 

Au@(TADOTAGA(Gd))x(TANODAGA(Cu))y avec (x/y = 10 et 2); 

Au@TA[DOTAGA(Gd)-lys-NODAGA(Cu)]) avant d’ajuster le pH au pH 

physiologique (7,4) à l’aide d’une solution de NaOH ou HCl à  1 M. Le volume 

final étant porté à 5 mL dans chacune des suspensions colloïdales. 
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2.2.4.9.2.2. En milieu physiologique simulé (NaCl/Hepes) et en absence des 

ions d’intérêt: 

 

Nous avons refait la même expérience que précédemment en absence des ions 

d’intérêt, c’est-à-dire les suspensions colloïdales Au@(TADOTAGA)x(TADFO)y, 

(x/y= 10 et 2); Au@(TADOTAGA)x(TANODAGA)y avec (x/y= 10 et 2); 

Au@TA[DOTAGA-lys-NODAGA] sont d’emblée conditionnées en milieu 

physiologique, avec l’ajout de la solution tampon de NaCl/Hepes (237 µL ; 145 

mM/10 mM) avant d’ajuster le pH à 7,4 en utilisant une solution de NaOH ou HCl 

(1 M). Le volume final est porté à 5 mL dans chacune des suspensions colloïdales. 

 

2.2.4.9.2.3. Milieu aqueux et en présence des ions d’intérêt : 

Les différentes suspensions colloïdales Au@(TADOTAGA)x(TADFO)y avec (x/y= 

10 et 2); Au@(TADOTAGA)x(TANODAGA)y avec (x/y= 10 et 2); 

Au@TA[DOTAGA-lys-NODAGA] ont été marquées par les ions gadolinium(III), 

cuivre(II) et zirconium(IV)) en milieu acide (pH acide 4-5) pour effectuer la 

complexation. Ensuite les suspensions colloïdales marquées aux différents ions 

(Au@(TADOTAGA(Gd))x(TADFO(Zr))y avec (x/y= 10 et 2); 

Au@(TADOTAGA(Gd))x(TANODAGA(Cu))y avec (x/y = 10 et 2); 

Au@TA[DOTAGA(Gd)-lys-NODAGA(Cu)]) ont été ramenées à pH = 7,4 à l’aide 

d’une solution de NaOH ou HCl (1 M). Le volume final est porté à 5 mL dans 

chacune des suspensions colloïdales. En l’absence des ions d’intérêt (l’ion 

gadolinium(III), l’ion cuivre(II) et l’ion zirconium(IV)), les suspensions colloïdales 

ont seulement été ajustées à pH = 7,4. 

 

2.2.4.9.2.4. Milieu aqueux et en absence des ions d’intérêt: 

En absence des ions d’intérêt, les différentes suspensions colloïdales 

Au@(TADOTAGA)x(TADFO)y, (x/y= 2 et 10); 

Au@(TADOTAGA)x(TANODAGA)y, (x/y= 2 et 10); Au@TA[DOTAGA-lys-

NODAGA] ont été seulement ajustées à pH = 7,4 à l’aide d’une solution de NaOH 

ou HCl (1 M).  
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2.2.4.10. Radiomarquage et caractérisation du radiomarquage 

Le radiomarquage est une technique qui consiste à immobiliser à la surface des 

nanoparticules par un composé radioactif. Le marquage par des radionucléides 

métalliques est rendu possible par la présence d’agent chélatant à la surface des 

nanoparticules. Une fois les nanoparticules radiomarquées, elles sont administrées 

à l’organisme à explorer avant d’être détectées par imagerie nucleaire, en 

l’occurrence la TEP.  

Comme cela a été mentionné dans la partie précédente (Chapitre 1), les 

radionucléides métalliques sont généralement choisis en raison de leur période, de 

leur énergie, du type de chélateur. Dans notre cas, les travaux de radiomarquage 

ont été axés principalement sur l’utilisation des deux radionucléides, le cuivre-64 et 

le zirconium-89. 

 

2.2.4.10.1. Radiomarquage des nanoparticules 

Au@(TADOTAGA(Gd))x(TADFO)y avec x/y= 10 et 2  par 89Zr4+ 

Dans l’optique d’étudier la biodistribution de nanoparticules d’or par imagerie 

simultanée IRM/TEP après injection intraveineuse, les nanoparticules d’or 

recouvertes par une couche organique contenant TADFO ont été radiomarquées 

avant injection par les ions zirconium-89, connus pour former un complexe stable 

avec les dérivés DFO. L’immobilisation des ions zirconium-89 par les dérivés 

DFO et la présence des ions gadolinium piégés par le chélateur TADOTAGA 

devraient permettre le suivi des nanoparticules d’or 

Au@(TADOTAGA)2y(TADFO)y et Au@(TADOTAGA)10y(TADFO)y par imagerie 

simultanée IRM/TEP.  

Dans un microtube (a) contenant une solution tampon de carbonate de sodium 

(Na2C03 ; 28,9 µL) est ajoutée une solution d’oxalate de zirconium-89 (Zr(C2O4)2 ; 

64,2 µL ; 2 MBq). Le mélange réactionnel est laissé pendant 3 minutes à la 

température ambiante. Dans un autre microtube (b), une suspension colloïdale de 

nanoparticules Au@(TADOTAGA(Gd))(TADFO) (346 µL)  est diluée dans une 

solution de HEPES (137,5 µL ; 1 M) en présence d’un antioxydant, l’acide 

gentisique (5 mg). La solution d’ion zirconium-89 en milieu tampon (microtube a) 

est ensuite ajoutée à la suspension colloïdale (microtube b). Le mélange réactionnel 

a été incubé à 25 ° C sous agitation (1000 tr / min) pendant 15 minutes. La pureté 

mailto:Au@TADOTAGA-TADFO(0.5)
mailto:Au@TADOTAGA-TADFO(0.5)
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radiochimique est ensuite déterminée par radiochromatographie (AR-2000) sur une 

feuille de chromatographie en microfibres de verre (ITLC-SA). 

La biodistribution des nanoparticules d’or radiomarquées au zirconium-89, 

(Au@(TADOTAGA(Gd))(TADFO(Zr))) a été ensuite étudiée in vivo après 

injection intraveineuse à des souris saines par imagerie simultanée IRM/TEP. 

L’ensemble des opérations a été réalisé au sein de la plateforme d’imagerie 

nucléaire du centre George François Leclerc (CGFL) à Dijon, par Dr Mathieu 

Moreau et Dr Alexandra Oudot. 

 

2.2.4.10.2. Etude de la Stabilité du radiomarquage dans le temps  

Mode opératoire :  

L’étude de la stabilité du radiomarquage des nanoparticules a été réalisée dans 

deux milieux différents : dans un sérum de veau fœtal (riche en ions et protéines) et 

dans un milieu compétiteur contenant de l’EDTA. Pour le premier test, une 

suspension de nanoparticules Au@(TADOTAGA(Gd))(TADFO) marquées au 89Zr 

(50 µL) a été ajoutée à du sérum de veau fœtal (50 µL). Pour le second test, une 

suspension de nanoparticules Au@(TADOTAGA(Gd))(TADFO) marquée au 89Zr 

(50 µL) a été ajoutée dans une solution d'EDTA (100 µL ; 0,25 M). Le pH de ces 

deux mélanges a été ajusté à 7 avec des solutions de NaOH. Ces échantillons ont 

été chauffés à 37°C avant étudier la stabilité du radiomarquage par 

chromatographie sur couche mince (CCM) en utilisant des bandelettes de 

chromatographie (Tec-ControlTM, n ° 150-771, Biodex).  

Pour cela, un volume de chacun des échantillons (5 à 8 µL) a été prélevé à 

différentes périodes (0h, 24h, 48h, 5 jours et 7 jours après le radiomarquage) pour 

être déposé sur une bandelette. L’élution a été réalisée à l’aide d’un tampon citrate 

de sodium (20 mM ; pH 5). Ensuite, les bandelettes ont été découpées en deux 

morceaux conformément au guide du fabricant puis placées dans un tube afin de 

mesurer la radioactivité dans un compteur gamma (Cobra II autogamma, Packard). 

L'activité de la ligne de dépôt (premier morceau) sera comparée à celle du front de 

solvant. 
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2.2.4.10.3. Radiomarquage des nanoparticules Au@(TADOTAGA(Gd) 

)2y(TANODAGA)y, et Au@TA[DOTAGA-Lys-NODAGA] par les ions cuivre-

64, en présence de l’ion gadolinium (III) 

Comme les ions 64Cu2+ forment des complexes stables avec les dérivées 

NODAGA, nous avons synthétisé des nanoparticules 

Au@(TADOTAGA(Gd))(TANODAGA) et Au@TA[DOTAGA(Gd)-Lys-

NODAGA] afin d’immobiliser les ions Cu2+ à la surface des nanoparticules. La 

présence des ions gadolinium piégés par TADOTAGA et des ions cuivre-64 

devrait permettre l’étude in vivo de la biodistribution et de la pharmacocinétique 

des nanoparticules par imagerie simultanée IRM/TEP.  

Dans un microtube A contenant une solution tampon d’acétate d’ammonium 

AcONH4 (137 µL), est ajoutée une suspension colloïdale 

Au@(TADOTAGA(Gd))(TANODAGA) (500 µL). Ensuite dans le même 

microtube est introduite une solution de 64CuCl2 (137 µL) en présence d’une 

solution d’acide chlorhydrique à 1M. Le mélange réactionnel est incubé à 37°C 

pendant 45 minutes. La pureté radiochimique est ensuite déterminée par 

radiochromatographie (AR-2000). Le radiomarquage des nanoparticules 

Au@TA[DOTAGA(Gd)-lys-NODAGA] au cuivre-64 a été réalisé de la même 

façon que celui des nanoparticules Au@(TADOTAGA(Gd))(TANODAGA). 

Les nanoparticules Au@(TADOTAGA(Gd))(TANODAGA(64Cu)) et 

Au@TA[DOTAGA(Gd)-lys-NODAGA(64Cu)] radiomarquées au cuivre-64 ont été 

ensuite administrées par voie intraveineuse à des souris pour le suivi in vivo par 

imagerie simultanée IRM/TEP.  

 

2.2.5. Imagerie simultanée IRM/TEP 

2.2.5.1. Appareillage et protocole   

Les souris saines ont été imagées par un système d’imagerie IRM/TEP intégré qui 

a été développé dans le cadre du projet IMAPPI. Une fois anesthésié à l'isoflurane 

(2% en oxygène), elles ont été ensuite placées sur un lit qui est introduit dans 

l’enceinte de l’imageur IRM/TEP. L’imagerie simultanée IRM/TEP a été réalisée 1 

et 24 heures après l'injection des nanoparticules radiomarquées au cuivre-64 pour 

les nanoparticules  Au@TA[DOTAGA(Gd)-lys-NODAGA(64Cu)] et 

Au@(TADOTAGA(Gd))x(TANODAGA(64Cu))y et au zirconium-89 pour les 
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nanoparticules Au@(TADOTAGA(Gd)x(TADFO(89Zr))y avec différents rapports 

molaires des chélateurs (x/y=10 et 2). L’imageur IRM/TEP est constitué d’un 

imageur IRM (Aimant sec 7T ; Powerscan MRS-7024-PW MR Solutions, 

Guilford, Royaume-Uni) couplé à un imageur TEP (SiPM dual-ring PET-I-802 

insert). Les acquisitions IRM et TEP ont été effectuées simultanément. La 

respiration des animaux a été contrôlée avec un capteur de pression abdominale et 

un logiciel dédié (PC Sam, SAII, Stony Brook, US). Les données ont été collectées 

dans le système PET pendant 30 à 60 minutes. Les images ont été reconstruites 

avec l'algorithme OSEM (maximisation attendue des sous-ensembles ordonnés 3D) 

implémenté dans le système en utilisant 2 itérations, 32 sous-ensembles et une 

taille de voxel isotrope de 0,28 mm3.  

Les images IRM à spin rapide pondérées T1 et T2 ont été acquises avec 

synchronisation respiratoire et séquences en plans axial et coronal. Les séquences 

T1 ont été acquises avec un temps de répétition (TR) de 1000 ms, un temps d’écho 

(TE) de 11 ms. Les séquences T2 ont été acquises avec un TR de 4000 ms et un TE 

de 45 ms. Les paramètres suivants ont été utilisés pour T1 et T2: angle de 

retournement de 90 °, moyenne de 4 signaux, épaisseur de coupe de 1 mm, taille de 

pixel transaxiale de 0,15x0,15 mm² et matrice de 256x256 pixels. 

 

2.2.5.2. Préparation des animaux avec et sans tumeur 

Pour cette étude, des souris NMRI nude femelles âgées de six à huit semaines ont 

été utilisées. Les cellules tumorales de type TS/A (adénocarcinome mammaire 

murin) ont été implantées par injection sous cutanée sur le flanc à raison de 2.107 

cellules. L’implantation est réalisée sous anesthésie gazeuse à l’isoflurane. Après 

trois à cinq semaines de croissance tumorale, les souris reçoivent une injection 

intraveineuse de 100 μL de suspension injectable de nanoparticules (3 souris par 

type de nanoparticules). Pour cela, nous avons étudié deux types de 

nanoparticules : Au@TA[DOTAGA(Gd)-lys-NODAGA(64Cu)] et 

Au@(TADOTAGA(Gd))2y(TANODAGA(64Cu))y. Apres l’injection par voie 

intraveineuse, les nanoparticules ont été suivies par imagerie simultanée IRM/TEP.  

Pour les deux autres types de nanoparticules 

Au@(TADOTAGA(Gd)x(TADFO(89Zr))y avec le rapport molaire x/y = (10 et 2), 

l’étude de la biodistribution a été réalisée avec des souris saines après une 



140 

 

injection intraveineuse de 100 μL de suspension de nanoparticules (3 souris par 

type de nanoparticules). 

 

2.2.5.3. Suspensions injectables 

Apres synthèse, les différentes suspensions colloïdales ont été purifiées puis leur 

pH a été ajusté au pH physiologique (pH 7,4 ; 150 mM NaCl/10 mM Hepes) à 

l’aide de solutions acide (HCl) ou basique (NaOH) à 1 M. Elles ont été ensuite 

filtrées à la seringue afin d’extraire toute impureté chimique et ou biologique. 

Enfin, les suspensions colloïdales sont radiomarquées par le radionucléide choisi 

avant d’être injectées par voie intraveineuse chez l’animal, pour étudier leur 

biodistribution dans l’organisme. 

  

2.2.5.4. Comptage gamma 

Pour le comptage gamma des organes, le sang, les tumeurs et les organes ont été 

prélevés, pesés et la radioactivité dans ces échantillons a été mesurée avec un 

compteur à scintillation (Cobra 4180, Perkin Elmer, Waltham, MA, USA). Le 

compteur a été calibré de manière croisée avec le calibrateur de dose utilisé pour 

mesurer la dose injectée. La plage de linéarité a été déterminée pour toutes les 

géométries utilisées dans le comptage ex vivo. Les données ont ensuite été 

converties en pourcentage de la dose injectée et en pourcentage de la dose injectée 

par gramme de tissu. Les comptages ont été réalisés au sein de la plateforme 

d’imagerie nucléaire du centre George François Leclerc (CGFL). 

 

2.2.5.5. Analyse des organes par ICP-AES 

Après le comptage gamma (c’est-à-dire, une fois que la radioactivité a atteint un 

niveau suffisamment faible), les différents organes des souris ont été récupérés 

pour réaliser des analyses en ICP-AES. Les organes ont d’abord été décongelés 

puis ont été séchés à l’étuve à 80°C pendant 48 h. Ils ont été ensuite digérés à l’eau 

régale puis filtrés à l’aide d’une seringue avant de les envoyer au laboratoire 

Qualio pour déterminer la concentration en or (g/L) (voir 2.2.4.6. pour les 

paramètres de l’appareil). 
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2.3. Résultats et Discussion 

2.3.1. Nanoparticules d’or recouvertes par une couche mixte de 

chélateur Au@(TADOTAGA)x(TADFO)y (x/y = 10 et 2) 

 

2.3.1.1. Morphologie et stabilité colloïdale 

La synthèse des nanoparticules Au@(TADOTAGA)x(TADFO)y a été réalisée par 

réduction du sel d’or HAuCl4.3H2O par NaBH4 en présence du mélange de deux 

chélateurs. Deux rapports molaires de ces chélateurs (x/y= 

n(TADOTAGA)/n(TADFO)) ont été testés (x/y= 10 et 2). Comme la DFO est 

hydrophobe, nous avons adapté le protocole en utilisant un solvant organique 

(DMSO) pour dissoudre la DFO. Apres synthèse et purification, les nanoparticules 

ont d’abord été caractérisées par microscopie électronique à transmission (MET) 

en prélevant une goutte (5 µL) de chacun des échantillons de nanoparticules d’or 

préalablement dilués. Les différentes suspensions colloïdales ont été ensuite 

déposées sur une grille en cuivre recouvert de carbone. Les clichés pris lors des 

sessions de microscopie électronique à transmission (MET) ont fourni des 

informations structurales et morphologiques. Les micrographies des nanoparticules 

Au@TADOTAGA)x(TADFO)y  (x/y=10 et 2) montrent manifestement une 

distribution assez homogène du diamètre du cœur des nanoparticules (Figure 46).  

 

                                          

                                             (a)                                                 (b) 

Figure 46: Clichés MET des particules d’or (a) Au@(TADOTAGA)10y(TADFO)y et 

Au@(TADOTAGA)2y(TADFO)y 

Ces dimensions (2,30 nm pour Au@(TADOTAGA)10y(TADFO)y et  2,43 nm pour 

Au@(TADOTAGA)2y(TADFO)y) sont identiques à celle du cœur d’or des 

nanoparticules d’or (Au@DTDTPA, Au@TADOTA, Au@TADOTAGA) déterminées 

mailto:Au@(TADOTAGA)(TADFO)0,5
mailto:Au@TADOTAGA-TADFO(0.5)
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précédemment dans les travaux de Christophe Alric [128] et de Gautier Laurent [126]. 

Les faibles dimensions observées par MET sur un nombre limité de nanoparticules d’or 

sont caractéristiques de l’ensemble de l’échantillon d’après l’allure des spectres 

d’absorption UV-visibles réalisés sur les mêmes suspensions colloïdales. Le phénomène 

de résonance de plasmon observé pour les nanoparticules d’or se caractérise par une 

forte absorption de la lumière visible qui dépend de la taille, de la forme et de 

l’environnement des nanoparticules [129]. Cependant pour les nanoparticules de taille 

inférieure à 3 nm, la bande d’absorption  plasmon n’est quasiment plus visible. Ainsi 

l’étude par spectroscopie UV-visible s’avère pertinente car elle donne accès à des 

informations qualitatives voire quantitative sur la gamme de tailles, la distribution en 

taille et la stabilité colloïdale. Dans la figure 47, les spectres UV-visibles des 

suspensions colloïdales Au@(TADOTAGA)x(TADFO)y,(x/y=2 et 10) affichent une 

bande plasmon très aplatie au voisinage de 520 nm. 

 

 

Figure 47: Spectres UV visible des suspensions des nanoparticules d’or (bleu) 

Au@(TADOTAGA)2y(TADFO)y et (rouge) Au@(TADOTAGA)10y(TADFO)y, 

La faible absorption au voisinage de 520 nm indique que les diamètres des cœurs 

d’or de ces particules Au@(TADOTAGA)2y(TADFO)y, (en bleu)  et 

Au@(TADOTAGA)10y(TADFO)y (en rouge) sont de l’ordre de 2 à 3 nm. Ces 

résultats concordent bien avec ceux obtenus à partir des clichés de  MET. Pour 

cette raison, nous avons réalisé des mesures de diamètre hydrodynamique de 

chacune des nanoparticules Au@(TADOTAGA)x(TADFO)y  (x/y=10 et 2) par 

mailto:Au@TADOTAGA-TADFO(0.5)
mailto:Au@TADOTAGA-TADFO(0.5)
mailto:Au@TADOTAGA-TADFO(0.5)
mailto:Au@TADOTAGA-TADFO(0.5)
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diffusion de lumière (DLS). Le diamètre du cœur d’or qui constitue les 

nanoparticules Au@(TADOTAGA)x(TADFO)y est une information utile mais pas 

suffisante car elle ne représente pas la taille réelle de l’objet. La connaissance de 

l’encombrement réel des nanoparticules d’or est essentielle pour des applications in 

vivo. Par exemple, il a été montré au travers de plusieurs études que la clairance 

rénale n’est observée que pour des nanoparticules dont le diamètre 

hydrodynamique n’excède pas 10 nm [130]. Les mesures de taille (ɸTEM, Dh) et les 

spectres d’absorption UV-visible ont été réalisés après dilution de suspensions 

colloïdales dont la concentration en or déterminée par ICP-AES après purification 

varie entre 8  et 10 g/L. Les résultats de ces mesures sont récapitulés dans le 

tableau 15.  

 Tableau 15 : Résultats récapitulatifs des mesures physico-chimiques 

Au@(TADOTAGA)x(TADFO)y en fonction de x/y de  (DLS, TEM, ICP-AES). 

 

En plus des informations sur la taille, les données sur la stabilité colloïdale en 

phase aqueuse sont également essentielles pour une application in vivo des 

nanoparticules d’or. Nous avons donc étudié la stabilité colloïdale des différentes 

particules d’or sur une plage de pH allant de 1 à 11. A l’exception des pH 

inférieurs à 5, les spectres UV visibles des nanoparticules d’or sont superposés sur 

une large gamme de Ph (de 5 à 11) (Figure 48). Cela signifie que les nanoparticules 

d’or Au@(TADOTAGA)x(TADFO)y (x/y=10 et 2) forment des suspensions 

colloïdales stables et notamment au pH physiologique (7,4). Elles paraissent donc 

adaptées pour les applications in vivo après injection intraveineuse. 

Nanoparticules  

d’or  

     Au@(TADOTAGA)x(TADFO)y 

(x/y=10)   

        Au@(TADOTAGA)x(TADFO)y 

(x/y=2)   

   Dh (nm)    8,04 nm   8,86 nm  

ɸTEM (nm)   2,30 nm    2,43 nm  

mailto:Au@TADOTAGA-TADFO(0.5)
mailto:Au@TADOTAGA-TADFO(0.1)
mailto:Au@TADOTAGA-TADFO(0.5)
mailto:Au@TADOTAGA-TADFO(0.1)
mailto:Au@TADOTAGA-TADFO(0.1)
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Figure 48: Spectres UV-visible des suspensions de nanoparticules d’or à différents pH :(a) 

Au@(TADOTAGA)10y(TADFO)y et (b) Au@(TADOTAGA)2y(TADFO)y. 

La diminution d’absorbance observée sur les spectres des suspensions de pH<5 

reflète une modification de la taille de la forme et de l’environnement des 

nanoparticules d’or. De telles modifications sont caractéristiques d’une 

agglomération des nanoparticules. Cette stabilité colloïdale des nanoparticules d’or 

entre pH 5 et 11  concorde avec les mesures de potentiels zêtas effectuées sur ces 

mêmes suspensions de nanoparticules d’or. Les courbes de potentiel Zêta en 

fonction du pH de différentes nanoparticules d’or montrent que les nanoparticules 

sont chargées négativement pour des pH supérieurs à 3 et positivement pour des 

pH inférieurs à 3 (Figure 49). Les charges négatives résultent de la déprotonation 

des groupements acide carboxylique (–COOH) et des groupements ammonium 

alors que charges positives résultent de la protonation des amines tertiaires et des 
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groupements carboxylates. Si, on compare les valeurs de potentiels zêta des deux 

courbes des suspensions colloïdales Au@(TADOTAGA)10y(TADFO)y, (courbe 

rouge) et Au@(TADOTAGA)2y(TADFO)y,(courbe bleue) on constate que la 

courbe en bleu présente des valeurs absolues de potentiels zêtas nettement plus 

élevées que celle de la courbe en rouge dans l’intervalle de pH compris entre 3 et 

11. Cette différence pourrait s’expliquer par le fait que les nanoparticules 

Au@(TADOTAGA)2y(TADFO)y seraient, comme attendu au vu du faible rapport 

x/y, recouvertes d’une couche organique mixte (TADOTAGA et TADFO) qui 

contient moins de fonctions -COOH par rapport aux nanoparticules d’or 

Au@(TADOTAGA)10y(TADFO)y,(x/y=10). La charge positive provient de la 

protonation des groupements amine tertiaire. En conclusion, la forte charge 

négative des nanoparticules Au@(TADOTAGA)(TADFO) observée à partir de pH 

5 garantit une stabilité colloïdale à pH physiologique. Cette dernière constitue un 

atout pour la préparation des suspensions injectables. Toutefois, il est important 

d’évaluer la stabilité colloïdale dans le temps en milieu physiologique (pH 7,4). 

 

 

Figure 49 : Courbes représentant le potentiel zêta en fonction du pH des suspensions de 

nanoparticules d’or Au@(TADOTAGA)2y(TADFO)y (diamants bleus) et 

Au@(TADOTAGA)10y(TADFO)y (carrés rouges). 

Afin de réaliser une telle évaluation, nous avons enregistré pendant environ 3 mois 

les spectres UV-visible des nanoparticules Au@(TADOTAGA)x(TADFO)y 

mailto:Au@TADOTAGA-TADFO(0.1)
mailto:Au@TADOTAGA-TADFO(0.1)
mailto:Au@TADOTAGA-TADFO(0.1)
mailto:Au@TADOTAGA-TADFO(0.1)
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(x/y=10 et 2), en présence et en absence d’ions gadolinium (III) et zirconium(IV). 

Ces suspensions ont été préparées comme si elles allaient être injectées (solution 

aqueuse de NaCl (145 mM) d’Hepes (10 mM) tamponnée à pH 7,4). Pour les 

différentes nanoparticules d’or étudiées, nous constatons une quasi superposition 

des courbes dans le temps en milieu aqueux et en milieu NaCl/Hepes, en présence 

et en absence des ions gadolinium et zirconium) (Figure 50). 

 

 

   

                                                                                                       

Figure 50: Spectres UV-visible des suspensions de nanoparticules d’or, (a et 

b) Au@(TADOTAGA(Gd))10y(TADFO(Zr))y, et (c et d) 

Au@(TADOTAGA(Gd))2y(TADFO(Zr))y, en milieu aqueux (a et c) et en milieu 

NaCl/hepes (b et d)  à pH 7,4. 

 

Cette relative superposition des spectres reflète une absence de modification 

modérée des spectres. Nous pouvons en déduire que les suspensions des 

nanoparticules Au@(TADOTAGA)x(TADFO)y, (x/y= 10 et 2) présentent une 

excellente stabilité colloïdale satisfaisante dans les conditions d’injection (milieu 
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physiologique). Ces suspensions sont donc aptes pour une administration in vivo 

par injection intraveineuse. 

 

2.3.1.2. Analyse de la couche organique 

Les différentes caractérisations réalisées sur les nanoparticules 

Au@(TADOTAGA)x(TADFO)y, (x/y= 10 et 2) et sur leurs suspensions ont permis 

de montrer que la réduction de sel d’or en présence du mélange de chélateurs 

TADOTAGA et TADFO conduisait à la formation de nanoparticules d’or de taille 

contrôlée avec une bonne stabilité colloïdale. Ces résultats suggèrent que les cœurs 

d’or sont recouverts par une couche organique dont la composition est inconnue. 

Afin de mieux caractériser cette couche, nous avons effectué des analyses 

thermogravimétriques. Après lyophilisation, les différentes poudres de 

nanoparticules d’or ont été soumises à l’analyse thermogravimétrique. La masse 

nécessaire pour effectuer une telle mesure est de l’ordre de 1 à 10 mg de poudre 

pour chaque type de particule d’or. L’analyse thermogravimétrique s’est déroulée 

sous air avec une isotherme de 10 min et une rampe de température de 5°C/min 

jusqu'à 800°C.  

 

Figure 51: Courbe d’analyse thermogravimétrique de poudre de nanoparticules 

Au@(TADOTAGA)2y(TADFO)y. 
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Figure 52: Courbe d’analyse thermogravimétrique de poudre de nanoparticules 

Au@(TADOTAGA)10y(TADFO)y. 

Dans les figures 51 et 52, on constate une variation de la masse des échantillons de 

nanoparticules Au@(TADOTAGA)x(TADFO)y, (x/y=10 et 2) entre (100 à 550°C, 

en bleu). Cette variation de masse correspond à la désorption des ligands 

organiques, macrocyclique (TADOTAGA) et linéaire (TADFO) estimée à 48% 

pour  x/y=2 et à 42,5% pour (x/y=10) (Figures 51 et 52). Si 100% correspond à la 

particule fonctionnalisée avec la couche mixte des ligands 

(TADOTAGA)(TADFO), par soustraction, la masse de l’or restante est évaluée à 

52% pour Au@(TADOTAGA)2y(TADFO)y et 57,5% 

Au@(TADOTAGA)10y(TADFO)y (Figures 51 et 52). Ainsi la perte de masse due à 

la variation de la température peut-être estimée pour déterminer le nombre de 

ligands présents par nanoparticule d’or. L’analyse de thermogravimétrique des 

poudres de nanoparticules Au@(TADOTAGA)x(TADFO)y (avec x/y = 10 et 2) 

confirme la présence d’une couche organique (partie volatile de l’échantillon) dont 

la proportion (entre 42,5 et 48 %) est du même ordre de grandeur que celle 

mesurée pour Au@TADOTAGA pour une taille similaire du cœur d’or. (41% soit 

79 chélateurs TADOTAGA par nanoparticule d’or de 2,3 ± 0,5 nm). Les résultats 

de l’ATG ne permettent cependant pas de distinguer la proportion de TADOTAGA 

et de TADFO immobilisées à la surface des cœurs d’or 

d’Au@(TADOTAGA)x(TADFO)y. Il n’est donc pas possible de déterminer la 

mailto:Au@TADOTAGA-TADFO(0.5)
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quantité exacte des chélateurs à la surface de ces nanoparticules mais seulement un 

intervalle dont les bornes supérieures et inférieures encadrent la valeur globale de 

chélateurs TADOTAGA, TADFO présents à la surface des nanoparticules 

(Tableau 16). En effet, connaissant le diamètre du cœur d’or (MET), le 

pourcentage de la phase métallique et celui de la phase organique (ATG), la masse 

molaire de chaque chélateur, il est possible d’accéder à la quantité totale de 

chélateur (TADOTAGA + TADFO) par nanoparticule 

d’Au@(TADOTAGA)x(TADFO)y. 

 

Tableau 16 : Composition de la couche organique déterminée par ATG 

 

D’après le tableau 16, le nombre de chélateurs TADOTAGA et TADFO est 

compris entre 69 et 73 pour x/y =10 et entre 61  et 66 pour x/y=2). Ces valeurs sont 

proches de celle de nanoparticule d’or Au@TADOTAGA (79 par nanoparticule). 

 

Au@(TADOTAGA)x(TADFO)y 

 

Ddd        x/y                              10  

                          2 

 

       Dh(nm)  

 
                           8,04 

 8  

                       8,86 

 

     ɸTEM (nm) 

  

                            2,30 nm 

 

2,43 nm 

 

%          % massique de l’or 

 

                             52 

 

                  57,5 

 

%       

             % massique de couche organique 

 

           48 

  

42,5 

  
  Nombre de 

chélateurs/   

Nanoparticule 

 

       

 Si  100 %  

de TADOTAGA 

 

        73 

 

 

 66 

 

 

    Si 100 % TADFO 

 

       69 

 

 61 
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2.3.1.3. Marquage des nanoparticules par les ions gadolinium (III) et le 

radioelement zirconium-89 

 

L’étude de la complexation de l’ion gadolinium (III) sur les nanoparticules d’or 

recouvertes par une enveloppe mixte de ligands (Au@(TADOTAGA)x(TADFO)y 

(x/y=10 et 2)) a été réalisée par titration colorimétrique avec le xylénol orange. 

Visuellement, la complexation de l’ion gadolinium libre donne lieu à un 

changement de couleur du xylénol orange lorsqu’il est complexé avec l’ion Gd3+.  

La coloration du xylénol orange passe de l’orange au rose. Elle se traduit par une 

déformation de la courbe d’absorption UV-visible du xylénol orange en présence 

de l’ion gadolinium (Figure 53). En l’absence de Gd3+, le xylénol orange est 

caractérisé par une forte bande d'absorption à 443 nm (courbe bleue) tandis qu’en 

présence de Gd3+, on observe  une diminution de la bande d’absorption à 433 nm et 

une augmentation de l’absorbance à 573 nm qui sont caractéristiques de la 

complexation du xylénol orange avec Gd3+ libre en milieu tampon (pH 5,8) (courbe 

violette, Figure 53). 

 

Figure 53: Spectre UV-visible de xylénol orange en présence d’une quantité croissante 

d’ions gadolinium 

Par la suite, nous avons quantifié avec précision la quantité d’ion gadolinium non 

complexé par cette technique de dosage. Pour une quantité d’or (1,05*10-5 mol), 

nous avons observé que 97% des ions Gd3+ étaient complexés jusqu’à une quantité 

d’ions Gd3+ ajoutée de 1,698*10-6 mol. Au-delà de cette quantité d’ions ajoutée aux 

nanoparticules, le pourcentage diminue. Cela indique que le maximum d’ions 
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complexés est atteint lorsque 1,698*10-6 mol de Gd3+ ont été ajoutées à 1,05*10-5 

mol d’or. Considérant qu’une nanoparticule d’or contient entre 411 et 464 atomes 

d’or lorsque le diamètre varie de 2,40 nm à 2,50 nm (intervalle dans lequel est 

compris le diamètre moyen des nanoparticules, nous pouvons en déduire le nombre 

d’ions Gd3+ et donc de chélateur TADOTAGA par nanoparticule (Tableau 17). 

 

Tableau 17 : Quantification des nombres de chélateurs (TADOTAGA) par dosage 

d’ions gadolinium (III) libre 

 

Les résultats obtenus sont prometteurs et sont dans le même ordre des grandeurs 

que ceux déterminés par l’étude de complexation de l’ion zirconium libre (IV) 

(Tableau 18).  

 

 

Comme il est connu que le ligand TADFO forme un complexe stable avec l’ion 

zirconium(IV) (Zr4+), nous avons aussi voulu quantifier par dosage colorimétrique, 

la quantité de d’ions zirconium libres. Il forme un complexe stable avec des reflets 

violet bleuâtre avec le Chromazurol S (CAS), en milieu acide (pH 4) avec une 

absorption maximale à 598 nm. L’étude de complexation des ions zirconium libres 

Au@(TADOTAGA)2y(TADFO)y 

 

 ɸTEM (nm) 

 
2,40 

 8  

                      2,50 

 

Nombre de nanoparticules dans l’échantillon (mol) 
       2,47*10-8 

 

      2,188*10-8 

 

Nombre de Gd3+ libre (3%) (mol) 
4,941*10-7  

Nombre de Gd3+ introduit (mol) 
1,698*10-6  

Nombre de Gd3+ complexé (97%) (mol) 

 

1,647*10-6  

 

Nombre de chélateurs (TADOTAGA)/ 

Nanoparticule 

 

 

69 

 

 

 

78 
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a montré des résultats encourageants avec l’apparition de la coloration violette 

(Figure 54). Par conséquent, nous avons pu déterminer le nombre d’ions 

zirconium(III) libres. Le calcul pour quantifier le nombre des ions zirconium (III) 

libres est similaire à le même que précèdent (Tableau 17). Comme le montre la 

figure 54, pour une quantité d’or (5,07*10-6 mol), nous avons constaté que les ions 

Zr4+ complexaient à partir d’une quantité d’ions Zr4+ ajoutée compris entre  

6,675*10-7 et 1,335*10-6 mol. Mais cette complexation n’est pas totale, ce qui veut 

dire qu’une partie des ions zirconiums ne sont pas complexés. Si on considère 

qu’une nanoparticule d’or contient entre 411 et 464 atomes d’or lorsque le 

diamètre varie de 2,40 nm à 2,50 nm (intervalle dans lequel est compris le diamètre 

moyen des nanoparticules, nous pouvons en déduire le nombre d’ions Zr4+ et donc 

de chélateur TADFO par nanoparticule (Tableau 18). 

 

 

 

 

Figure 54: Spectre des suspensions de nanoparticules Au@(TADOTAGA)2y(TADFO)y en 

présence d’ions Zr4+ et de  Chromazurol S. 
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Tableau 18 : Détermination des nombres de chélateurs (TADFO) par dosage d’ions 

zirconium (IV) libre 

 

D’après le tableau 18, le nombre de chélateurs TADFO par nanoparticule est 

compris entre 54 et 61. Ces résultats sont proches de celle déterminée par l’ATG 

sur la même nanoparticule d’or. 

 

Pour confirmer cela, une étude de radiomarquage a été réalisée par la suite sur les  

nanoparticules Au@(TADOTAGA)x(TADFO)y (avec x/y = 10 et 2). Le 

radiomarquage consiste à immobiliser à la surface des nanoparticules d’or, un 

radio-isotope pour l’imagerie nucléaire (TEMP ou TEP). Le radiomarquage des 

nanoparticules Au@(TADOTAGA(Gd))x(TADFO)y par 
89Zr4+ a été réalisé par Dr 

Mathieu Moreau (ICMUB) au CGFL Dijon et par Dr Vu Long Tran et Dr Charles 

Truillet (IMIV, CEA ; Orsay). Le radiochromatogramme d’une solution d’oxalate 

de zirconium-89 présente un seul pic intense à environ 11 cm du point de dépôt 

(Figure 55A). La forte radioactivité mesurée entre 10 et 12 cm (pic) est associée à 

la présence des ions zirconium-89 qui ont été entraînés par l’éluant. Le 

radiochromatogramme des nanoparticules d’or révèle également la présence d’un 

pic intense mais à l’endroit du dépôt (Figure 55B et 56). Il est le signe d’une forte 

activité attribuée à la présence des ions 89Zr4+. Comme le radiochromatogramme ne 

présente qu’un seul pic visible à l’endroit du dépôt de la suspension de 

nanoparticules, nous pouvons en déduire que la quasi-totalité des ions 89Zr4+ n’a 

Au@(TADOTAGA)2y(TADFO)y 

 

 ɸTEM (nm) 

 
2,40 

 8  

               2,50 

 

N      Nombre de nanoparticules dans l’échantillon (mol)     1,23*10-8     1,09*10-8 

         Nombre de Zr4+ introduit (mol) 6,675*10-7 

Nombre de chélateurs (TADFO)/Nanoparticule 

 

 

  

54 

 

 

61 

 

 

mailto:Au@TADOTAGA-TADFO(0.5)


154 

 

pas été éluée alors que l’éluant utilisé favorise l’élution des ions 89Zr4+ libres 

(Figure 55A). L’examen visuel des radiochromatogrammes après le dépôt des 

nanoparticules d’or permet de constater la présence d’une tache brune avant et 

après l’élution. Cette tache brune  correspond aux nanoparticules d’or qui ne 

migrent pas malgré l’élution. 

 

Figure 55: Radiochromatogramme (CCM) après élution (A) d’une solution d’oxalate de  

zirconium-89 et (B) d’un mélange d’ions zirconium-89 et de nanoparticules 

Au@TADOTAGA(Gd)10y(TADFO)y (60 min à 80°C). 

L’absence d’élution des nanoparticules d’or a été observée quelle que soit la 

quantité de TADFO (le chélateur de l’ion zirconium-89) dans la couche organique 

(Figure 56).  

 

                        (a)                                                                      
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                       (b) 

 

Figure 56: Radiochromatogramme après élution d’un mélange d’ions zirconium-89 et 

d’une suspension de nanoparticules Au@(TADOTAGA)x(TADFO)y, (a) x/y=2 et b) 

x/y=10. 

Ces observations suggèrent que les ions 89Zr4+ et les nanoparticules d’or sont co-

localisés. Cette colocalisation peut être interprétée comme la marque d’un 

radiomarquage efficace des nanoparticules d’or 

Au@(TADOTAGA(Gd))x(TADFO)y par les ions 89Zr4+. La pureté radiochimique 

des suspensions colloïdales marquées au zirconium-89 est très élevée (99,83 % 

pour Au@(TADOTAGA)2y(TADFO)y et 99,64 % 

Au@(TADOTAGA)10y(TADFO)y). De plus, le radiomarquage est rendu possible 

par la présence de TADFO car les tentatives de radiomarquage de 

Au@(TADOTAGA(Gd)) ont échoué (Figure 57).  

 

Figure 57: Radiochromatogrammes (CCM) après élution d’un mélange d’ions zirconium-

89 et de nanoparticules Au@TADOTAGA(Gd): incubation pendant (A) 60 min à 37°C et 

(B) 60 minutes supplémentaires à 80°C. 
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L’ajout d’une solution d’oxalate de ziconium-89 à une suspension de nanoparticule 

Au@(TADOTAGA(Gd)) à 37°C et à 80°C présentent un pic d’élution positionné à 

la même distance (10-11 cm) de la zone de dépôt (0 cm) que le pic enregistré pour 

la solution d’oxalate de zirconium-89 (Figure 55A et 57). Même à 80°C, 

(l’augmentation de température étant connu pour favoriser la complexation des 

ions par les macrocycles DOTA), la quantité d’ions 89Zr4+ complexée par la couche 

organique de Au@(TADOTAGA(Gd)) est très faible (moins de 3%) contrairement 

à ce qui a été observé avec les nanoparticules d’or 

Au@(TADOTAGA(Gd))x(TADFO)y renfermant le motif DFO dans la couche 

organique adsorbée à la surface des cœurs d’or. En plus, d’une pureté 

radiochimique élevée, le radiomarquage des nanoparticules 

Au@(TADOTAGA(Gd))x(TADFO)y est caractérisé par une excellente stabilité. 

Aucun relargage d’ions 89Zr4+ n’est observé durant 7 jours quand les nanoparticules 

d’or radiomarquées Au@(TADOTAGA(Gd))x(TADFO)y sont dispersées dans du 

sérum de veau fœtal. Seule une petite fraction est libérée (<5 %) au bout de 7 jours 

lorsque les nanoparticules sont mises en contact avec un chélateur compétiteur 

(EDTA) (Figure 58). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 58: Etude de la stabilité du radiomarquage des suspensions de nanoparticules 

Au@(TADOTAGA(Gd))10y(TADFO(89Zr))y dans du sérum de veau fœtal (FBS) et en 

présence d’un compétiteur EDTA. 
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Les nanoparticules d’or (Au@(TADOTAGA)x(TADFO)y (x/y=10 et 2)  

radiomarquées par 89Zr4+ bénéficient d’après l’étude de radiomarquage de 

caractéristiques avantageuses (pureté radiochimique et stabilité élevées) qui 

justifient leur utilisation in vivo comme agent d’imagerie simultanée IRM/TEP. 

 

2.3.1.4. Etude de la biodistribution in vivo 

Suite au radiomarquage réalisé avec succès, nous avons effectué une étude de 

biodistribution in vivo avec les nanoparticules 

Au@(TADOTAGA(Gd))x(TADFO(89Zr))y (x/y=10 et 2). Le suivi simultané des 

nanoparticules (Au@(TADOTAGA(Gd))x(TADFO(89Zr))y) en IRM/TEP est rendu 

possible par la complexation des ions gadolinium par le derivé DOTAGA pour 

l’IRM et par l’immobilisation  des ions zirconium-89 (89Zr4+) par la DFO pour la 

TEP.  L’objectif de cette étude in vivo était de vérifier qu’un suivi par imagerie 

IRM/TEP simultanée était possible et de comparer les comportements biologiques 

des nanoparticules Au@(TADOTAGA(Gd))x(TADFO(89Zr))y (x/y=10 et 2) après 

injection intraveineuse dans des souris normales. Après injection, les 

nanoparticules ont été suivies de manière simultanée par imagerie IRM/TEP.  

L’acquisition des images en IRM réalisée 1h après injection intraveineuse des 

suspensions de nanoparticules d’or Au@(TADOTAGA(Gd))2y(TADFO(89Zr))y 

mettent en évidence un rehaussement de contraste positif dans le foie et plus 

faiblement dans les reins et dans la vessie (Figure 59). Dans le même temps, la 

TEP révèle que la radioactivité est cantonnée dans certaines zones de l’organisme 

mais en raison d’une mauvaise resolution et de l’absence de repère anatomique, il 

est difficile d’identifier précisément les tissus dans lesquels sont localisés les radio-

isotopes. La fusion des images acquises en IRM et en TEP montre une 

superposition locale et précise du rehaussement du contraste positif en IRM et de la 

radioactivité (TEP) 1h et 24h après injection par voie intraveineuse (Figure 59). 

 

 

 

mailto:Au@TADOTAGA-TADFO(0.5)
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Figure 59: Images IRM, TEP et fusion d’images IRM/TEP obtenues 1h et 24h après 

injection par voie intraveineuse de nanoparticules d’or 

Au@(TADOTAGA(Gd))2y(TADFO(89Zr))y. 

 

Contrairement au cas des nanoparticules Au@TADOTAGA(Gd ou In) dont la 

composition est proche de celle des nanoparticules 

Au@(TADOTAGA(Gd))x(TADFO)(89Zr)y, nous avons constaté sur les fusions 
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d’images IRM/TEP une accumulation importante des nanoparticules d’or dans le 

foie, le cœur, la rate et sur la colonne vertébrale.  

Pour confirmer la colocalisation des nanoparticules d’or et de la radioactivité, nous 

avons effectué un comptage gamma post-mortem et un dosage ICP des mêmes 

organes. Le résultat du comptage gamma post-mortem des différents organes coïncide 

avec les images en IRM, en TEP et également la fusion des images IRM/TEP 

(Figure 60).  

 

Figure 60: Biodistribution 24h après injection intraveineuse d’une suspension de 

nanoparticules Au@(TADOTAGA(Gd))2y(TADFO(89Zr))y d’après le comptage gamma 

post-mortem. 

 

Figure 61: Dosage ICP de l'or contenue dans les différents organes de la souris 24h après 

injection intraveineuse d’une suspension de nanoparticules 

Au@(TADOTAGA(Gd))2y(TADFO(89Zr))y. 
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L’analyse ICP des organes montre qu’il y a une quantité d’or importante et 

similaire en proportion dans le foie, les poumons, la rate et beaucoup plus faible 

dans les reins (Figure 61). L’allure semblable des graphes tracés à partir des 

résultats du comptage gamma et du dosage de l’or par ICP confirme que la 

radioactivité dans les différents organes est bien due à la présence des 

nanoparticules radiomarquées au zirconium-89 et non à celle du zirconium-89 

libre.  

Visiblement, le profil de biodistribution des nanoparticules 

Au@(TADOTAGA(Gd))2y(TADFO(89Zr)y n’est pas celui qui était attendu. Au lieu 

d’observer une élimination rénale rapide qui avait déjà été observé pour les 

nanoparticules proches en termes de composition (Au@TADOTAGA(Gd ou In)) 

[131], nous constatons d’après les images acquises simultanément par IRM/TEP, 

l’analyse ICP et le comptage post-mortem, une forte accumulation dans le foie 

(Figures 59, 60 et 61). Cela semble résulter du caractère hydrophobe du ligand 

DFO qui a tendance à favoriser la capture hépatique des nanoparticules par le foie. 

En revanche, lorsqu’on diminue la quantité du ligand TADFO en synthétisant de 

nanoparticules d’or Au@(TADOTAGA(Gd))10y(TADFO(89Zr))y avec un rapport 

molaire (TADFO/TADOTAGA) plus faible, la biodistribution de ces 

nanoparticules se rapproche de celle observée pour Au@TADOTAGA avec une 

plus grande accumulation dans les reins et la vessie. Cependant, une légère 

accumulation dans le foie et dans la rate bien que plus faible que celle observée 

dans le cas des nanoparticules Au@(TADOTAGA(Gd))2y(TADFO(89Zr)y a été 

constatée 30 min et 20h après l’injection par voie intraveineuse (Figure 62). 
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Figure 62: Images IRM, TEP et fusion d’images IRM/TEP obtenues 1h et 20h après 

injection par voie intraveineuse des nanoparticules d’or 

Au@(TADOTAGA(Gd))10y(TADFO(89Zr))y. 

 

D’autres pistes peuvent être envisagées pour trouver une alternative à l’utilisation 

du ligand DFO afin  d’améliorer la biodistribution de la sonde bimodale. 

Récemment dans le cadre de leurs travaux de recherche, Pandya  et al. ont 

démontré que le ligand macrocyclique DOTA complexait mieux l’ion zirconium 

que le ligand DFO [132]. De plus, ils ont montré que la biodistribution in vivo du 

complexe (89Zr-DOTA) était plus adaptée que celle du complexe 89Zr-DFO. 

Aucune accumulation dans le foie et la rate  n’a été constatée durant cette étude. 

Nous nous sommes donc inspirés de ce résultat prometteur pour adapter le 

comportement des nanosondes IRM/TEP. Mais les tentatives de radiomarquages de 

nanoparticules Au@TADOTAGA par les ions zirconium-89 se sont soldées par un 

échec. 
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2.3.2. Au@(TADOTAGA(Gd))(TANODAGA)  et 

Au@(TADOTAGA) (TANODAGA), (x/y=10 et 2). 

 

Nous avons montré qu’il était possible de co-marquer des nanoparticules par les 

ions Gd3+ et 89Zr4+. Grâce à ce double marquage, les nanoparticules d’or 

Au@(TADOTAGA)x(TADFO)y ont pu être suivies par imagerie simultanée 

IRM/TEP. Cependant le caractère hydrophile de TADFO pose problème pour la 

synthèse et semble préjudiciable au contrôle de la biodistribution. Des travaux sont 

en cours pour mettre au point des chélateurs du zirconium plus hydrophiles. Nous 

avons également cherché dans le cadre de cette thèse à développer des 

nanoparticules d’or co-marquées par les ions Gd3+ et 64Cu2+. Les ions 64Cu2+ sont 

comme les ions 89Zr4+ des émetteurs de positon mais possèdent une durée de vie 

plus courte (~12,7h contre 78,4h). Les nanoparticules d’or ainsi marquées pourront 

également être suivies simultanément par IRM/TEP. Un des atouts des ions 64Cu2+ 

est qu’il existe une large gamme de chélateurs hydrophiles contrairement au cas 

des ions 89Zr4+. Dans le cadre d’une étude préliminaire, nous avons confirmé que 

les dérives DOTA n’étaient pas les mieux adaptés pour préparer des radiotraceurs  

à base de 64Cu2+. Nous avons opté pour l’immobilisation de deux types de 

macrocycles hydrophiles, TADOTAGA et TANODAGA, pour former des 

complexes stables avec Gd3+ et 64Cu2+, respectivement. La synthèse des 

nanoparticules Au@(TADOTAGA)x(TANODAGA)y a été réalisée par réduction 

du sel d’or HAuCl4.3H2O avec NaBH4 en présence d’un mélange de ces chélateurs 

(x/y= n(TADOTAGA)/n(TANODAGA) = 10 et 2). Afin d’éviter une éventuelle 

compétition entre la formation des chélates TADOTAGA(Gd) et 

TANODAGA(Gd) lors du marquage des nanoparticules 

Au@(TADOTAGA(Gd))x(TANODAGA)y par les ions gadolinium, nous avons 

également exploré la possibilité de remplacer dans le mélange réactionnel le 

chélateur TADOTAGA par le chélate de gadolinium TADOTAGA(Gd) tout en 

préservant le rapport molaire (x/y= n(TADOTAGA(Gd))/n(TANODAGA).  

 

Apres synthèse et purification, les nanoparticules ont d’abord été caractérisées par 

spectrophotométrie UV-visible (Figure 63) de suspensions diluées dans l’eau (0,2 g 

Au/L). 

mailto:Au@TADOTAGA-Gd-TADOTAGA(0.5)
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Figure 63: Spectres UV visible de suspensions des nanoparticules d’or 

Au@(TADOTAGA(Gd))2y(TANODAGA)y (bleue), 

Au@(TADOTAGA)2y(TANODAGA)y (vert) et  Au@(TADOTAGA)10y(TANODAGA)y 

(rouge). 

 

Les trois types de nanoparticules d’or Au@(TADOTAGA(Gd))2y(TANODAGA)y , 

Au@(TADOTAGA)2y(TANODAGA)y et  Au@(TADOTAGA)10y(TANODAGA)y 

sont quasiment indiscernables. Ils présentent une allure semblable avec une faible 

forme aplatie de la bande de plasmon (autour de 520 nm) qui est caractéristique des 

nanoparticules d’or possédant une taille inférieure à 3 nm. D’après l’interprétation 

des spectres, le diamètre des cœurs d’or de ces 3 types de nanoparticules est 

inférieur à 3 nm. Afin de préciser plus finement la taille des cœurs d’or de chaque 

échantillon, nous avons effectué de la microscopie électronique en transmission 

(MET) après dépôt et séchage d’une goutte de chacune des suspensions. Environ 

une vingtaine d’images ont été prises pour chaque échantillon 

Au@(TADOTAGA(Gd))2y(TANODAGA)y; Au@(TADOTAGA)2y 

(TANODAGA)y ; Au@(TADOTAGA)10y(TANODAGA)y A première vue, les 

micrographes des nanoparticules montrent une dispersion optimale des 

nanoparticules d’or et une distribution en taille assez homogène (Figure 64). Le 

diamètre du cœur d’or moyen déterminé à partir des images est compris entre 2,42 

et 2,49 nm. Ces dimensions sont similaires à celle du cœur d’or des nanoparticules 

mailto:Au@TADOTAGA-TADFO(0.5)
mailto:Au@TADOTAGA-TADFO(0.5)
mailto:Au@TADOTAGA-TADFO(0.5)
mailto:Au@TADOTAGA-TADFO(0.5)
mailto:Au@TADOTAGA-TADFO(0.5)
mailto:Au@TADOTAGA-TADFO(0.5)
mailto:Au@TADOTAGA-TADFO(0.5)
mailto:Au@TADOTAGA-TADFO(0.5)
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d’or (Au@TADOTAGA) déterminées précédemment. Comme le suggérait 

l’analyse des spectres d’absorption UV-visibles réalisés sur les mêmes suspensions 

colloïdales, la taille des cœurs d’or est inférieure à 3 nm. 

 

           

                                    (a)                                         (b) 

 

                                                                          (c) 

Figure 64: Clichés TEM des particules d’or (a) 

Au@(TADOTAGA(Gd))2y(TANODAGA)y (b) Au@(TADOTAGA)2y(TANODAGA)y et 

(c) Au@(TADOTAGA)10y(TANODAGA)y. 

 

En outre, le diamètre hydrodynamique des différentes nanoparticules a été mesuré 

par diffusion de lumière DLS (Tableau 19). Les diamètres hydrodynamiques des 

nanoparticules Au@(TADOTAGA(Gd))x(TANODAGA)y,(x/y=2 et 10) sont très 

proches aux incertitudes près (respectivement 10,2 nm; 9,34 nm ; 9,6 nm). Et 

comme la clairance rénale n’est observée que pour des nanoparticules dont le 

diamètre hydrodynamique ne dépasse pas 10 nm. Nous pouvons en conclure que 

ces nanoparticules d’or Au@(TADOTAGA(Gd))x(TANODAGA)y,(x/y=2 et 10) 

sont adaptées pour les applications in vivo. L’ensemble de ces mesures de taille 

(UV-visible, ɸTEM, Dh) a été réalisés après dilution de suspensions colloïdales 

purifiées dont la concentration en or déterminée par ICP-AES varie entre 8  et 10 

g/L. 

mailto:Au@TADOTAGA-TADFO(0.5)
mailto:Au@TADOTAGA-TADFO(0.5)
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Tableau 19: Résultats récapitulatifs des mesures physico-chimiques (DLS, ICP-

AES). 

 

Si le contrôle de la taille des nanoparticules est important pour les applications in vivo, 

la stabilité colloïdale est capitale pour le suivi simultané des nanoparticules par 

IRM/TEP. Elle a été donc déterminée en fonction du pH, sur une large gamme de 

pH allant 1 à 11. L’allure des spectres des suspensions colloïdales des échantillons  

Au@(TADOTAGA(Gd))2y(TANODAGA)y, 

Au@(TADOTAGA)2y(TANODAGA)y et Au@(TADOTAGA)10y(TANODAGA)y 

à différents pH montre une superposition des courbes sur une large gamme de pH 

(Figure 65).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

       Nanoparticules  

d'or  

         
       Au@(TADOTAGA(Gd))x 

(TANODAGA)y,(x/y=2)  

 

   Au@(TADOTAGA)x 

(TANODAGA)y,(x/y=2) 

 

Au@(TADOTAGA)x  

(TANODAGA)y,(x/y=10)  

            Dh (nm)                    10,2 nm  

 

 

9,34 nm 

 

           9,62 nm  

ɸTEM (nm) 

 

          2,42 nm 

 

 

        2,45 nm 

 

           2,49 nm 
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mailto:Au@TADOTAGA-TADFO(0.5)
mailto:Au@TADOTAGA-TADFO(0.5)
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Figure 65: Spectres UV-visible des suspensions de nanoparticules d’or à différents pH : (a) 

Au@(TADOTAGA(Gd))2y(TANODAGA)y (b) Au@(TADOTAGA)10y (TANODAGA)y et 

(c) Au@(TADOTAGA(Gd))2y(TANODAGA)y. 

 



167 

 

 Cette stabilité colloïdale des nanoparticules est attribuée à la répulsion 

électrostatique de charges présentées à leur surface. Comme le montre l’évolution 

du potentiel zêta en fonction du pH. Les courbes de potentiel Zêta de différentes 

nanoparticules d’or montrent la même allure sur la gamme de pH [1-11], (Figure 

66).  

 

Figure 66: Courbe représentant le potentiel zêta en fonction du pH des différentes 

suspensions de nanoparticules d’or Au@(TADOTAGA)10y(TANODAGA)y 

Au@(TADOTAGA(Gd))2y(TANODAGA)y et Au@(TADOTAGA)2y(TANODAGA)y. 
 

 

Les charges positives pour pH inférieur à 3 sont dues à la protonation des amines 

tertiaires et des groupements carboxylates des ligands macrocycliques présents à la 

surface de nanoparticules d’or alors que les charges négatives à pH supérieur à 3 

sont attribuées à la déprotonation des fonctions acide carboxylique (-COOH) et des 

groupements ammonium. La comparaison des courbes de potentiel zêta montre que 

les nanoparticules Au@(TADOTAGA(Gd))2y(TANODAGA)y et 

Au@(TADOTAGA)2y(TANODAGA)y, les plus riches en TANODAGA (x/y=2) 

par rapport aux nanoparticules Au@(TADOTAGA)10y(TANODAGA)y, présentent 

en valeur absolue un potentiel plus élevé quel que soit le pH. Même si le rapport 

(x/y) utilisée en synthèse n’est pas nécessairement celui qui pourrait être mesuré 

dans la couche organique adsorbée à la surface des nanoparticules, il est attendu 

que la proportion de TANODAGA dans la couche organique soit plus élevée 
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quand x/y=2. Comme TANODAGA ne se trouve pas sur la forme de chélate 

contrairement à TADOTAGA(Gd), une proportion plus élevées de TANODAGA 

devrait donc conduire à des potentiels plus élevée en valeur absolue pour pH 

supérieur au pH de charge nulle car il y a alors dans ce cas plus de COOH/COO- 

libres. Le fait qu’une telle évolution soit observée expérimentalement, nous amène 

à penser que les nanoparticules Au@(TADOTAGA)2y(TANODAGA)y et 

Au@(TADOTAGA(Gd))2y(TANODAGA)y soient comme attendu, plus riches en 

TANODAGA quand la proportion x/y mise en œuvre lors de la synthèse est égale à 

2. Cependant quel que soit le rapport molaire x/y, les nanoparticules 

Au@(TADOTAGA)2y(TANODAGA)y et 

Au@(TADOTAGA(Gd))2yy(TANODAGA)y sont fortement chargées à pH 

physiologique (pH 7,4). 

 

Par la suite, nous avons évalué la stabilité colloïdale des nanoparticules d’or 

Au@(TADOTAGA(Gd))2y(TANODAGA)y 

Au@(TADOTAGA)10y(TANODAGA)y dans le temps et dans deux milieux 

différents, milieu aqueux et en milieu physiologique à pH 7,4. L’allure des courbes 

des différentes nanoparticules d’or ne présente aucune modification de la bande de 

plasmon au voisinage de 520 nm (Figure 67). Dans les deux milieux d’études 

(milieu aqueux et en milieu physiologique à pH 7,4), les courbes des suspensions 

colloïdales sont superposées suivant les trois premiers mois. 
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Figure 67: Spectres UV-visible de suspensions des nanoparticules d’or : (a,b) 

Au@(TADOTAGA(Gd))2y(TANODAGA)y et (c,d) 

Au@(TADOTAGA)10y(TANODAGA)y en milieu NaCl/hepes (a,c) et milieu aqueux (b,d). 

  

Nous en déduisons que ces suspensions colloïdales sont également stables pendant 

trois mois quelle que soit le milieu de stockage. 

 

Composition de la couche organique 

L’analyse thermogravimétrique (ATG) est une technique d’analyse thermique 

quantitative qui consiste à mesurer la variation ou la perte de masse d’un 

échantillon lorsque celui-ci est soumis à des variations de température sous 

atmosphère contrôlée. Elle permet de nous fournir des renseignements sur la 

stabilité thermique et le contenu volatil de notre échantillon. Lorsque des 

nanoparticules d'or recouvertes par des ligands organiques (linéaire ou 

macrocyclique) sont chauffées, les ligands organiques présents à la surface de 

nanoparticules d’or se désorbent puis éventuellement se décomposent avant de se 

volatiliser sous l’effet de la chaleur. Ainsi il reste le cœur d'or nu. Le changement 

de masse des nanoparticules lors du chauffage donne la quantité de ligand 

organique présente à la surface des nanoparticules. Les échantillons lyophilisés à 

partir des suspensions colloïdales (Au@(TADOTAGA(Gd))2y(TANODAGA)y, 

Au@TADOTAGA et Au@TANODAGA) ont été soumis à l'analyse 

thermogravimétrique (ATG). Les résultats de l’ATG des nanoparticules d’or 

recouvertes par des ligands macrocycliques sont représentés sous forme de 

graphiques représentant la perte de masse (%) en fonction de la température 

(Figures 68-70). 
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Figure 68: Courbes d’analyse thermogravimétrique de poudre de nanoparticules d’or 

Au@(TADOTAGA(Gd))2y(TANODAGA)y. 

La perte de masse des échantillons Au@(TADOTAGA(Gd))2y(TANODAGA)y, 

Au@TADOTAGA et Au@TANODAGA a eu lieu dans la plage de température 

comprise entre 100 et 500°C. Cette perte de masse totale déterminée dans cette 

plage de température correspond à la perte de l’eau jusqu’à 150°C et des ligands 

organiques présents à la surface des nanoparticules. A partir de cette perte de 

masse due à la variation de la température, nous avons estimé la quantité de 

chélateurs présente à la surface des nanoparticules d’or de chacun des échantillons. 

Pour les nanoparticules  Au@TADOTAGA, les nombres chélateurs a été estimé à 

85 ligands par particule. Ce résultat est similaire à celui déterminé dans la thèse de 

Gautier Laurent [126].  

Pour les nanoparticules d’or Au@TANODAGA, le nombre de chélateur a été 

estimé à 48 par particule. Tandis que pour la couche mixte 

(TADOTAGA(Gd))(TANODAGA), le nombre de ligands présents à la surface a 

été estimés à 56 par particule. Le résultat de l’ATG de la nanoparticule avec la 

couche mixte (Au@(TADOTAGA(Gd))2y(TANODAGA)y est largement inférieur 

à celle de la nanoparticule avec un seul ligand (Au@TADOTAGA). Cela pourrait 

s’expliquer par une perte de masse assez importante dans la couche mixte 

(TADOTAGA(Gd))(TANODAGA).  

mailto:Au@TADOTAGA-TADFO(0.1)
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Figure 69: Courbes d’analyse thermogravimétrique d’une poudre de nanoparticules d’or 

Au@TADOTAGA. 

 

Figure 70: Courbes d’analyse thermogravimétrique d’une poudre de nanoparticules d’or 

Au@TADOTAGA. 

 

Afin de conforter les résultats de l’ATG, nous avons réalisé des dosages par 

fluorimétrie. L’ion europium est un lanthanide fluorescent qui émet lorsqu’il est 

complexé une luminescence intense à longue durée de vie (de l’ordre de la 

milliseconde). En effet, pour une excitation à 393 nm, deux pics d’émission sont 

visibles sur le spectre dans la région comprise entre 550-650 nm, l’un à 594 nm  
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(5D → 
7F1) et l’autre à 616 nm (5D0 → 

7F2). L’ajout croissant d’europium (III) dans 

une suspension des particules d’or conduit à sa complexation par les chélateurs 

libres jusqu’à saturation. Une fois tous chélateurs complexés, les ions europium 

(III) ajoutés resteront libres en solution. Comme les ions europium (III) libres en 

phase aqueuse émettent beaucoup moins que les ions europium (III) complexés, les 

ions europium (III) ajoutés après saturation de tous les chélateurs adsorbés sur les 

nanoparticules ne contribueront quasiment pas à la production de photons. La 

courbe qui représente l’intensité de photoluminescence en fonction de la quantité 

de l’ion europium (III) ajoutée présentera alors une rupture de pente à partir de la 

saturation. C’est ce qui est clairement observé sur les courbes correspondantes de 

la figure 71.  
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Figure 71: Spectre de la luminescence de l’europium chélaté par differents chélateurs 

présents à la surface de nanoparticules d’or : (a et b) Au@TADOTAGA, (c et d) 

Au@TANODAGA et (e et f) Au@(TADOTAGA(Gd))x(TANODAGA)y,(x/y=2).  

 

A partir de la valeur du point de rupture, on a déduit le nombre de ligands 

disponibles par particule d’or. D’après nos calculs, on trouve 90 ligands par 

particule pour Au@TADOTAGA. Ce résultat concorde bien avec celui déterminé à 

partir de l’analyse thermogravimétrique (ATG). La comparaison avec les 

nanoparticules  Au@TADOTAGA et Au@(TADOTAGA(Gd))2y(TANODAGA)y 

révèle que le point de rupture de la pente a lieu plutôt que prévu pour la 

nanoparticule Au@TANODAGA. Le nombre de ligands disponibles quantifié est 

de 48 ligands par particule pour Au@TANODAGA. Nous en déduisons que le 

ligand TANODAGA complexe moins l’europium. Avec la couche mixte, la 

rupture a eu lieu au voisinage de 1,15 µM. D’après le calcul, le nombre total en 

TADOTAGA et en TANODAGA déterminée par cette technique de dosage est 93 

ligands en ((TADOTAGA)(TANODAGA)/particule). Mais malheureusement, 

cette technique ne nous permet pas de distinguer la proportion de la couche mixte 

de chélateur organique (TADOTAGA) et (TANODAGA) immobilisées à la 

surface des cœurs d’or d’Au@(TADOTAGA)x(TANODAGA)y. 

 

Avec une technique similaire à celle décrite ci-dessus, nous avons étudié la 

complexation de l’ion gadolinium avec des échantillons de suspensions colloïdales 

(Au@TADOTAGA; Au@TANODAGA; 

Au@(TADOTAGA)2y(TANODAGA)y,(x/y=2)). Pour cela nous avons ajouté une 

quantité croissante d’ions gadolinium libres (III)  aux suspensions colloïdales en 

présence du xylénol orange.  Comme le pouvoir complexant des chélateurs 
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macrocycliques est nettement supérieur à celui du xylénol orange, les ions 

gadolinium (III) ajoutés formeront des complexes avec les ligands macrocycliques 

adsorbés à la surface des nanoparticules d’or avant d’en former avec le xylénol 

orange. En absence de formation de complexe entre les ions gadolinium (III)  libres 

et les molécules de xylénol orange, le spectre du xylénol orange est inchangé. Le 

rapport des bandes d’absorption A573/A433 reste alors constant. A partir du 

moment où il y a formation des complexes entre les ions gadolinium (III) libre   et 

les molécules, c’est à dire lorsqu’il n’y a plus de macrocycle libre pour complexer 

les ions gadolinium (III) libre, le rapport varie linéairement avec la quantité d’ion 

gadolinium (III) libres. La courbe représentant le rapport des bandes d’absorption 

du A573/A433 est alors caractérisée par un plateau puis d’une partie pentue. Le 

plateau correspond à la formation des complexes à partir des ligands 

macrocycliques. Alors que la partie pentue est relative de la formation des 

complexes de l’ion gadolinium libre (III) à partir du xylénol orange qui est rendue 

possible par le fait qu’il n’y a plus de macrocyclique disponible. La quantité d’ion 

gadolinium (III) ajoutée qui est située au niveau de la rupture de pente représente la 

quantité nécessaire pour saturer tous les sites de complexation présents sur les 

nanoparticules d’or. La détermination de cette valeur permet donc d’accéder au 

nombre de chélateurs présents à la surface des nanoparticules d’or. Chaque courbe 

de la figure 72 présente cette allure caractéristique : un palier suivi d’une droite 

pentue. D’après ces courbes, il a été possible de déterminer le nombre de chélateurs 

ayant formé des complexes de gadolinium. 
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Figure 72: Courbes représentant l’évolution du rapport des bandes d’absorption 

A573/A433 en fonction de la quantité d’ions Gd3+ ajoutée à des suspensions colloïdales 

contenant les nanoparticules d’or (a)Au@TADOTAGA (b) Au@TANODAGA (c) 

Au@(TADOTAGA)2y(TANODAGA)y 
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 Par cette méthode, nous avons ensuite quantifié le nombre de ligands 

macrocycliques sur chaque type de nanoparticules. Les résultats sont reportes dans 

le tableau 20 ci-dessous.  

 

Tableau 20 : Détermination des nombres de chélateurs par nanoparticules par 

dosage d’ions gadolinium libre 

 

 

 

Pour réaliser la chélation du cuivre-64 radioactif des échantillons de nanoparticules 

d’or (Au@(TADOTAGA(Gd))2y(TANODAGA)y et Au@TANODAGA), une 

solution d’ions 64Cu2+ a été ajoutée dans une série de tubes contenant les 

suspensions de nanoparticules d’or à différentes concentrations. Le rendement 

radiochimique ainsi que la stabilité du radiomarquage dans le temps ont été 

évaluées par radiochromatographie (Figure 73).  

       Nanoparticules  

d'or  

         
       Au@(TADOTAGA)2y 

(TANODAGA)y  
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Figure 73: Radiochromatogramme après élution d’un mélange d’ions 64Cu2+ et de 

nanoparticules Au@(TADOTAGA(Gd))2y(TANODAGA)y. 

 

Le radiochromatogramme ne présente qu’un seul pic proche de la zone de dépôt du 

mélange d’ions 64Cu2+ et des nanoparticules (Figure 73). Cet unique pic indique 

que la radioactivité est concentrée exclusivement au niveau des nanoparticules d’or 

(Rf (Cu2+) ≈0) qui ne migrent pas dans les conditions de l’expérience (Rf 

(nanoparticules) ≈0). Les ions 64Cu2+ à l’origine de ce pic de radioactivité a été 

choisi pour favoriser leur élution (Rf (Cu2+) attendu à 1). La colocalisation des ions 

64Cu2+ et des nanoparticules Au@(TADOTAGA(Gd))2y(TANODAGA)y associée à 

la présence d’un seul pic de radioactivité dont le rapport frontal (Rf) est proche de 

zéro signifie tous les ions Cu2+ ont été immobilisés à la surface des nanoparticules 

d’or Au@(TADOTAGA(Gd))2y(TANODAGA)y. Comme les macrocycles 

TADOTAGA renferment tous  un ion Gd3+, nous pouvons en déduire que les ions 

64Cu2+ ont été piégés par les macrocycles TANODAGA. La pureté radiochimique 

déterminée à partir des aires des pics du radiochromatogramme est proche de 99%.  

 

De plus, l’allure des courbes montre que les nanoparticules 

Au@(TADOTAGA(Gd3+))2y(TANODAGA(64Cu))y sont caractérisées une 

excellente stabilité radiochimiques en présence d’un chélateur compétiteur (EDTA) 
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et dans du sérum de veau fœtal (Figure 74). La présence chélateur compétiteur 

(EDTA) proximité de la suspension de nanoparticules d’or 

Au@(TADOTAGA(Gd3+))2y(TANODAGA(64Cu))y n’a pas entrainé une 

decomplexation du cuivre-64 présent dans la couche organique des nanoparticules 

d’or Au@(TADOTAGA(Gd3+))2y(TANODAGA(64Cu))y. Ces observations 

montrent les ions cuivre (II) sont bien retenus dans la couche mixte. 

 

 

Figure 74: Etude de la stabilité du radiomarquage de nanoparticules 

Au@(TADOTAGA(Gd3+))2y(TANODAGA(64Cu))y dans du sérum de veau fœtal et en 

solution aqueuse contenant un complexant compétiteur EDTA. 

 

La réussite du radiomarquage des nanoparticles 

Au@(TADOTAGA(Gd))2y(TANODAGA)y est un point positif dans le cadre du 

développement des nanosondes combinant IRM/TEP. Cependant, l’application in 

vivo de ces nanosondes (Au@(TADOTAGA(Gd))2y(TANODAGA)y) exige de 

vérifier la stabilité du radiomarquage dans le temps. En effet, la libération des ions 

64Cu2+, que nous essayons dans le cadre de cette thèse d’empêcher (voir 

présentation de la thèse, page 98) pose problème pour un suivi sans ambiguïté des 

nanoparticules d’or. La figure 71 montre que la quantité d’ions 64Cu2+ complexées 

dans la couche organique des nanoparticules 

Au@(TADOTAGA(Gd))2y(TANODAGA(64Cu))y est quasiment constante pendant 

48h. La libération des ions 64Cu2+ (par décomplexation) est négligeable même en 

milieu comportant un compétiteur efficace (EDTA). L’excellente stabilité du 
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radiomarquage permet d’envisager l’application des nanoparticules 

Au@(TADOTAGA(Gd))2y(TANODAGA(64Cu))y comme nanosondes pour 

l’imagerie simultanée IRM/TEP. 

La présence sur une même nanoparticule d’or des ions Gd3+ et 64Cu2+ devrait 

conférer aux nanoparticules d’or 

Au@(TADOTAGA(Gd))x(TANODAGA)y,(x/y=2) un comportement d’agent de 

contraste en IRM et de radiotraceur pour la TEP. Afin de confirmer le potentiel des 

nanoparticules Au@(TADOTAGA(Gd))2y(TANODAGA(64Cu2+))y  pour 

l’imagerie simultanée IRM/TEP, une étude de biodistribution in vivo a été réalisée 

sur des souris porteuses d’une tumeur sous-cutanée. La répartition des 

nanoparticules d’or radiomarqués dans les différents organes de la souris après 

injection par voie intraveineuse a été suivie par imagerie simultanée IRM/TEP 

(Figure 75). La combinaison de ces deux techniques est très attrayante pour 

localiser avec précision, la distribution de nanoparticules d’or dans l’organisme de 

l’animal (Voir chapitre 1). 

 

Figure 75: Images IRM,TEP et fusion d’images IRM/TEP obtenues 1h et 24h après 

l’injection intraveineuse d’une suspension de nanoparticules d’or 

Au@(TADOTAGA(Gd))2y(TANODAGA(64Cu))y. 

 

L’étude de la biodistribution in vivo a été réalisée sur la plateforme d’imagerie 

IRM/TEP du CGFL de (Dijon) de façon simultanée sur le même animal après une 

seule injection par voie intraveineuse de l’agent d’imagerie bimodale 

Au@(TADOTAGA(Gd))2y(TANODAGA(64Cu))y.  L’acquisition des images a été 

effectuée à deux temps, 1h et 24h après l’injection. L’acquisition des images en 

IRM réalisée 1h après l’injection semble indiquer un léger blanchiment au niveau 
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des reins et de la vessie (Figure 75). Ce léger blanchiment est caractéristique du 

rehaussement du contraste positif en IRM induit par les ions gadolinium. Ce qui 

implique qu’il y  a une accumulation des nanoparticules dans ces zones. Nous 

avons également observé après examen des images TEP acquises 1h après 

l’injection intraveineuse que la radioactivité provenant des ions cuivre-64 était 

concentrée dans certaines zones du corps. La faible resolution de la TEP ne permet 

pas de situer précisément les zones dans lesquelles sont concentrés les émetteurs de 

positon. La fusion des images IRM et TEP, rendue possible par l’acquisition 

simultanée de ces images à partir du même animal et de la même injection, montre 

clairement qu’il y a superposition des zones blanchies et des zones radioactives. Il 

y a donc colocalisation des ions Gd3+ et 64Cu2+ dans les reins et la vessie. De ces 

images, nous pouvons donc déduire que les nanoparticules d’or 

Au@(TADOTAGA(Gd))2y(TANODAGA)y circulent librement et sont éliminées 

par la voie rénale dès la première heure après l’injection. La présence des 

nanoparticules d’or dans les organes impliquées dans l’élimination rénale (reins et 

vessie) et la faible accumulation dans le foie et la quasi absence dans les autres 

organes sont confirmées par le comptage gamma et l’analyse ICP des organes des 

animaux sacrifiés 1h après l’injection intraveineuse (Figure 74).  

Le comportement sain de ces nanoparticules est confirmé par l’examen des images 

IRM/TEP, du comptage gamma et de l’analyse ICP des organes effectuées 24h 

après l’injection intraveineuse. Le blanchiment des reins et de la vessie n’est plus 

visible sur l’image IRM. Dans le même temps, un très faible niveau de 

radioactivité est détecté dans les reins (d’après la fusion des images et le comptage 

gamma post-mortem) (Figures 75 et 76). L’analyse ICP montre également que la 

quantité d’or dans les reins a fortement diminué entre 1h et 24h après l’injection 

intraveineuse (Figure 77). Les données collectées par l’imagerie simultanée 

IRM/TEP, le comptage gamma et l’analyse ICP des organes indiquent que les 

nanoparticules Au@(TADOTAGA(Gd))2y(TANODAGA(64Cu2+))y. L’acquisition 

des images a été circulent sans accumulation dans les tissus sains et sont éliminées 

rapidement par voie rénale. 

Ce profil de biodistribution est similaire à celui observé pour les nanoparticules 

proches en termes de composition (Au@TADOTAGA(Gd ou In)) [131]. En 

revanche aucun relargage des ions cuivre-64 n’a été constaté avec cette stratégie 

contrairement à ce qui avait été observé dans le cas des nanoparticules 
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Au@TADOTAGA (Gd, 64Cu). En revanche, l’accumulation dans la tumeur n’est 

pas détectable sur les images. Seules les analyses post-mortem des tumeurs 

(Comptage gamma et ICP) révèlent la présence en faible quantité des 

nanoparticules d’or radiomarquées. L’absence de ciblage des nanoparticules d’or 

pourrait résulter de la clairance rénale trop rapide mais également d’une trop faible 

vascularisation des tumeurs implantées en sous-cutanée. 

 

 

Figure 76: Mesure post-mortem de la radiactivité par comptage gamma des organes des 

souris sacrifiées 24h après injection intraveineuse d’une suspension de nanoparticules 

Au@(TADOTAGA(Gd))x(TANODAGA(64Cu2+))y. 
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Figure 77 : Dosage ICP de l'or contenue dans les differents organes de la souris 24h après 

injection intraveineuse d’une suspension de nanoparticules 

Au@(TADOTAGA(Gd))2y(TANODAGA(64Cu))y. 

  

En résumé, le double marquage des nanoparticules d’or 

Au@(TADOTAGA(Gd))2y(TANODAGA(64Cu))y permet leur suivi par imagerie 

IRM/TEP simultanée. Grâce à cette combinaison d’imagerie réalisée 

simultanément, il a été possible de mettre en évidence le comportement sain de ces 

nanoparticules d’or après injection intraveineuse. 

 

 

2.3.3. Au@TA[DOTAGA-lys-NODAGA] 

2.3.3.1. La plateforme moléculaire TA[DOTAGA-Lys-NODAGA] 

Avec la première approche, nous avons montré qu’il était possible de synthétiser 

des nanoparticules d’or Au@(TADOTAGA(Gd))x(TANODAGA)y x/y=10 et 2. 

Le cœur d’or de ces nanoparticules est recouverte à la surface par une couche mixte 

de deux types différents de chélateurs (TADOTAGA) et TANODAGA) afin 

d’immobiliser à la fois des ions gadolinium pour l’IRM et des ions cuivre-64 

(64Cu2+), émetteurs de positons pour la TEP. Les nanoparticules 

Au@(TADOTAGA(Gd))x(TANODAGA)y, (x/y=10 ou 2) sont caracterisées par 

leur petite taille (øTEM = 2,42 nm;  Dh = 10,2 nm) et leur bonne stabilité colloidale 
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(environ 3 mois à pH= 7,4). Elles presentent des caractéristiques  semblables à 

celles des nanoparticules d’or recouvertes par un seul chelateur 

(Au@TADOTAGA) developpées dans le cadre de la these de Gautier Laurent 

[126] [131]. Grâce au co-marquage par les ions Gd3+ et 64Cu2+, ces nanoparticules 

d’or Au@(TADOTAGA(Gd))2y(TANODAGA(64Cu))y ont pu être suivies par 

imagerie simultanée IRM/TEP. Ce suivi a révélé que les nanoparticules 

Au@(TADOTAGA(Gd))2y(TANODAGA(64Cu))y sont caractérisées par un 

comportement sain après administration in vivo. Elles circulent librement sans 

accumulation indésirable dans les organes sains sauf les organes impliqués dans 

l’élimination rénale (reins et vessie). En raison de leur petite taille, les 

nanoparticules ont été éliminées par la voie rénale. Ce mode d’élimination qui 

constitue un prérequis incontournable pour l’application in vivo des nanoparticules 

non biodégradables rend les nanoparticules 

Au@(TADOTAGA(Gd))x(TANODAGA)y adaptées pour l’imagerie multimodale. 

Les résultats obtenus avec la couche mixte sont très prometteurs mais le 

développement de ces nanoparticules souffre de la difficulté à caractériser finement 

la couche mixte. Ce point faible peut être surmonté par le remplacement des deux 

chélateurs par une plateforme moléculaire TA[DOTAGA-Lys-NODAGA] 

comportant dans la même structure un site d’ancrage et deux chélateurs différents. 

L’intérêt de cette approche réside principalement dans la garantie d’avoir ces deux 

chélateurs à la surface des nanoparticules d’or dans des proportions connues car 

imposées par la composition de la plateforme moléculaire. Cette molécule 

trifonctionnelle a été synthétisée par Vivek Thakare à partir de la lysine (schéma) 

dont les trois fonctions réactives (deux fonctions amine primaire et une fonction 

acide carboxylique) permettent d’accrochage au site d’ancrage et des deux 

chélateurs DOTAGA et NODAGA. Dans le cadre de cette thèse, nous avons donc 

cherché à développer, par une seconde approche, des nanoparticules enrobées par 

une couche homogène de molécules désignées par le sigle [TADOTAGA-lys-

NODAGA]. Ces plateformes moléculaires comportent un site d’ancrage et un bras 

espaceur terminé à chacune de ses deux extrémités par deux chélateurs différents 

un derivé DOTAGA pour la complexation des ions gadolinium et un derivé 

NODAGA pour l’immobilisation des ions cuivre-64.  
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2.3.3.2. Synthèse et caractérisation morphologique des nanoparticules 

Au@TA[DOTAGA-lys-NODAGA] 

La synthèse de Au@TA[DOTAGA-lys-NODAGA] a été réalisée en adaptant le 

protocole de Brust. Nous avons repris le protocole développé pour la synthèse des 

nanoparticules Au@TADOTAGA. Les nanoparticules d’or ont été produites par 

réduction du sel d’or par le NaBH4 en présence de la plateforme moléculaire 

TA[DOTAGA-lys-NODAGA].  

Apres purification par dialyse, les nanoparticules Au@TA[DOTAGA-lys-

NODAGA] ont d’abord été diluées dans l’eau (0,2 g Au/L) avant de réaliser les 

différentes caractérisations physico-chimiques. A première vue, Les clichés du 

TEM montrent des nanoparticules d’or distinctes les unes des autres, sphériques et 

de taille semblable (Figure 78). Le diamètre du cœur d’or déterminé en moyennant 

plusieurs valeurs (79 mesures à partir des images de MET) est de l’ordre 2,35 nm ± 

0,2 nm. 

 

 

Figure 78: Cliché MET de nanoparticules Au@TA[DOTAGA-lys-NODAGA]. 

 

Comme attendu pour des nanoparticules d’or ayant un diamètre inférieur à 3 nm, la 

bande de plasmon n’est pas visible sur les spectres d’absorption UV-visible des 

suspensions des nanoparticules d’or Au@TA[DOTAGA-lys-NODAGA] (Figure 

79).   
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Figure 79: Spectre UV-visible d’une suspension aqueuse des nanoparticules d’or 

Au@TA[DOTAGA-lys-NODAGA]. 

 

Dans le cas des nanoparticules d’or composées d’un cœur d’or de dimension très 

réduite (diamètre inférieur à 3 nm) et d’une monocouche de chélateurs, un diamètre 

hydrodynamique inférieur à 10 nm est attendu. La mesure réalisée par diffusion de 

la lumière (DLS) révèle que le diamètre hydrodynamique des nanoparticules 

Au@TA[DOTAGA-lys-NODAGA] est de 7,95 nm. Ainsi, les nanoparticules 

Au@TA[DOTAGA-lys-NODAGA] présentent une taille adaptée pour des 

applications in vivo. Ces résultats sont semblables à ceux obtenus avec les 

nanoparticules d’or recouvertes par une couche mixte de chélateurs de même 

nature que les sites de complexation de la plateforme moléculaire (DOTAGA et 

NODAGA).  

 

2.3.3.3. Stabilité colloïdale des suspensions aqueuses de nanoparticules 

Au@TA[DOTAGA-lys-NODAGA] 

Comme la stabilité colloïdale sur une plage de pH centrée sur 7,4 (pH 

physiologique) est requise pour les études in vivo, nous l’avons évaluée dans le cas 

des échantillons de nanoparticules Au@TA[DOTAGA-lys-NODAGA] à différents 

pH, compris dans l’intervalle de pH 1 à 11. Les suspensions colloïdales ont été 

ajustées au pH désiré avant d’effectuer les mesures à la température ambiante, à 

l’aide d’un spectrophotomètre UV-visible. Les spectres UV-visible des suspensions 

de nanoparticules d’or ont ensuite été tracés à différents pH (Figure 80). 
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Figure 80: Spectres UV-visible des suspensions de nanoparticules Au@TA[DOTAGA-lys-

NODAGA] à différents pH. 

 

Les spectres UV-visible ainsi obtenus montrent un faible écart entre les courbes 

enregistrées pour des pH compris entre 1 et 11. Cela signifie que les suspensions de 

nanoparticules Au@TA[DOTAGA-lys-NODAGA] sont stables sur une large 

gamme de pH dont le pH physiologique (7,4). Cette stabilité colloïdale des 

nanoparticules d’or est confirmée par la mesure du potentiel zêta à différents pH 

(entre 1 et 11). La mesure du potentiel zêta en fonction du pH a permis de tracer 

une courbe qui montre que les nanoparticules Au@TA[DOTAGA-lys-NODAGA] 

présentent une charge positive pour des pH inférieurs à 3 (Figure 81). Cette charge 

positive observée à (pH<3) est due à la protonation des fonctions amine tertiaire. 

Pour des pH supérieurs à 3, le potentiel zêta est de plus en plus négatif au fur à 

mesure que le pH augmente. Nous en déduisons que les nanoparticules d’or 

Au@TA[DOTAGA-lys-NODAGA] sont chargées négativement. Cette charge 

négative résulte de la déprotonation des fonctions –COOH en COO- et des 

groupements ammonium -NH3
+ en NH2.  
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Figure 81 : Courbe représentant le potentiel zêta en fonction du pH d’une suspension de 

nanoparticules Au@TA[DOTAGA-lys-NODAGA]. 

 

La comparaison entre les valeurs du potentiel zêta des nanoparticules d’or 

Au@(TADOTAGA(Gd))2y(TANODAGA)y (couche mixte avec deux 

macrocycliques différents) et des nanoparticules d’or Au@TA[DOTAGA-lys-

NODAGA] (couche comportant un seul type de molécule mais avec deux 

macrocycliques différents) met en évidence que les valeurs absolues sont plus 

faibles dans le cas de nanoparticules d’or Au@TA[DOTAGA-lys-NODAGA] (-10 

mV vs -35,46 mV à pH 7,4). Cette différence pourrait être suffisante pour 

influencer le comportement biologique des nanoparticules Au@TA[DOTAGA-

Lys-NODAGA].  

 

La stabilité colloïdale dans le temps est un paramètre prédictif de l’évolution des 

nanoparticules. Cette stabilité colloïdale dépend de plusieurs paramètres, tels que le 

milieu de dispersion, le pH, la charge de surface, l’équilibre des interactions 

attractives et répulsives qui s’exercent entre les particules. Afin d’évaluer 

l’influence du temps de stockage, nous avons réalisé une étude de la stabilité 

colloïdale des nanoparticules Au@TA[DOTAGA-lys-NODAGA], dans le temps, 

en milieu physiologique (NaCl/Hepes, pH 7,4) et en milieu aqueux en présence des 

ions gadolinium et cuivre (II). L’évaluation a été réalisée sur la base des spectres 

UV-visible des suspensions de nanoparticules Au@TA[DOTAGA-lys-NODAGA] 

enregistrés régulièrement pendant trois mois (Figure 82). 
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Figure 82: Spectres UV-visible des suspensions de nanoparticules d’or 

Au@TA[DOTAGA(Gd)-lys-NODAGA] en milieu aqueux (a) et en milieu NaCl/hepes (b). 

 

Les spectres UV-visibles de la suspension colloïdale, enregistrés en milieu 

physiologique (145 mM NaCl, 10 mM Hepes) en milieu aqueux après marquage 

par des ions d’intérêt (Gd3+ et Cu2+) présentent en fonction du temps des 

différences d’absorption très faibles. De plus, on ne constate aucune modification 

de la bande de plasmon dans les deux spectres, en présence de l’ion gadolinium et 

de l’ion cuivre (II). Cela indique que les nanoparticules d’or 
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Au@TA[DOTAGA(Gd)-lys-NODAGA(Cu)] sont stables en milieu physiologique 

et en milieu aqueux (Figure 82). 

2.3.3.4. Le radiomarquage des nanoparticules Au@TA[DOTAGA-Lys-

NODAGA] par les ions cuivre-64 

La radiochromatogramme obtenu après élution du mélange d’une suspension de 

nanoparticules Au@TA[DOTAGA(Gd)-lys-NODAGA] et d’une solution de 

cuivre-64 ne présente qu’un seul pic au niveau de la zone de dépôt des 

nanoparticules d’or (Figure 83). Comme discuté dans le cas du radiomarquage des 

nanoparticules Au@(TADOTAGA(Gd))x(TANODAGA)y, l’allure d’un tel 

radiochromatogramme est caractéristique d’un radiomarquage réussi des 

nanoparticules. En plus, d’une pureté radiochimique élevée (supérieur à 98% 

d’après l’analyse du radiochromatogramme de la figure 80), les  nanoparticules 

Au@(TADOTAGA(Gd))2y(TANODAGA(64Cu))y et Au@TA[DOTAGA(Gd)-Lys-

NODAGA(64Cu)] sont caractérisées par une excellente stabilité radiochimiques 

(Figure 84) dans du sérum de veau fœtal et au contact avec un chélateur 

compétiteur (EDTA). Malgré son fort pouvoir complexant, l’ajout EDTA à une 

suspension de nanoparticule d’or Au@TA[DOTAGA(Gd)-Lys-NODAGA(64Cu)] 

n’a pas induit une forte décomplexation du cuivre-64 présent dans la couche 

organique des nanoparticules Au@TA[DOTAGA(Gd)-Lys-NODAGA(64Cu)]. La 

comparaison des courbes représentant la proportion de cuivre-64 dans la couche 

organique en fonction du temps révèle que les ions cuivre (II) sont mieux retenus 

dans la couche mixte Au@(TADOTAGA(Gd))2y(TANODAGA(64Cu))y que dans la 

couche monomoléculaire Au@TA[DOTAGA(Gd)-lys-NODAGA(64Cu)]. Cette 

différence qui reste très faible, résulte probablement d’un encombrement stérique 

plus important lorsque les deux macrocycles sont portés par la même molécule. 

Cependant le taux de décomplexation de cuivre-64 reste très faible dans le cas le 

moins favorable des nanoparticules Au@TA[DOTAGA(Gd)-lys-

NODAGA(64Cu)]. Les particules Au@TA[DOTAGA(Gd)-lys-NODAGA(64Cu)] 

sont donc adaptées pour les applications in vivo. 
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Figure 83: Radiochromatogramme après élution d’une suspension de nanoparticules  

radiomarquées Au@TA[DOTAGA(Gd)-Lys-NODAGA] par le cuivre-64 

 

Figure 84: Etude de la stabilité du radiomarquage de nanoparticules 

(Au@TA[DOTAGA(Gd)-lys-NODAGA(64Cu)] (courbe violet avec triangle vert) et 

Au@(TADOTAGA(Gd))2y(TANODAGA(64Cu2+))y (courbe rouge avec losange rouge) 

dans du sérum de veau fœtal (trait plein) et en solution aqueuse contenant un complexant 

compétiteur EDTA (trait pointillé). 
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2.3.3.5. Etude de la biodistribution 

 

Les nanoparticules Au@TA[DOTAGA(Gd)-lys-NODAGA(Cu2+)] présentent en 

termes de taille des caractéristiques  similaires à celles  des nanoparticules d’or 

Au@(TADOTAGA(Gd))2y(TANODAGA(64Cu2+))y recouvertes par une couche 

mixte de chélateurs de même nature que les sites de complexation de la plateforme 

moléculaire (DOTAGA et NODAGA). Pour cette raison, nous avons pu étudier la 

biodistribution in vivo des nanoparticules Au@TA[DOTAGA(Gd)-lys-

NODAGA(64Cu)] doublement marquées à la fois par les ions Gd3+ et les ions 

64Cu2+. La combinaison de deux techniques est très attrayante pour la localisation 

et le suivi de nanoparticules d’or dans l’organisme de l’animal. L’étude de 

biodistribution in vivo a été réalisée sur des souris porteuses d’une tumeur sous-

cutanée. Ainsi, les nanoparticules d’or radiomarquées Au@TA[DOTAGA(Gd)-

Lys-NODAGA(64Cu)] après injection intraveineuse ont été réparties dans les 

differents organes de l’animal. Cette répartition des nanoparticules d’or a été suivie 

par imagerie simultanée IRM/TEP.  

 

 

Figure 85: Les images IRM, TEP et fusion d’images IRM/TEP obtenues 1h puis 24h après 

injection intraveineuse d’une suspension de nanoparticules d’or Au@TA[DOTAGA(Gd)-

lys-NODAGA(64Cu)]. 
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L’acquisition des images a été réalisée à deux temps, 1h et 24h après l’injection 

(Figure 85). Les images en IRM montrent un rehaussement de contraste positif 1h 

après l’injection. Ce rehaussement localisé dans les reins et la vessie laisse 

supposer une accumulation de nanoparticules Au@TA[DOTAGA(Gd)-Lys-

NODAGA(64Cu)] dans ces  organes. Cette présence de nanoparticule d’or, dans les 

reins et la vessie est confirmée par les images TEP acquises en même temps que 

l’IRM (Figure 85). Grâce à la complémentarité de deux modalités d’imagerie 

IRM/TEP qui permet une détection simultanée nous observons une superposition 

parfaite du rehaussement de contraste de l’IRM et de la radioactivité (TEP) (Figure 

85). Cette observation, similaire à celle réalisée à partir du même animal et de la 

même injection avec les nanoparticules 

Au@(TADOTAGA(Gd))2y(TANODAGA(64Cu))y, confirme le potentiel de ce type 

de nanoparticule d’or Au@TA[DOTAGA(Gd)-Lys-NODAGA(64Cu)] comme 

agent d’imagerie bimodale IRM/TEP.  

La radioactivité et le contraste positif sont beaucoup moins intenses 24h après 

injection de l’agent d’imagerie bimodale Au@TA[DOTAGA(Gd)-Lys-

NODAGA(64Cu)]. Le faible rehaussement de contraste en IRM dans les reins et la 

vessie concorde bien avec la diminution de la radioactivité observée dans les 

mêmes organes (les reins et la vessie) comme le confirme la fusion des images 

IRM/TEP et le comptage gamma post-mortem (Figure 86). Toutes ces observations 

confirment que les nanoparticules Au@TA[DOTAGA(Gd)-Lys-NODAGA(Cu2+)] 

sont éliminées progressivement de l’organisme par la voie rénale. Grâce aux 

images fournies par l’IRM et la TEP, nous constatons la présence des 

nanoparticules dans les reins et la vessie 24 h après l’injection avec une légère 

accumulation hépatique. 

En outre cette présence des nanoparticules d’or Au@TA[DOTAGA(Gd)-lys-

NODAGA(64Cu)]  dans les reins et la vessie et la faible accumulation dans le foie 

sont confirmées par le comptage gamma et l’analyse ICP des organes des animaux 

sacrifiés 1 h et 24h après l’injection intraveineuse. L’analyse ICP montre que la 

présence de l’élément or est principalement présente dans les reins (Figures 86 et 

87). Cette quantité d’or diminue entre 1h et 24h après l’injection intraveineuse 

comme le montre l’examen des images IRM/TEP et les analyses post-mortem 

(comptage gamma et ICP) (Figures 86 et 87). La similitude entre les deux graphes 

mailto:Au@TADOTAGA-Gd-TANODAGA-Cu2+)(0.5)
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est caractéristique de la colocalisation de la radioactivité et des nanoparticules d’or. 

Nous pouvons en conclure qu’il n’y a pas de relargage des ions 64Cu2+. 

 

Le comportement des nanoparticules Au@TA[DOTAGA(Gd)-lys-

NODAGA(64Cu)] est similaire à celui observé avec les nanoparticules 

Au@(TADOTAGA(Gd))2y(TANODAGA(64Cu))y recouvertes par une couche 

mixte de deux chélateurs différents. Il est important de souligner que, dans les deux 

cas, aucun relargage des ions cuivre-64 ni aucune accumulation indésirable n’ont 

été décelés. Ce qui indique le potentiel de ces nanoparticules d’or en tant qu’agent 

d’imagerie bimodale pour l’imagerie simultanée IRM/TEP. 

 

Figure 86: Mesure post-mortem de la radioactivité par le comptage gamma des organes des 

souris sacrifiées 24h après injection intraveineuse d’une suspension de nanoparticules 

Au@TA[DOTAGA(Gd)-lys-NODAGA(64Cu)]. 

mailto:Au@TADOTAGA-Gd-TANODAGA-Cu2+)(0.5)
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Figure 87: Dosage ICP de l'or contenue dans les différents organes de la souris 24h après 

injection intraveineuse d’une suspension de nanoparticules Au@TA[DOTAGA(Gd)-lys-

NODAGA(64Cu)]. 
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2.4. Conclusion 

 

Dans l’optique de réaliser l’imagerie simultanée IRM/TEP, nous avons montré 

qu’il était possible de synthétiser des nanoparticules d’or recouvertes par deux 

chélateurs différents en réduisant le sel d’or en présence soit d’un mélange de deux 

types de molécules portant chacune  un site de complexation différent (couche 

mixte : Au@(TADOTAGA(Gd))x(TADFO(89Zr))y ou 

Au@(TADOTAGA(Gd))x(TANODAGA(64Cu))y (x/y=2 ou 10)), soit d’un seul 

type de molécules portant deux sites de complexation différents 

(Au@TA[DOTAGA(Gd)-lys-NODAGA(64Cu)]). Ces nanoparticules peuvent être 

co-marquées par les ions Gd3+ et des ions radioactifs émetteurs de positons 

(64Cu2+(NODAGA) et 89Zr4+(DFO)). Grâce à cette composition de la couche 

organique, il a été possible de suivre la biodistribution simultanément par IRM et 

TEP. Les nanoparticules Au@TA[DOTAGA(Gd)-lys-NODAGA(64Cu)] et 

Au@(TADOTAGA(Gd))2y(TANODAGA(64Cu))y sont caractérisées par un 

comportement sain : elles circulent librement avant d’être éliminées par la voie 

rénale. En revanche, les nanoparticules Au@(TADOTAGA(Gd))x(TADFO(89Zr))y 

avec le rapport molaire (TADFO/TADOTAGA) le plus élevé (x/y=2) ont tendance 

à s’accumuler de façon indésirable dans le foie. Ce comportement peut s’expliquer 

par le caractère hydrophobe de TADFO. Lorsqu’on diminue la proportion de la 

DFO en synthétisant des nanoparticules d’or 

Au@(TADOTAGA(Gd))10y(TADFO(89Zr))y c’est-à-dire avec un rapport molaire 

(TADFO/TADOTAGA) plus faible, on constate une accumulation progressive des 

nanoparticules Au@(TADOTAGA(Gd))10y(TADFO(89Zr))y dans les reins et la 

vessie contrairement à ce qui a été observé avec les nanoparticules 

Au@(TADOTAGA(Gd))2y(TADFO(89Zr))y. De plus, on a constaté une plus faible 

accumulation dans le foie et dans la rate. Après leur circulation in vivo, les 

nanoparticules Au@(TADOTAGA(Gd))10y(TADFO(89Zr))y ont été éliminées 

rapidement par la voie rénale en raison de leur petite taille.  

Une alternative à l’utilisation du ligand DFO afin  d’améliorer le comportement in 

vivo de la sonde bimodale est en cours d’investigation. Récemment, Pandya et al. 

ont démontré que le ligand macrocyclique DOTA complexait mieux l’ion 

zirconium que le ligand DFO. Cependant la proposition de Pandya et al. de 
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remplacer DFO par DOTA ne nous parait pas convaincante car le radiomarquage 

des nanoparticules Au@TADOTAGA par zirconium-89 a été un échec. Nous 

sommes en revanche très attentifs au sujet des travaux visant à proposer des 

chélateurs hydrophiles de zirconium-89. 
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La synthèse de nanoparticules d’or 

multifonctionnelles pour le ciblage actif 

 
 

3.1. Réflexion sur le ciblage des nanoparticules d’or 

La radiothérapie fait partie de l’arsenal thérapeutique pour traiter, seule ou en 

combinaison avec la chirurgie et/ou la chimiothérapie, les tumeurs solides [1]. Elle 

repose sur l’emploi de rayonnements ionisants (rayons X ou gamma) dont 

l’absorption exerce un effet cytotoxique. Comme la composition chimique des 

cellules normales et des cellules cancéreuses est similaire, les différences 

d’absorption sont trop faibles pour garantir un traitement sélectif des tumeurs. En 

d’autres termes, la dose de rayonnement est trop cytotoxique pour préserver les 

tissus sains traversés. La radiothérapie s’accompagne souvent d’effets secondaires 

délétères [2]. Afin de circonscrire les effets de la radiothérapie à la zone tumorale 

plusieurs pistes sont en cours d’exploration. Elles reposent sur la nature du 

rayonnement (proton et hadronthérapie), sur la balistique et sur la 

radiosensibilisation [3]. Cette dernière consiste à modifier la composition chimique 

des tumeurs solides pour induire une absorption plus forte dans la zone à traiter que 

dans les tissus sains qui doivent être préservés. Comme les éléments à numéro 

atomique (Z) élevé présentent une propension à absorber les photons X, il a été 

proposé d’utiliser les nanoparticules d’or (Z(Au)=79) pour rehausser les effets de la 

dose du rayonnement ionisant [4]. Afin de garantir une meilleure sélectivité du 

traitement de tumeurs solides par radiothérapie, il est indispensable de contrôler la 

biodistribution des agents radiosensibilisants. L’avantage des nanoparticules 

radiosensibilisantes est qu’elles bénéficient d’un meilleur contrôle de la 

biodistribution que les molécules radiosensibilisantes. Cela se traduit par une 

accumulation d’un plus grand nombre d’éléments radiosensibilisants et par une 

rétention plus durable lorsque les éléments radiosensibilisants sont transportés par 

les nanoparticules. On parle alors de ciblage passif qui repose sur le controversé 

effet EPR [5]. Afin de renforcer la différence entre tumeur et tissu sain, le ciblage 

actif des nanoparticules a été au centre de nombreuses études visant à augmenter le 
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nombre des nanoparticules dans la tumeur et leur temps de rétention. Le ciblage 

actif repose à la fois sur l’effet EPR et sur l’interaction préférentielle des 

nanoparticules avec les cellules cancéreuses qui sont caractérisées par la 

surexpression de certains récepteurs membranaires. 

Un des moyens pour améliorer le ciblage des tumeurs consiste à modifier la chimie 

de surface des nanoparticules d’or. Elles peuvent être fonctionnalisées par des 

biomolécules qui présentent une forte affinité pour les cellules cancéreuses. 

L’introduction de groupements fonctionnels sur les nanoparticules d’or 

développées dans le cadre de mes travaux de thèse est possible du fait de la 

disponibilité importante des groupements acide carboxylique portés par les 

chélateurs. Mais cette stratégie est déconseillée car elle est susceptible d’altérer le 

pouvoir complexant des chélateurs. Afin de fonctionnaliser les nanoparticules par 

des groupes de ciblage tout en préservant le pouvoir complexant des chélateurs, 

nous proposons deux stratégies originales.  

La première stratégie consiste à synthétiser une plateforme moléculaire portant à la 

fois un chélateur macrocyclique de type DOTAGA et le groupe de ciblage. Afin de 

valider ce concept, nous avons choisi le peptide EuK comme groupe de ciblage de 

PSMA (EuK pour acide glutamique-urée-Lysine et PSMA pour l’antigène 

membranaire spécifique de la prostate). Dans le cadre d’une collaboration avec 

l’équipe du Pr Franck Denat (PD2A, ICMUB), la plateforme TA[DOTAGA-Lys-

EuK] a été synthétisée pour la première fois par Vivek Thakare dont la thèse était 

consacrée au développement de chélateurs multifonctionnels pour la synthèse de 

nanoparticules radiosensibilisantes conçues pour la radiothérapie guidée par 

l’imagerie (AGulx®, nanoparticules d’or). Cette plateforme est construite autour de 

la lysine dont les deux fonctions amine primaire et la fonction acide carboxylique 

assurent le greffage de l’acide thioctique, du macrocycle DOTAGA et du groupe 

de ciblage actif EuK (Figure 88). 
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Figure 88 :  Schéma du chélateur TADOTAGA-Lys-EuK 

 

 Les deux atomes de soufre de l’acide thioctique garantissent l’immobilisation de la 

plateforme TA[DOTAGA-Lys-EuK] sur les nanoparticules d’or au cours de leur 

synthèse alors que le macrocycle DOTAGA a été choisi pour former des 

complexes stables avec les ions gadolinium et indium-111 et permettre ainsi le 

suivi des nanoparticules d’or par IRM et SPECT. Le peptide EuK est un groupe de 

ciblage dirigé contre l’antigène membranaire spécifique (PSMA) surexprimé dans 

le cas de certaines tumeurs de la prostate [6]. Il constitue donc une cible idéale 

pour la détection  et le traitement ciblé des tumeurs. Ainsi les nanoparticules d’or 

recouvertes par la plateforme TA[DOTAGA-Lys-EuK] pourraient être 

intéressantes pour un meilleur ciblage des tumeurs de la prostate qui pourra être 

suivi par IRM ou par SPECT.   

La seconde stratégie consiste à recouvrir à la surface de nanoparticules d’or par des 

plateformes moléculaires TA[DOTAGA-lys-NH2] et TA[NODAGA-lys-NH2]. 

Comme dans le cas  de la plateformes TA[DOTAGA-lys-EuK], ces deux 

plateformes moléculaires sont construites autour de la lysine. Une des deux 

fonctions amine primaire et la fonction acide carboxylique sont utilisées pour 

greffer l’acide thioctique (TA) (pour l’immobilisation de la plateforme sur les 

cœurs d’or en cours de synthèse) et le macrocycle NODAGA (pour la TEP) ou 

DOTAGA pour l’IRM et/ou la SPECT. La fonction amine restante constituera un 

site réactif pour la post-fonctionnalisation des nanoparticules par différentes 

molécules dont différents agents de ciblage (peptides, anticorps) (Figure 89). 
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Figure 89 : Schéma du chélateur TANODAGA-Lys-NH2 

 

 Avant de valider le concept de ciblage actif des nanoparticules d’or, nous avons 

cherché à établir des protocoles de synthèse fiable et reproductibles. Ce chapitre 

rassemble donc les principaux résultats obtenus pour les nanoparticules 

Au@TA[DOTAGA-lys-EuK], Au@TA[DOTAGA-lys-NH2] Au@TA[NODAGA-

lys-NH2], Au@(TA[DOTAGA])(TA[NODAGA-lys-NH2]). 

 

3.2. Synthèses et caractérisation  des nanoparticules d’or  

3.2.1. Synthèse des nanoparticules d’or Au@TA[DOTAGA-Lys-

EuK] 

 

Dans un ballon monocol de 50 mL, le sel d’or HAuCl4.3H2O (19 mg ; 4,87.10-5 

mol) est dissous dans du méthanol (6 mL). La solution de couleur jaune est ensuite 

placée sous agitation magnétique. Dans un flacon, la plateforme moléculaire 

TA[DOTAGA-lys-EuK] (65 mg ; 5,2.10-5 mol) est dissoute dans l’eau ultrapure 

(3,8 ml). Après dissolution, la solution aqueuse de TA[DOTAGA-lys-EuK] est 

ajoutée au contenu du ballon sous agitation. La coloration du mélange réactionnel 

passe du jaune à l’orange vif. Enfin, le réducteur, une solution aqueuse de 
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tétrahydruroborate de sodium NaBH4 (20 mg ; 5,28.10-4 mol dissous dans 1 mL 

d’eau ultrapure), est ajouté par fractions (0,5 mL puis progressivement) au mélange 

réactionnel. L’addition de la solution de NaBH4 s’accompagne de l’apparition 

d’une coloration noire et d’un dégagement gazeux. La coloration noire indique la 

réduction de Au3+ en Au(0). Le mélange ainsi obtenu est laissé sous agitation 

magnétique pendant environ une heure.  

Après la synthèse, les nanoparticules d’or Au@TA[DOTAGA-lys-EuK] ont été 

purifiées par dialyse pendant 48 heures (MCWO 6-8 kDA). Le bain de dialyse est 

remplacé 3 fois par jour toutes les quatre heures pendant 48 heures. Les 

nanoparticules d’or purifiées ont été ensuite concentrées à un volume final de ~1 

mL de suspension par centrifugation dans des tubes Vivaspin® de 10 kDa.  

 

3.2.2. Synthèse des nanoparticules d’or Au@TA[DOTAGA-Lys-

NH2] 

Dans un ballon monocol de 50 mL, le sel d’or HAuCl4.3H2O (24 mg ; 6,09.10-5 

mol) est dissous dans du méthanol (7,5 mL). La solution de coloration jaune clair 

est ensuite placée sous agitation magnétique. En parallèle, dans un flacon, la 

plateforme moléculaire TA[DOTAGA-lys-NH2] (50 mg ; 5,99.10-5 mol) est 

dissoute dans l’eau ultrapure (3 mL). Ensuite la solution aqueuse de TADOTAGA-

Lys-NH2 est ajoutée au contenu du ballon sous agitation. Il en résulte un 

changement de couleur, du jaune à l’orange vif. Le milieu réactionnel a été acidifié 

avec l’acide acétique (1 mL) pour éviter l’agglomération des nanoparticules d’or. 

Une solution aqueuse de tétrahydruroborate de sodium NaBH4 (23 mg ; 3,99.10-4 

mol) dans l’eau ultrapure (3 mL)) est ajoutée au mélange réactionnel par fractions 

(0,5 mL puis progressivement). La coloration de la solution vire instantanément au 

noir avec un dégagement gazeux. Par la suite, le mélange est placé sous agitation 

magnétique pendant environ une heure. 

Après la synthèse, les nanoparticules (Au@TADOTAGA-lys-NH2) ainsi obtenues 

ont été d’abord purifiées par dialyse (seuil de coupure du boudin compris entre 6 et 

8 kDa). Le bain de la dialyse est remplacé 3 fois par jour toutes les quatre heures 

pendant 48 heures pour se débarrasser des résidus organiques et inorganiques. Les 

nanoparticules d’or sont ensuite concentrées à 10 g Au/L  (~1 ml de suspension) 

par centrifugation dans des tubes Vivaspin® de 10 kDA.  
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3.2.3. Synthèse de nanoparticules d’or Au@TA[NODAGA-Lys-

NH2] 

 

Dans un ballon monocol de 50 ml, le sel d’or HAuCl4.3H2O (26,2 mg ; 6,65.10-5 

mol) est dissous dans le méthanol (8,21 mL). La solution de coloration jaune clair 

est ensuite placée sous agitation magnétique. Une solution aqueuse du chélateur 

trifonctionnel TA[NODAGA-lys-NH2] (49 mg ; 6,67.10-5 mol dans 5,4 mL d’eau 

ultrapure) est ajoutée au contenu du ballon sous agitation. Il en résulte un 

changement de couleur du jaune à l’orange vif. Ensuite, le milieu réactionnel est 

acidifié par ajout d’acide acétique (1 mL) pour éviter l’agglomération des 

nanoparticules d’or. Enfin, le réducteur tétrahydruroborate de sodium NaBH4 (25 

mg ; 6,6.10-4 mol) dissous dans d’eau ultrapure (2 mL) est ajouté au mélange 

réactionnel par fractions (1 mL puis progressivement). La coloration de la solution 

vire instantanément au noir avec un dégagement gazeux. Le mélange ainsi obtenu 

est laissé sous agitation magnétique pendant environ une heure.  

Après la synthèse, les nanoparticules (Au@TANODAGA-lys-NH2) ont été 

purifiées par dialyse (MWCO : 6-8 kDA) pendant 48 heures. Le bain de la dialyse 

est remplacé 3 fois par jour toutes les quatre heures pendant 48 heures. Les 

nanoparticules d’or purifiées ont été ensuite concentrées à 10 g Au/L (~1 mL de 

suspension) par centrifugation dans des tubes Vivaspin® de 10 kDa.   

 

3.2.4. Synthèse de nanoparticules d’or recouvertes par une couche 

mixte composée de (TA[DOTAGA]) et (TA[NODAGA-lys-NH2]) 

 

Les nanoparticules Au@(TA[DOTAGA])(TA[NODAGA-lys-NH2]) recouvertes 

par une couche mixte de chélateurs organiques (TADOTAGA) et (TANODAGA-

lys-NH2) ont été synthétisées en s’inspirant des protocoles établis pour les 

nanoparticules d’or Au@(TADOTAGA)(TADFO) et 

Au@(TADOTAGA)(TANODAGA) développées dans le cadre de la thèse (Voir 

chapitre 2). 
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Une solution aqueuse de TADOTAGA (0,288 g ; 4,07.10-4 mol de TADOTAGA 

dissous dans 20 mL d’eau ultrapure) et une solution aqueuse de TANODAGA-Lys-

NH2 (82,4 mg ; 1,12.10-4 mol dissous dans 3 mL d’eau ultrapure) sont ajoutées 

successivement dans un ballon monocol de 250 mL contenant une solution 

méthanolique de sel d’or HAuCl4.3H2O (0,192 g ; 4,869.10-4mol dissous dans un 

volume de 60 mL de méthanol) sous agitation magnétique. La couleur de la 

solution de sel d’or est jaune clair avant l’ajout des chélateurs. Un changement de 

couleur se produit après l’addition des chélateurs organiques : la coloration du 

milieu vire à l’orange vif. Ensuite, le milieu réactionnel a été acidifié en ajoutant de 

l’acide acétique (1 mL) pour éviter l’agglomération des nanoparticules d’or. Une 

solution aqueuse de NaBH4 (0 ,2 g ; 5,28.10-3 mol dans 13 mL d’eau ultrapure) est 

ajouté sous agitation par fractions (6 mL puis progressivement) au mélange de sel 

d’or et de chélateurs. L’ajout de la solution aqueuse de NaBH4 au mélange 

réactionnel se traduit par l’apparition d’une coloration noire. Cette coloration noire 

accompagnée d’un dégagement gazeux est attribuée à la formation de 

nanoparticules d’or. Le mélange réactionnel ainsi obtenu est laissé sous agitation 

magnétique pendant environ une heure.  

Les nanoparticules Au@(TA[DOTAGA])(TA[NODAGA-lys-NH2]) ainsi 

synthétisées ont été purifiées dans un premier temps par dialyse (MWCO : 6-8 

kDA) pendant 48 heures. Le bain de la dialyse est remplacé 3 fois par jour toutes 

les quatre heures pendant 48 heures. Les nanoparticules d’or ainsi purifiées ont été 

ensuite concentrées à 10 g Au/L par centrifugation dans des tubes Vivaspin® de 10 

kDa.   
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3.3. Caractérisations physico-chimiques des 

nanoparticules d’or 

3.3.1. Microscope électronique à transmission (MET) 

Une goutte des différentes suspensions colloïdales préalablement diluées (5 µL ; 

0,10 g Au/L) a été déposée sur une grille en cuivre recouverte de carbone. Le dépôt 

séché à la température ambiante a été ensuite introduit dans le microscope 

électronique à transmission (JEOL 2100F, 200kV). Les clichés TEM ont été 

ensuite analysés pour déterminer le diamètre du cœur des  nanoparticules d’or. 

 

3.3.2. Spectrophotométrie UV-visible 

Les spectres d’absorption UV-visible des échantillons ont été réalisés à partir de 

suspensions colloïdales de nanoparticules d’or de concentration 1 mM en or 

([Au]=1 mM en or soit 0,20 g Au/L). Les spectres ont été effectués à l’aide d’un 

spectrophotomètre SPECORD 210, dans la gamme de longueur d’onde allant de 

400 à 800 nm.   

 

3.3.3. Potentiel zêta 

Les mesures du potentiel zêta ont été réalisées à partir de suspensions colloïdales 

de nanoparticules d’or de concentration [Au]=1 mM  (soit 0,20 g Au/L) contenant 

du chlorure de sodium ([NaCl] = 10-2 M). Le pH des différentes suspensions 

colloïdales a été ajusté par l’ajout d’une solution d’hydroxyde de sodium ([NaOH] 

= 1 M) ou une solution d’acide chlorhydrique ([HCl] = 1M]. La mesure du 

potentiel zêta a été réalisée à l’aide d’un zêtamétre (Nanosizer ZS de Malvern 

Instruments) équipé d’un laser He-Ne d’une longueur d’onde de 633 nm et relié à 

un ordinateur.  

 

3.3.4. Diffusion dynamique de la lumière (DLS) 

La mesure du diamètre hydrodynamique (Dh) a été effectuée à partir de 

suspensions colloïdales de nanoparticules d’or ajustées à pH 7,4. La mesure 

réalisée avec l’appareil Nanosizer ZS (Malvern Instruments) a été répétée 3 fois.  
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3.3.5. Etude de stabilité colloïdale à différents pH 

 
L’étude de la stabilité colloïdale à différents pH a été réalisée à partir de 

suspensions colloïdales à 1,25 mM en or (0,25 g Au/L) dont le pH a été ajusté par 

ajout d’une solution aqueuse d’hydroxyde de sodium (1M) ou d’acide 

chlorhydrique (1M). L’absorbance des suspensions a été mesurée par un 

spectrophotomètre UV-visible de type SPECORD 210 à différents pH sur une 

gamme de longueurs d’onde comprise entre 400 et 800 nm. 

 

 

 

 

3.4. Résultats et Discussion 

 

3.4.1. Au@TA[DOTAGA-lys-EuK] 

 

Le fait que les propriétés optiques des nanoparticules d’or soient sensibles à leur 

taille, leur forme et leur environnement confère un réel intérêt à la 

spectrophotométrie UV-visible pour caractériser les suspensions de nanoparticules 

d’or (Figure 90).  

 

Figure 90 : Spectre UV-visible d’une suspension de nanoparticules d’or 

Au@TA[DOTAGA-lys-EuK] 
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Le spectre UV-visible d’une suspension de nanoparticules Au@TA[DOTAGA-lys-

EuK] enregistré après la synthèse et la purification des nanoparticules présente une 

faible bande d’absorption 520 nm entre 500 et 600 nm (Figure 90). La faible 

absorbance au voisinage de 520 nm indique que la taille des cœurs d’or des 

nanoparticules Au@TA[DOTAGA-lys-EuK] est inférieure ou égale à 3 nm. 

Ce résultat concorde avec ceux obtenus pour les différents types de nanoparticules 

d’or synthétisées avec un protocole similaire (Chapitre 2). Afin de collecter des 

informations précises sur la taille et la forme des nanoparticules, nous avons réalisé 

une série de clichés TEM à partir d’un dépôt d’une goutte de la suspension 

colloïdale Au@TA[DOTAGA-lys-EuK] (Figure 91). 

 

Figure 91: Cliché MET de nanoparticules  Au@TA[DOTAGA-lys-EuK] 

L’analyse des images acquises par MET montre que les nanoparticules d’or sont 

d’apparence sphérique. Elles présentent une distribution de taille étroite. Le 

diamètre moyen des cœurs d’or des nanoparticules Au@TA[DOTAGA-lys-EuK] 

est de 2,20 nm ± 0,20 nm. Cette information confirme l’estimation de la taille des 

cœurs d’or déduite des spectres UV-visible des nanoparticules 

Au@TA[DOTAGA-lys-EuK]. En outre, nous avons mesuré le diamètre 

hydrodynamique afin de s’assurer que la taille totale ne dépasse pas la valeur limite 

(inférieur à 10 nm)  au-delà de laquelle l’élimination rénale n’est plus observée. 

Malgré l’encombrement de la plateforme moléculaire TA[DOTAGA-lys-EuK], le 

diamètre hydrodynamique des nanoparticules d’or recouvertes par ce chélateur 

trifonctionnel reste inférieure à 10 nm (Dh=6,85 nm ± 0,35 nm). 

L’enregistrement des spectres UV-visibles à différents pH a été ensuite réalisé pour 

déterminer la stabilité colloïdale des suspensions de nanoparticules 

Au@TA[DOTAGA-lys-EuK] (Figure 92). 
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Figure 92 : Spectre UV-visible des suspensions de  nanoparticules d’or 

Au@TA[DOTAGA-lys-EuK] à différents pH. 

Comme nous l’avions montré dans le cas des nanoparticules d’or décrites dans le 

chapitre 2, la spectrophotométrie UV-visible est particulièrement bien adaptée pour 

évaluer la stabilité colloïdale des suspensions  de nanoparticules d’or. En effet, la 

sensibilité des propriétés optiques des nanoparticules d’or au changement de forme, 

de taille et d’environnement induit des modifications du spectre lorsque les 

nanoparticules d’or s’agglomèrent et/ou précipitent. À l’exception de la courbe 

bleue (pH 1), les courbes enregistrées à différents pH sont superposées (Figure 92). 

Cette observation indique que les suspensions de nanoparticules 

Au@TA[DOTAGA-lys-EuK], sont stables sur une large gamme de pH comprise 

entre pH 3 et pH 11.  

La stabilité colloïdale des suspensions de Au@TA[DOTAGA-lys-EuK] peut 

s’expliquer par l’évolution du potentiel zêta en fonction du pH (Figure 93). 

Lorsque le pH est inférieur à 2, le potentiel zêta est positif alors qu’il est de plus en 

plus négatif pour les pH supérieurs à 2. 
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Figure 93: Courbe du potentiel zêta en fonction du pH pour des nanoparticules d’or Au@ 

TA[DOTAGA-lys-EuK] 

 

La présence des charges à la surface des nanoparticules d’or résulte de la présence 

des fonctions amine et acide carboxylique portées par les chélateurs organiques 

DOTAGA. Pour un pH inférieur à 2, la charge positive est due à la protonation des 

amines tertiaires et des carboxylates tandis que pour un pH supérieur à 2, la charge 

négative résulte de la déprotonation des fonctions acide carboxylique et 

ammonium. La valeur du potentiel zêta à pH 7,4 est de l’ordre de -20 mV.  

 

Malgré la complexité du chélateur trifonctionnel TA[DOTAGA-lys-EuK] il 

comporte un macrocycle pour la complexation des ions d’intérêt pour l’imagerie 

(Gd3+ pour l’IRM, 111In3+ pour la SPECT), une fonction d’ancrage (les deux atomes 

de soufre endocyclique du résidu acide thioctique) et un groupe de ciblage actif 

dirigé contre PSMA, tous greffés sur la lysine il a été possible, comme dans le cas 

du chélateur trifonctionnel (TA[DOTAGA-lys-NODAGA] de synthétiser des 

nanoparticules d’or dont les caractéristiques sont compatibles avec une application 

in vivo. Les suspensions des nanoparticules d’or Au@TA[DOTAGA-lys-EuK] 

présentent une excellente stabilité colloïdale sur une large gamme de pH centrée 

sur le pH physiologique. En outre, le diamètre hydrodynamique de ces 

nanoparticules est suffisamment petit pour permettre une élimination rénale qui 

constitue un prérequis indispensable pour une utilisation in vivo de ces 

nanoparticules.  
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3.4.2. Au@TA[DOTAGA-lys-NH2] 

 

Les premières tentatives de synthétiser les nanoparticules d’or Au@TA[DOTAGA-

Lys-NH2] ont échoué alors que nous avions appliqué les protocoles qui ont conduit 

à l’obtention des nanoparticules d’or recouvertes par des couches organiques 

composées d’un seul type de chélateurs macrocycliques bi ou trifonctionnels ou 

d’un mélange de differents chélateurs (couche mixte). La différence entre 

TA[DOTAGA-lys-NH2] et les chélateurs avec lesquels des nanoparticules d’or ont 

pu être produites selon des caractéristiques adaptées aux applications in vivo réside 

dans la présence d’une fonction amine primaire. La plateforme moléculaire 

TA[DOTAGA-Lys-NH2] a été conçue comme les plateformes TA[DOTAGA-lys-

NODAGA] et TA[DOTAGA-lys-EuK] autour de la lysine mais une des deux 

fonctions amine primaire n’a pas été modifiée. Cette fonction amine primaire a été 

laissée intacte afin de servir de site de greffage pour la post-fonctionnalisation des 

nanoparticules d’or. L’intérêt de cette stratégie de post-fonctionnalisation est de 

préserver le pouvoir complexant des chélateurs. En effet, elle repose sur le fait que 

les molécules fonctionnelles seront greffées sur la fonction amine alors que dans le 

cas des nanoparticules d’or recouvertes par les chélateurs macrocycliques 

(TADOTAGA, TANODAGA) ou linéaires (DTDTPA) dépourvus de fonction 

amine primaire, la postfonctionnalisation exploite les fonctions COOH des 

chélateurs avec le risque d’amoindrir leur pouvoir complexant (Figure 94). 

 

Figure 94: Schéma de nanoparticules d’or Au@TA[DOTAGA-lys-NH2] recouverte par un 

chélateur trifonctionnel avec une fonction amine primaire. 
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Le rôle de la fonction amine primaire de TA[DOTAGA-lys-NH2] est donc essentiel 

pour adapter finement les propriétés des nanoparticules d’or recouvertes de 

chélateurs. Cependant la fonction amine a été identifiée comme la source probable 

de l’échec de la synthèse des nanoparticules d’or en présence TA[DOTAGA-lys-

NH2]. Le caractère nucléophile de cette fonction a été exploité pour immobiliser 

des molécules à la surface des nanoparticules d’or. Bien que l’azote possède moins 

d’affinité pour les surfaces d’or métallique que le soufre, il existe une compétition 

préjudiciable entre les atomes de soufre du site de greffage de TA[DOTAGA-lys-

NH2] et l’atome d’azote de la fonction amine. Afin de limiter cette compétition, 

nous avons choisi de diminuer le caractère nucléophile de l’atome d’azote en 

ajoutant de l’acide dans le milieu de synthèse. Cette astuce de synthèse qui a 

probablement conduit à la conversion de la fonction amine primaire en cation 

ammonium s’est révélée bénéfique car en acidifiant le milieu réactionnel, nous 

avons réussi à obtenir des nanoparticules d’or. Après purification, la suspension de 

nanoparticules d’or Au@TA[DOTAGA-lys-NH2] est analysée par 

spectrophotométrie UV-visible (Figure 95). 

 

 

Figure 95: Spectre UV-visible d’une suspension de nanoparticules d’or 

Au@TA[DOTAGA-lys-NH2] 

 

Le spectre UV-Visible de la suspension de nanoparticules Au@TA[DOTAGA-lys-

NH2] se caractérise par l’absence d’une bande plasmon au voisinage de 520 nm. 
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Cela implique que le cœur d’or des nanoparticules d’or synthétisées possède un 

diamètre de l’ordre de 2 à 3 nm.  

L’examen des clichés MET révèle une distribution assez homogène de 

l’échantillon de nanoparticules d’or Au@TA[DOTAGA-lys-NH2] (Figure 96). La 

moyenne en taille calculée sur une série de 99 mesures indique une valeur de 2,37 

nm ± 0,20 nm.  

 

Figure 96: Cliché MET de nanoparticules  Au@TA[DOTAGA-lys-NH2] 

 

Le diamètre hydrodynamique des nanoparticules d’or Au@TA[DOTAGA-lys-

NH2] a également été déterminé en utilisant la suspension colloïdale à pH (7,4) qui 

nous a servi à mesurer le potentiel zêta. Le résultat de la mesure par DLS indique 

que le diamètre hydrodynamique des nanoparticules d’or Au@TA[DOTAGA-lys-

NH2] est de 5,26 nm ± 0,25 nm. 

Malgré la présence de la fonction amine primaire dont la charge positive à pH˂8 peut 

diminuer la charge négative généralement observée pour les nanoparticules d’or recouvertes 

par les chélateurs de type DOTAGA (cf Chapitre 2, figure 66), les suspensions des 

nanoparticules d’or Au@TA[DOTAGA-lys-NH2] sont stables pour des pH supérieurs 

à 3. Comme le montre la figure 97, les spectres UV visibles sont identiques de pH 

3 à 11. Seul le spectre enregistré à pH 1 est légèrement différent, il présente sur la 

même gamme de longueurs d’onde une absorbance plus faible. 
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Figure 97: Spectres UV-visible de  suspensions de nanoparticules d’or 

Au@TA[DOTAGA-lys-NH2] à différents pH 

Cependant cette baisse d’absorbance n’est pas associée à une précipitation de la 

suspension colloïdale Au@TA[DOTAGA-lys-NH2]. L’examen visuel de la 

suspension colloïdale à pH 1 ne montre pas de sédimentation des nanoparticules. 

La modification du spectre à pH 1 illustre probablement une agglomération des 

nanoparticules. D’après les spectres de la figure 96, nous pouvons conclure qu’une 

suspension de nanoparticules d’or Au@TA[DOTAGA-lys-NH2] est stable dans la 

gamme de pH. 

La mesure du potentiel zêta des nanoparticules Au@TA[DOTAGA-lys-NH2] en 

fonction du pH a permis de tracer une courbe dont l’allure est similaire à celles 

décrites précédemment. A pH<4, la charge positive est prédominante à la surface 

des nanoparticules Au@TA[DOTAGA-lys-NH2], tandis que pour pH >4, les 

nanoparticules Au@TA[DOTAGA-lys-NH2] présentent une charge négative 

(Figure 98). 
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Figure 98: Potentiel zêta des nanoparticules d’or Au@TA[DOTAGA-lys-NH2] à différents 

pH 

 

La présence de charges positives à la surface de nanoparticules d’or (pH˂4) est 

attribuée à la protonation des amines tertiaires et du groupement (NH2) du 

chélateur organique (TA[DOTAGA-lys-NH2]). Pour pH supérieur à 4, la présence 

de charges négatives résulte de la déprotonation des fonctions acide carboxylique 

et ammonium.  

 

 

3.4.3. Au@[TANODAGA-lys-NH2] 

 

Comme l’ont montré les travaux de Gautier Laurent, les macrocycles TADOTAGA 

assurent l’immobilisation des ions gadolinium (IRM) et indium-111 (TEMP) mais 

ne garantissent pas un radiomarquage durable des nanoparticules d’or par le cuivre-

64. Ce constat constitue d’ailleurs le point de départ de mes travaux de thèse (cf 

Chapitre 1). Afin de disposer d’une plateforme moléculaire qui permette à la fois 

l’immobilisation du cuivre-64 et une postfonctionnalisation des nanoparticules d’or 

sans altération du pouvoir complexant, la molécule TA[NODAGA-lys-NH2] a été 

synthétisée par Vivek Thakare puis Alix Deshotel.  En s’inspirant du protocole de 

synthèse des nanoparticules d’or Au@TA[DOTAGA-lys-NH2], nous avons utilisé 

ce chélateur trifonctionnel pour préparer de nouvelles nanoparticules d’or 

Au@TA[NODAGA-lys-NH2] (Figure 99).  
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Figure 99: Schéma de nanoparticules d’or Au@TA[NODAGA-lys-NH2] recouverte par un 

chélateur trifonctionnel TA[NODAGA-Lys-NH2] présentant une fonction amine primaire. 

La réduction du sel d’or par NaBH4 en présence de TA[NODAGA-lys-NH2] a 

conduit à la formation de nanoparticules d’or purifiées par dialyse puis par 

ultrafiltration. Le spectre UV-visible d’une suspension de nanoparticules d’or 

Au@TA[NODAGA-lys-NH2] indique la présence d’une bande plasmon centrée à 

520 nm (Figure 100). Bien qu’elle soit faible, la bande plasmon est plus forte que 

celle observée pour les nanoparticules d’or synthétisées au cours de cette thèse 

avec différents chélateurs. Une telle différence suggère que les cœurs d’or 

Au@TA[NODAGA-lys-NH2] présentent un diamètre supérieur et/ou une 

dispersion en taille plus large. 

 

Figure 100: Spectre UV-visible d’une suspension des nanoparticules d’or 

Au@TA[NODAGA-lys-NH2] 
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Cependant l’analyse des clichés de MET ne met pas en évidence une augmentation 

du diamètre des cœurs d’or ni un élargissement de la distribution en taille (Figure 

101). En effet, la taille moyenne calculée à partir de 90 mesures est de 2,3 nm ± 

0,25 nm.  

 

 

Figure 101 : Cliché MET des nanoparticules d’or Au@TA[NODAGA-lys-NH2] 
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3.4.4. Au@(TADOTAGA)20y(TANODAGA-Lys-NH2)y 

 

Le chélateur trifonctionnel TA[NODAGA-lys-NH2] est très intéressant pour le 

développement des nanoparticules d’or comme nanosondes pour l’imagerie TEP. 

Le macrocycle NODAGA permet d’immobiliser les ions cuivre-64 et la fonction 

amine primaire élargit la gamme d’utilisation des nanoparticules d’or 

Au@TA[NODAGA-lys-NH2] car elle permet d’ajouter par postfonctionnalisation 

des propriétés complémentaires comme le ciblage actif. Cependant la TEP étant 

une technique d’imagerie tellement sensible, il n’est pas nécessaire d’avoir une 

grande quantité de chélateur NODAGA. Pour cette raison, nous avons exploré la 

possibilité de synthétiser des nanoparticules d’or avec une couche mixte de 

chélateurs bifonctionnels TADOTAGA et de chélateurs trifonctionnels 

TA[NODAGA-lys-NH2] (Figure 102). Nous avons montré dans le cadre de cette 

thèse qu’il était effectivement possible de préparer des nanoparticules d’or 

recouvertes d’une couche mixte de chélateurs bifonctionnels 

(TADOTAGA+TANODAGA ou TADFO, chapitre 2). De plus ces nanoparticules 

présentent un potentiel prometteur pour l’imagerie simultanée IRM/TEP. 

 

Figure 102 : Schéma de nanoparticules d’or Au@(TADOTAGA)20y(TANODAGA-Lys-

NH2)y]) recouvertes par une couche mixte de différents chélateurs dont un chélateur 

trifonctionnel possédant une fonction amine primaire. 

La production des nanoparticules d’or recouvertes par une couche mixte de chélateurs 

TADOTAGA et TA[NODAGA-lys-NH2] présentera l’avantage d’immobiliser à la 

fois les ions gadolinium pour l’IRM, les ions cuivre-64 pour la TEP et de greffer, 
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par exemple, un peptide pour le ciblage actif. En d’autres termes, ce type des 

nanoparticules possèderait les caractéristiques pour l’imagerie simultanée 

IRM/TEP et ciblée. 

 

L’ajout de NaBH4 au mélange constitué par le sel d’or (HAuCl4) et les deux 

chélateurs (TADOTAGA et TA[NODAGA-lys-NH2]) produit une suspension noire 

qui est caractéristique de la formation des nanoparticules d’or par la méthode de 

Brust. Après purification par dialyse et ultrafiltration, les suspensions de 

nanoparticules d’or ont été caractérisées par UV-visible, TEM et par le potentiel 

zêta. Le spectre UV-visible d’une suspension de nanoparticules d’or 

Au@(TADOTAGA)20y(TANODAGA-lys-NH2)y présente l’allure caractéristique 

des suspensions composées de nanoparticules d’or dont le diamètre du cœur est 

inférieur à 3 nm : la bande plasmon n’est pas visible (Figure 103). 

 

Figure 103: Spectre UV-visible d’une suspension de nanoparticules d’or 

Au@(TADOTAGA)20y(TANODAGA-lys-NH2)y 

 

La MET apporte une confirmation à cette observation. La taille des cœurs révélée 

par l’analyse des clichés MET est de 2,36 nm ± 0,10 nm (moyenne calculée à partir 

de 100 mesures sur clichés) (Figure 104).  

mailto:Au@TADOTAGA-TANODAGA-Lys-NH2(0.2)
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Figure 104: Cliché de MET des nanoparticules d’or 

Au@(TADOTAGA)20y(TANODAGA-lys-NH2)y 

La mesure du diamètre hydrodynamique atteste de la petite taille des 

nanoparticules d’or et de l’absence d’agglomération dans les suspensions aqueuses 

(Dh =7,23 nm ± 0,30 nm). 

 

La stabilité colloïdale de ces nanoparticules est observée sur une large gamme de 

pH comme l’atteste la série de spectres d’absorption UV-visible enregistrés de pH 

1 à 11 (Figure 105). Tous les spectres sont identiques et parfaitement superposés. 

L’absence de modification des spectres sur cette large gamme de pH suggère que 

ces suspensions ne présentent pas d’agglomération et sont donc très stables. 

 

Figure 105: Spectres UV-visible de suspensions des nanoparticules d’or 

Au@(TADOTAGA)20y(TANODAGA-lys-NH2)y à différents pH. 
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Cette stabilité s’explique par la présence de charges positives (pour pH inférieur à 

4) et négatives (pour pH supérieur à 4) à la surface des nanoparticules d’or (Figure 

106).  

 

Figure 106: Potentiel zêta des nanoparticules d’or Au@(TADOTAGA)20y(TANODAGA-

lys-NH2)y à différents pH. 

Comme cela a déjà été évoqué dans le cas des nanoparticules d’or fonctionnalisées 

par des chélateurs de type DOTAGA et NODAGA, les charges positives résultent 

de la protonation des amines tertiaires des chélateurs et de l’amine primaire du 

chélateur trifonctionnel et les charges négatives sont celles des groupements 

carboxylates formées par la déprotonation des fonctions acide carboxylique. Nous 

pouvons noter que les suspensions aqueuses de 

Au@(TADOTAGA)20y(TANODAGA-lys-NH2)y sont caractérisées par un potentiel 

zêta très négatif à pH physiologique (ζ= -28,2 mV à pH 7,4). Ces suspensions 

paraissent donc bien adaptées pour une application in vivo. 

 

Si nous avons pu montrer qu’il était possible de synthétiser des nanoparticules d’or 

en partant d’un mélange de deux chélateurs (TADOTAGA et TA[NODAGA-lys-

NH2]), nous n’avons pas été en mesure de confirmer la présence de ces deux types 

de molécules à la surface des nanoparticules d’or. Le moyen le plus simple pour 

révéler la présence des deux chélateurs consisterait à radiomarquer par le cuivre-64 

les nanoparticules d’or Au@(TADOTAGA(Gd))20y(TANODAGA-lys-NH2)y. 

mailto:Au@TADOTAGA-TANODAGA-Lys-NH2(0.2)
mailto:Au@TADOTAGA-TANODAGA-Lys-NH2(0.2)
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3.5. Conclusion 

 

Les plateformes moléculaires trifonctionnelles constituées d’un fonction d’ancrage 

(derivé de l’acide thioctique), d’un macrocycle pour immobiliser des ions d’intérêt 

pour l’imagerie (Gd3+ pour l’IRM, 111In3+ pour la TEMP, 64Cu2+,68Ga3+ pour La 

TEP) et d’une autre fonction pour l’imagerie bimodale simultanée (macrocycle), le 

ciblage actif (peptide EuK) ou pour la post-fonctionnalisation (-NH2) sont 

extrêment attrayantes pour préparer des nanoparticules d’or multifonctionnelles. 

L’exemple de TA[DOTAGA-lys-NODAGA] (Chapitre 2) a confirmé le potentiel 

de cette stratégie. La réduction d’un sel d’or en présence de TA[DOTAGA-lys-

NODAGA] a fourni des nanoparticules d’or Au@TA[DOTAGA-lys-NODAGA] 

qui après double marquage par les ions Gd3+ et 64Cu2+ ont pu être suivies 

simultanément par IRM et par TEP sans relargage du cuivre. Le remplacement de 

TA[DOTAGA-lys-NODAGA] par TA[DOTAGA-lys-EuK] , TA[DOTAGA-lys-

NH2], TA[NODAGA-lys-NH2]  ou un mélange de TADOTAGA et de 

TA[NODAGA-lys-NH2]  a permis la synthèse de nanoparticules d’or dont les 

caractérisations sont très proches de celles de Au@TA[DOTAGA-lys-NODAGA] : 

diamètre du cœur compris entre 2 et 3 nm, diamètre hydrodynamique inférieur à 10 

nm, stabilité colloïdale à pH physiologique. Contrairement aux nanoparticules 

Au@TA[DOTAGA-lys-NODAGA], ces différentes nanoparticules d’or 

recouvertes par les plateformes moléculaires comportant un site d’ancrage, un 

macrocycle et un peptide pour le ciblage actif ou une fonction réactive (amine 

primaire –NH2) pour le greffage post-synthétique d’un groupe de ciblage n’ont pas 

été testées in vivo. Cependant leurs caractéristiques semblent d’après les exemples 

décrites dans le chapitre 2  parfaitement adaptées pour des applications in vivo. 
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Conclusion générale 

 

Mes travaux de thèse s’inscrivent dans la suite logique des travaux antérieurs de 

l’équipe NCM de l’institut UTINAM. Les travaux réalisés par Dr G. Laurent dans 

le cadre de sa thèse étaient consacrés à la synthèse de nanoparticules d’or 

(Au@TADOTAGA) pour des applications en radiothérapie guidée par imagerie. 

Le double marquage par les ions Gd3+ et 64Cu2+ a ouvert la voie à l’imagerie 

simultanée IRM/TEP. Malgré les résultats encourageants obtenus avec ce type de 

nanoparticules, la TEP a mis en évidence un relargage massif de cuivre-64 après 

injection intraveineuse. Ce comportement est inadapté car il nuit à la fiabilité des 

données collectées par imagerie. Cette première expérience d’imagerie simultanée 

IRM/TEP a cependant été essentielle car elle a initié une réflexion sur 

l’architecture des nanoparticules d’or pour un suivi par imagerie IRM/TEP 

simultanée. Comme il n’y a pas de ligand universel, il a été proposé en 

concertation avec l’équipe du Pr Franck Denat (ICMUB) d’élaborer des 

nanoparticules d’or combinant l’IRM et la TEP en s’appuyant sur deux stratégies. 

La première stratégie consistait à réduire le sel d’or en présence de deux chélateurs 

différents, portant chacun un site d’ancrage (dérivé de l’acide thioctique 

comportant deux atomes de soufre pour assurer une immobilisation solide et 

durable de ces chélateurs à la surface des nanoparticules d’or) et un site de 

complexation des ions d’intérêt. Le choix du chélateur et du site de complexation 

dépend de la nature de l’application souhaitée. Nous avons ainsi développé deux 

couches mixtes de chélateurs différents pour l’imagerie IRM/TEP simultanée. La 

première couche mixte est composée du dérivé macrocyclique TADOTAGA pour 

immobiliser l’ion gadolinium pour l’IRM et du dérivé macrocyclique 

TANODAGA pour l’immobilisation des ions cuivre-64 pour la TEP tandis que 

dans la deuxième couche mixte, le dérivé macrocyclique TADOTAGA complexant 

l’ion gadolinium pour l’IRM a été associé à la molécule TADFO pour 

l’immobilisation des ions zirconium-89 pour la TEP. 

La deuxième stratégie consistait à synthétiser des nanoparticules d’or recouvertes 

par  des plateformes moléculaires TA[DOTAGA-lys-NODAGA] comportant un 

site d’ancrage (derivé de l’acide thioctique) et deux macrocycles différents, 
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DOTAGA pour l’immobilisation des ions Gd3+ (IRM) et NODAGA pour le 

radiomarquage par les ions 64Cu2+ (TEP).  

Les différentes caractérisations physico-chimiques effectuées après synthèse ont 

montré que les nanoparticules d’or recouvertes par une couche mixte de chélateurs 

Au@(TADOTAGA)2y(TADFO)y, Au@(TADOTAGA)10y(TADFO)y et 

Au@(TADOTAGA)2y(TANODAGA)y et par une couche unique de molécules 

comportant deux macrocycles différents Au@TA[DOTAGA-lys-NODAGA]    

présentaient des caractéristiques semblables. Toutes ces nanoparticules possèdent 

un diamètre inférieur à 10 nm, un potentiel zêta négatif pour pH > 4 et une 

excellente stabilité colloïdale à pH physiologique (supérieure à au moins 3 mois). 

Malgré ces caractéristiques semblables, il a été constaté que la biodistribution après 

injection intraveineuse des nanoparticules Au@(TADOTAGA)x(TADFO)y avec 

(x/y= 10 et 2) était différente de celle des nanoparticules d’or 

Au@(TADOTAGA)2y(TANODAGA)y et Au@TA[DOTAGA-Lys-NODAGA]. 

Au lieu d’observer une élimination rénale rapide, nous avons constaté d’après les 

images acquises par IRM/TEP simultanée, une forte accumulation des 

nanoparticules Au@(TADOTAGA)2y(TADFO)y dans le foie et les poumons. Ces 

observations ont également été confirmées par les analyses ICP des organes 

sacrifiés et le comptage gamma post-mortem réalisé 1h et 24h après l’injection 

intraveineuse. En augmentant le rapport molaire (x/y de 2 à 10), c’est-à-dire en 

diminuant la quantité de TADFO par rapport à TADOTAGA, le comportement des 

nanoparticules d’or Au@(TADOTAGA)10y(TADFO)y après injection intraveineuse 

s’est révélé plus adapté à une application médicale. Une élimination rénale rapide 

et une moindre accumulation dans le foie, la rate et les poumons ont été observées. 

Le profil de la biodistribution des nanoparticules Au@(TADOTAGA)10y(TADFO)y 

se rapproche de celui des nanoparticules (Au@TADOTAGA(Gd ou In)) lorsque la 

quantité de TADFO diminue.  

Pour les deux autres types de nanoparticules (Au@TA[DOTAGA(Gd)-lys-

NODAGA(64Cu)] et Au@(TADOTAGA(Gd))2y(TANODAGA(64Cu))y, la fusion 

des images acquises par IRM/TEP simultanée ont montré que les nanoparticules 

après injection intraveineuse circulaient librement sans accumulation indésirable 

dans les organes sains avant d’être éliminées par voie rénale. La présence des 

nanoparticules d’or Au@(TADOTAGA(Gd))2y(TANODAGA(64Cu))y et 

Au@TA[DOTAGA(Gd)-lys-NODAGA(64Cu)]  dans les reins et la vessie ont été 



227 

 

confirmées par le comptage gamma et l’analyse ICP des organes des animaux 

sacrifiés 1h et 24h après l’injection intraveineuse. De plus, aucun relargage des 

ions cuivre-64 ni aucune accumulation indésirable n’ont été détectés avec ces deux 

types de nanoparticules Au@(TADOTAGA(Gd))2y(TANODAGA(64Cu))y et 

Au@TA[DOTAGA(Gd)-lys-NODAGA(64Cu)]. Cela révèle le potentiel de ces 

nanoparticules d’or en tant qu’agent d’imagerie bimodale pour l’imagerie 

simultanée IRM/TEP. 

Nous avons montré dans le cadre de cette thèse qu’il était possible de concevoir 

des sondes pour l’imagerie simultanée IRM/TEP à partir de cœurs d’or qui 

pourtant ne possèdent aucun des caractères requis pour l’IRM et pour la TEP. La 

synthèse en présence d’un mélange de chélateurs ou d’un seul type de molécules 

mais possédant deux sites de complexation différents a permis l’immobilisation sur 

la même nanoparticule d’ions gadolinium et d’ions émetteurs de positon (β+) 

(64Cu2+, 89Zr4+). La présence de ces ions confère à l’objet final un comportement à 

la fois d’agent de contraste pour l’IRM et de radiotraceur pour la TEP. Ce suivi 

simultané par IRM et TEP est extrêment intéressant dans le cadre du 

développement d’agents théranostiques dont l’activité thérapeutique peut être 

générée à la demande. Il offre une plus grande fiabilité des résultats collectés lors 

des études de biodistribution et de pharmacocinétique avec un nombre plus 

restreint d’animaux. 

Parmi les molécules développées pour assurer un suivi des nanoparticules d’or par 

IRM/TEP, la plateforme TA[DOTAGA-lys-NODAGA] est très prometteuse car les 

nanoparticules d’or dont la couche organique est composée de cette molécule 

trifonctionnelle présente le comportement le plus sain après injection intraveineuse 

(faible accumulation dans les tissus sains, élimination par voie rénale). Cette 

plateforme moléculaire a également retenu notre attention car la voie de synthèse 

qui a conduit à cette molécule peut être adaptée pour produire une large gamme de 

molécules trifonctionnelles. Ainsi nous avons pu synthétiser des nanoparticules 

d’or (Au@TA[DOTAGA-lys-NH2], Au@TA[NODAGA-lys-NH2] et  

Au@(TA[DOTAGA])(TA[NODAGA-lys-NH2]) comportant à leur surface des 

macrocycles de type DOTAGA ou NODAGA et des sites réactifs (fonctions amine 

primaire) pour la post-fonctionnalisation qui permet d’élargir la gamme 

d’application de ces nanoparticules d’or. Nous avons ainsi envisagé le greffage de 

groupes de ciblage afin de rendre l’accumulation des nanoparticules d’or dans les 
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zones d’intérêt plus sélective. L’intérêt de cette stratégie de synthèse réside dans la 

préservation des caractéristiques des macrocycles qui ne seront pas modifiés par le 

greffage des groupes de ciblage contrairement à la post-fonctionnalisation des 

nanoparticules Au@TADOTAGA. Afin d’éviter l’étape de post-fonctionnalisation, 

le groupe de ciblage peut être introduit dans la plateforme moléculaire avant la 

synthèse des nanoparticules d’or. Une telle stratégie a été validée avec 

TA[DOTAGA-lys-EuK] la réduction de sels d’or en sa présence a fourni des 

nanoparticules d’or Au@TA[DOTAGA-lys-EuK] qui rassemblent à leur surface 

des sites de complexation des ions Gd3+ (DOTAGA) pour l’IRM et un peptide pour 

le ciblage de PSMA surexprimé dans le cas de certains cancers de la prostate. 

Les caractérisations physico-chimiques de ces nanoparticules d’or Au@ 

TA[DOTAGA-lys-EuK] , Au@TA[DOTAGA-lys-NH2], Au@TA[NODAGA-lys-

NH2] et Au@(TA[DOTAGA])(TA[NODAGA-lys-NH2]) ont montré que ces 

nanoparticules présentaient des caractéristiques physico-chimiques très proches 

(2,2 ≤  øMET ≤ 2,37 nm;  5,26 ≤ Dh ≤ 7,23 nm). En outre, les spectres UV-visible 

ont révélé que les nanoparticules d’or étaient stables sur une large gamme de pH et 

notamment en milieu physiologique (pH 7,4) par le biais de la répulsion 

électrostatique entre nanoparticules d’or qui d’après les mesures de potentiel zêta 

sont chargées négativement pour pH > 4. 

Leur petite taille et leur stabilité colloïdale en milieu physiologique sont des atouts 

pour une application in vivo car elles sont adaptées à une élimination par la voie 

rénale qui constitue un prérequis pour l’injection intraveineuse de nanoparticules 

non-biodégradables. Chacune des particules recouvertes par une plateforme 

moléculaire trifonctionnelle ou par une couche mixte constituée d’un chélateur 

bifonctionnel et d’une plateforme trifonctionnelle possède au moins un type de 

chélateur (deux dans le cas des nanoparticules recouvertes d’une couche mixte 

Au@(TA[DOTAGA])(TA[NODAGA-lys-NH2]). Il est alors possible 

d’immobiliser des ions d’intérêt pour l’IRM (DOTAGA(Gd)), la SPECT 

(DOTAGA(In)), la TEP (NODAGA64(Cu ou 68Ga)) ou pour l’imagerie IRM/TEP 

simultanée (couche mixte). En plus de ces caractéristiques attrayantes, la présence 

de la plateforme moléculaire trifonctionnelle (TA[DOTAGA-lys-Euk] , 

TA[DOTAGA-lys-NH2] et TA[NODAGA-lys-NH2]) à la surface des 

nanoparticules permet d’introduire directement (TA[DOTAGA-lys-EuK]) ou 
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indirectement (c’est-à-dire après post-fonctionnalisation) un groupement pour le 

ciblage actif des zones d’intérêt (tumeur, plaques d’athérosclérose, plaques  

amyloïdes…). 

 

Les nanoparticules d’or fonctionnalisées par une plateforme moléculaire 

trifonctionnelle (site de greffage, un ou deux macrocycles pour l’imagerie et/ou un 

groupement pour le ciblage actif) présente un fort potentiel pour exploiter les 

propriétés radiosensibilisantes des nanoparticules d’or. Cependant il reste à 

approfondir nos connaissances sur le comportement de ces nanoparticules après 

administration. En particulier, un meilleur contrôle de la pharmacocinétique et de 

la biodistribution constitue une priorité afin d’avancer vers l’application clinique 

de ces nanoparticules en tant qu’agent radiosensibilisant pour la radiothérapie 

guidée par l’imagerie (projet BIONANOCAR (I-site BFC)) ou en tant que 

nanosondes pour l’imagerie simultanée IRM/TEP  mise au service de la détection 

précoce de plaques vulnérables d’athérosclérose (projet ANR CARGOLD). 

 

Afin d’atteindre ces objectifs plusieurs voies sont en cours d’exploration : 

 

✓ Greffage sur ou encapsulation dans des transporteurs biodégradables 

caractérisés par des temps de résidence vasculaire longs. 

✓ Insertion de chaines de PEG entre le site de greffage et les macrocycles. 

✓ Post-fonctionnalisation ou utilisation de plateformes moléculaires avec des 

groupes de ciblage pour un ciblage actif.  

 


