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Introduction générale 
 

Les nanoparticules magnétiques sont devenues une classe importante de nanomatériaux 

fonctionnels dans le domaine biomédical pour diverses applications comme la thérapie 

anticancéreuse par hyperthermie magnétique, l’imagerie à résonance magnétique, la 

vectorisation de médicaments ou encore pour l’ingénierie cellulaire. Pour ces différentes 

applications, la délivrance efficace des nanoparticules à des organes, types cellulaires ou 

organites intracellulaires spécifiques est importante. Ceci nécessite de pouvoir contrôler 

le transport des nanoparticules dans l’organisme et les cellules. Ce niveau de contrôle est 

cependant souvent difficile à atteindre et nécessite de mieux comprendre les modes 

d’interaction des nanoparticules avec les systèmes biologiques et les cellules en 

particulier. Ces interactions complexes sont dépendantes de plusieurs facteurs comme les 

propriétés physico-chimiques et chimiques des nanoparticules (dont leur taille, forme, 

chimie de surface, composition, etc.), le type d’organe ou tissu et les modifications subies 

par ces nanoparticules en milieu biologique. 

 

L’internalisation cellulaire des nanoparticules implique des mécanismes hautement 

régulés mettant en jeu des interactions moléculaires complexes avec la membrane 

plasmique. Cette membrane agit comme une barrière qui permet de préserver l’intégrité 

des cellules et de contrôler les échanges entre l’intérieur des cellules et l’environnement 

extérieur. Du fait de ses caractéristiques structurales et de sa composition moléculaire 

(une bicouche lipidique à laquelle sont associées des protéines et des oligosaccharides), 

la membrane plasmique présente une perméabilité sélective vis-à-vis des ions, des 

biomolécules endogènes et exogènes et également des nanoparticules.  

 

Les nanoparticules magnétiques sont généralement internalisées dans la cellule par 

endocytose, processus qui conduit à leur piégeage dans les endosomes. Ce phénomène de 

piégeage limite le potentiel thérapeutique des nanoparticules magnétiques car leurs 

propriétés magnétiques s’en trouvent fortement affectées. Les nanoparticules 

magnétiques endocytées peuvent également être dirigées vers les lysosomes, ou elles 

risquent de subir une dégradation due au pH acide et à la présence d’enzymes de 

dégradation dans ces organites. Cette endocytose limite également les applications 
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possibles des nanoparticules magnétiques, empêchant par exemple l’interaction de 

composés greffés à leur surface avec des organites intracellulaires ou des protéines 

cytosoliques cibles. Plusieurs stratégies peuvent être envisagées pour contourner le 

piégeage dans les endosomes et permettre aux nanoparticules magnétiques de rejoindre 

le cytosol, comme l’utilisation de peptides vecteurs ou de polymères chargés positivement 

tels que le polyéthylène imine (PEI).  

 

Au cours des dernières années, les peptides vecteurs ou CPP (cell penetrating peptides), 

peptides souvent cationiques, ont reçu une attention particulière en raison de leur 

capacité intrinsèque à traverser les membranes cellulaires et à médier le transport d'une 

large gamme de cargaisons macromoléculaires (peptides, oligonucléotides, 

nanoparticules, etc.) avec une faible cytotoxicité. Leur internalisation a lieu par 

endocytose et également par translocation directe. Ces mécanismes sont simultanés et 

leurs proportions varient notamment selon la concentration et la nature en peptide, la 

lignée cellulaire étudiée, les conditions physico-chimiques (température, pH, etc.). La 

translocation directe est une voie d’entrée particulièrement intéressante, car elle permet 

aux molécules de rejoindre directement le cytosol des cellules. Certains peptides basiques 

et notamment ceux riches en résidus histidine, ont également la possibilité de s’échapper 

des endosomes, potentiellement par un mécanisme appelé « effet éponge à protons ».  

 

L’objectif de ce doctorat était de synthétiser des nanoparticules magnétiques enrobées de 

silice (type cœur-coquille) afin de les fonctionnaliser par des peptides cationiques pour 

contourner leur piégeage dans les endosomes. Pour ce faire, nous avons utilisé des 

nanoparticules de maghémite enrobées d’une coquille de silice permettant le greffage 

covalent de peptides à leur surface, par chimie click. Deux types de peptides cationiques 

ont été synthétisés, le CPP Arg9 et un peptide oligo-histidine, afin d’étudier différentes 

stratégies pour atteindre le cytosol : la translocation directe et l’échappement des 

endosomes. Bien que le peptide oligo-histidine soit neutre à pH physiologique, le 

groupement imidazole de sa chaîne latérale ayant un pKa de 6, il sera chargé positivement 

dans les compartiments acides de la cellules (endosome, lysosome). Dans cette thèse nous 

avons tiré profit de ce peptide lorsqu’il était chargé, nous l’avons donc qualifié de peptide 

cationique. Après avoir confirmé la fonctionnalisation efficace des peptides sur la silice, 

nous avons comparé leur impact sur l’internalisation des nanoparticules dans les cellules.  
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Ce manuscrit est composé de trois chapitres distincts : 

Le premier chapitre fournit une description de la membrane plasmique, détaille la 

littérature relative à la compréhension des mécanismes d’internalisation des 

nanoparticules, retrace différentes applications des nanoparticules d’oxydes de fer au 

niveau intracellulaire et rend compte de diverses stratégies pour permettre aux 

nanoparticules d’accéder au cytosol des cellules, avec notamment les CPP. 

Le deuxième chapitre de cette thèse est consacré à mes travaux sur la synthèse des 

nanoparticules fonctionnalisées avec les peptides cationiques, de la synthèse des peptides 

et des particules de maghémite γ-Fe2O3 à l’enrobage de ces nanoparticules avec de la silice 

et leur fonctionnalisation par chimie click. Les différents objets sont également 

caractérisés de façon approfondie par différentes méthodes physico-chimiques. 

Le troisième chapitre porte sur l’étude de l’internalisation cellulaire des nanoparticules 

fonctionnalisées et l’analyse détaillée de leur localisation au sein des cellules par 

microscopie à fluorescence et par microscopie électronique.  
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L’internalisation cellulaire des nanoparticules implique la compréhension des 

interactions cellule-nanoparticules. Ce chapitre sera consacré dans un premier temps à la 

présentation de données sur la structure et composition de la cellule et des membranes 

biologiques, puis dans un second temps à la présentation des objets étudiés durant ce 

travail de doctorat. 

1.1. Structure et composition des membranes cellulaires eucaryotes 

La cellule est délimitée par la membrane plasmique qui constitue une barrière pour la 

vectorisation intracellulaire de molécules. Les organites des cellules eucaryotes tels que 

le noyau, la mitochondrie, le réticulum endoplasmique et les endosomes possèdent des 

membranes de structure semblable à celle de la membrane plasmique mais qui peuvent 

différer au niveau de leurs composants.1  

 

La membrane plasmique sépare l’intérieur et l’extérieur d’une cellule et préserve son 

intégrité mais elle permet aussi de contrôler les interactions et les échanges avec son 

environnement extérieur. Elle possède une épaisseur d’environ 5 nm avec un cœur 

hydrophobe constitué par la bicouche lipidique, qui rend la membrane fortement 

imperméable aux molécules hydrophiles et chargées. Pour certaines molécules, la 

traversée de la membrane est facilitée par des protéines insérées dans la bicouche 

lipidique (figure 1.1). Ces protéines permettent le transport de molécules spécifiques 

(comme les ions ou le glucose) vers l’intérieur ou l’extérieur de la cellule. Des 

oligosaccharides se trouvent également à la surface des cellules, ces sucres sont soit 

associés aux protéines (glycoprotéines) soit aux lipides (glycolipides) (figure 1.1). 

Généralement, les membranes cellulaires eucaryotes sont composées à 50 % en masse 

par des lipides (phospholipides et cholestérol), 40 % par des protéines et 10 % par des 

glucides attachés à quelques lipides et protéines.1 
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Figure 1.1. Représentation schématique de la structure de la membrane plasmique (Image modifiée à partir 

de OpenStax Biology).  

1.1.1. Les lipides membranaires 

Les phospholipides sont les composants majeurs des membranes cellulaires. Ces lipides 

sont composés de glycérol (glycérophospholipides) ou de sphingosine (sphingolipides). 

Ces molécules amphiphiles permettent la formation spontanée de bicouches en solution 

aqueuse, avec la partie hydrophobe orientée à l’intérieur des bicouches et les têtes 

polaires exposées au milieu aqueux (vers l’extérieur). 

 

 

Figure 1.2. Représentation schématique d’un glycérophospholipide et de la formation en bicouche de ces 

phospholipides en solution aqueuse.  

 

Les glycérophospholipides représentent la majorité des lipides de la membrane 

plasmique. Ils sont composés de glycérol estérifié par deux chaînes d’acides gras 

hydrophobes, le glycérol étant également lié à un groupe hydrophile contenant un 

phosphate, illustré figure 1.2. Le groupement polaire porté par le groupement phosphate 
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varie selon la nature du phospholipide (figure 1.3) et définit la charge globale du lipide. 

Le groupement phosphate est chargé négativement à pH physiologique du fait de son pKa 

se trouvant autour de 1-2. On distingue donc les phospholipides anioniques 

(phosphatidylsérine (PS) et phosphatidylinositol (PI)) qui possèdent un groupement 

polaire globalement neutre et les phospholipides zwitterioniques (phosphatidylcholine 

(PC) et phosphatidyléthanolamine (PE)) pour lesquels le groupement polaire est chargé 

positivement à pH physiologique (figure 1.3).  

 

 

Figure 1.3. Structure des principaux glycérophospholipides de la membrane plasmique, avec la 

phosphatidyléthanolamine (PE) et la phosphatidylcholine (PC) qui sont zwitterioniques et la 

phosphatidylsérine (PS) et le phosphatidylinositol (PI) qui sont chargés négativement. (AG = acide gras). 

 

La sphingomyéline, représentée figure 1.4, est la plus abondante des sphingolipides, elle 

est constituée d’une céramide (sphingosine reliée à un acide gras), d’un groupement 

phosphate et d’une tête polaire, la choline. La présence de la sphingomyéline dans les 

membranes est reliée à de nombreuses fonctions de signalisation cellulaire, notamment 

le signalement de l’apoptose des cellules épithéliales.2 
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Figure 1.4. Structure du principal sphingolipide, la sphingomyéline (SM) qui est zwitterionique. (AG = acide 

gras). 

 

Au niveau de la membrane plasmique, les feuillets interne et externe de la bicouche ont 

une composition lipidique différente. Le feuillet interne est enrichi en 

phosphatidyléthanolamine (PE) et phosphatidylsérine (PS), cette dernière étant chargée 

négativement. La sphingomyéline (SM) et la phosphatidylcholine (PC) sont majoritaires 

dans le feuillet externe et sont électriquement neutres (figures 1.3, 1.4, 1.5). Les 

phospholipides zwitterioniques représentent plus de 50 % des phospholipides de la 

membrane des cellules eucaryotes et 75 % d’entre eux se trouvent sur le feuillet externe 

(figure 1.5). La divergence de composition des feuillets interne et externe de la membrane 

entraîne donc une répartition asymétrie de la charge.3  

 

 

Figure 1.5. Distribution asymétrique des phospholipides dans la membrane plasmique d’érythrocytes 

humains. La distribution est donnée en fonction du pourcentage total de phospholipides. (Image adaptée à 

partir de Zachowski et al.4). 

 

Le cholestérol est un élément essentiel des membranes cellulaires. C’est un lipide 

amphiphile de la famille des stérols composé d’un squelette carboné à quatre cycles 

rigides et plans à caractère hydrophobe, fonctionnalisé par un groupe hydroxyle à 

caractère hydrophile (figure 1.6). Le cholestérol s’insère entre les phospholipides de la 

bicouche lipidique grâce à son groupement hydroxyle qui se retrouve à proximité des 

têtes polaires des phospholipides. Les cycles interagissent quant à eux avec les chaînes 

carbonées des phospholipides et diminuent leur mobilité.5 
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Figure 1.6. Représentation de la molécule de cholestérol composée de quatre cycles rigides (hydrophobe) 

et du groupement hydroxyle constituant la tête polaire.  

 

Certaines parties de la membrane possèdent des régions enrichies en cholestérol et en 

sphingolipides appelées « radeaux lipidiques » qui seraient des microdomaines 

spécialisés notamment dans la libération de neurotransmetteurs (en raison de leurs 

propriétés physico-chimiques différentes) et joueraient un rôle privilégié dans la 

signalisation cellulaire en permettant la concentration de certaines protéines et 

récepteurs, en particulier celle de l’insuline.5 

1.1.2.  Différence de composition lipidique entre la membrane plasmique et 

la membrane des organites 

Les différents lipides sont également distribués de manière hétérogène au niveau des 

membranes présentes dans une cellule eucaryote comme illustré table 1.1. 

 

 

Table 1.1. Composition en lipides de la membrane plasmique et de la membrane de quelques organites 

intracellulaires. Seuls les lipides représentant plus de 5 % des lipides totaux sont indiqués. BmP : 

bis(monoacylglycero)phosphate ; Chol : cholestérol ; CL : cardiolipine ; PC : phosphatidycholine; PE: 

phosphatidylethanolamine; PI: phosphatidylinositol ; PS : phosphatidylsérine ; SM : sphingomyéline. 

Tableau réalisé à partir de Casares et al. 6 
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La membrane plasmique et la membrane des endosomes sont enrichies en sphingolipides 

et en cholestérol. Ils rendent ces membranes exceptionnellement rigides. Les membranes 

du réticulum endoplasmique (RE) et de l’appareil de Golgi sont enrichies en PC et PI (table 

1.1).6 Les phospholipides sont également distribués de façon asymétrique au niveau des 

feuillets des membranes des organites. Les sphingolipides sont retrouvés sur la surface 

luminale de la membrane de l’appareil de Golgi et à l’extérieur de la membrane plasmique, 

tandis que les phospholipides PS et PE sont concentrés dans les feuillets membranaires 

cytosoliques.7  

 

Les glycérophospholipides, le cholestérol et la sphingomyéline participent à différentes 

voies d’endocytose (principalement les voies impliquant la cavéoline et la clathrine). La 

composition lipidique des endosomes précoces correspond quasiment à celle de la 

membrane plasmique, du fait de l’invagination de celle-ci pour former les endosomes. 

Lors de la maturation des endosomes précoces en endosomes tardifs, la concentration en 

cholestérol et en PS diminue au profit d’une augmentation massive d’un autre 

phospholipide : le bis(monoacylglycéro)phosphate (BMP), aussi connu sous le nom 

d’acide lysobisphosphatidique (LBPA), représenté figure 1.7. 

 

 

Figure 1.7. Structure du bis(monoacylglycérol)phosphate (BMP).  

 

Le BMP est constitué de deux monoacylglycérols liés par un groupement phosphate. Les 

membranes des endosomes-lysosomes se retrouvent enrichis de ce phospholipide 

anionique, dans lesquelles il joue un rôle crucial sur le destin des composants endocytés.  

Alors qu’il ne représente qu’1 % des phospholipides totaux de la plupart des tissus de 

mammifères, le BMP représente 15 % des phospholipides de l’endosome tardif et jusqu’à 

70 % de leurs phospholipides membranaires présents sur le feuillet interne ou à 

l’intérieur du compartiment. La membrane des lysosomes est également caractérisée par 

de faibles quantités de cholestérol et des quantités élevées de sphingomyéline.6,8,9 
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1.1.3. Les protéines membranaires 

Les protéines associées à la membrane sont indispensables pour la communication 

intercellulaire et pour les échanges de la cellule avec l’environnement extérieur. Les 

protéines peuvent être transmembranaires ou être associées à la face interne ou externe 

de la bicouche lipidique. Elles sont aussi présentes de manière asymétrique au niveau de 

la membrane et contribuent à son intégrité et son identité. Les protéines membranaires 

sont responsables de plusieurs fonctions ; elles peuvent agir notamment comme 

récepteurs pour permettre aux cellules de répondre aux signaux extérieurs et participent 

au passage sélectif à travers la membrane de molécules incapables de diffuser librement 

à travers la bicouche lipidique (canaux ioniques, pompes, transporteurs de métabolites, 

etc.).1 Il faut noter que seules les molécules de faible poids moléculaire, à caractère 

hydrophobe et non chargées sont capables de diffuser passivement (mécanisme 

indépendant de l’ATP et des récepteurs) à travers la bicouche lipidique. 

1.1.4. Les sucres membranaires 

L’asymétrie la plus importante se trouve au niveau des sucres membranaires qui sont 

uniquement présents sur la surface externe de la membrane plasmique, formant une 

barrière de diffusion appelée glycocalyx, de nature hydrophile. Les motifs glucidiques 

sont présents sous forme de chaînes oligosacchariques liées de façon covalente 

majoritairement aux protéines formant des glycoprotéines ou minoritairement à des 

lipides formant des glycolipides. Les sucres jouent un rôle important dans les interactions 

entre les cellules et leur environnement extérieur. Dans les organites intracellulaires, les 

sucres sont dirigés vers l’intérieur de l’organite.10 Les glycoprotéines contiennent 

majoritairement des polysaccharides à chaînes longues composés d’unités 

disaccharidiques répétées appelées glycosaminoglycanes (GAG). Les GAG sont chargés 

négativement (car porteurs de groupements carboxylate et sulfate) et sont classés en cinq 

catégories en fonction de la nature de l’unité disaccharidique, du degré de sulfonation, et 

de la géométrie de la liaison glycosidique (figure 1.8). Les héparanes sulfates sont les plus 

abondants à la surface des cellules et jouent un rôle essentiel dans les processus 

d’internalisation cellulaire de molécules.11 
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Figure 1.8. Représentation des unités disaccharidiques répétées dans la formation des 

glycosaminoglycanes (GAG). Image adaptée à partir de Lodish et al.11  

1.2. Endocytose et trafic vésiculaire 

Certaines macromolécules ne sont pas prises en charge par les protéines de transport et 

nécessitent, pour entrer dans la cellule, l’endocytose. L’endocytose est un mécanisme 

physiologique permettant l’entrée de molécules essentielles à la survie des cellules ou à 

l’internalisation de récepteurs membranaires. C’est également un processus d’entrée de 

macromolécules exogènes, en particulier des toxines, vecteurs et nanoparticules. 

L’endocytose nécessite un apport d’énergie pour permettre une invagination de la 

membrane plasmique conduisant à la formation de vésicules intracellulaires appelées 

endosomes. Les endosomes formés contiennent des constituants de la membrane 

plasmique et des composants extracellulaires et encapsulent les molécules à transporter 

dans la cellule. Ces vésicules fusionnent ensuite avec les lysosomes où les macromolécules 

transportées sont alors digérées par des enzymes présentes dans ces compartiments 

acides.  

 

La libération de protéines ou glucides produits par la cellule, ou l’élimination de déchets 

vers le milieu extérieur est appelée exocytose et possède un mécanisme similaire à 

l’endocytose. Dans ce cas, les vésicules intracellulaires fusionnent avec la membrane 

plasmique pour libérer leur contenu dans le milieu extracellulaire. D'un point de vue 

moléculaire, l’endocytose et l’exocytose sont hautement régulées et médiées par 
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différents types de lipides et de protéines de transport comme, par exemple, les radeaux 

lipidiques, la clathrine, la dynamine, la cavéoline et les récepteurs de reconnaissance de 

formes.12  

 

Les voies d’endocytose peuvent être classées en cinq catégories : l’endocytose dépendante 

de la clathrine, l’endocytose dépendante de la cavéoline, l’endocytose indépendante de la 

clathrine et de la cavéoline, la phagocytose et la macropinocytose (figure 1.9).13  

 

 

Figure 1.9. Les différentes voies d’internalisation via l'endocytose dépendante de la clathrine, dépendante 

de la cavéoline, indépendante de la clathrine et de la cavéoline, la phagocytose et la macropinocytose 

(d’après Donahue et al.13). 

1.2.1. Endocytose dépendante de la clathrine  

L’endocytose dépendante de la clathrine est initiée par la reconnaissance de la 

macromolécule à transporter par des récepteurs de surface de la membrane plasmique. 

De nombreux récepteurs membranaires sont communs à différents types cellulaires (par 

exemple, les récepteurs de la transferrine, les récepteurs de lipoprotéines de basse 

densité, les récepteurs du facteur de croissance, les récepteurs adrénergiques, etc.), et 

sont impliqués dans l’endocytose dépendante de la clathrine. La reconnaissance des 

molécules à internaliser grâce aux récepteurs spécifiques entraîne un recrutement des 

clathrines qui permettent l’invagination de la membrane. La vésicule recouverte de 

clathrine est alors séparée et coupée du col de l’invagination de la membrane plasmique 

pour former une vésicule intracellulaire grâce à une enzyme GTPase, la dynamine. Ces 
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vésicules intracellulaires sont ensuite prises en charge par le cytosquelette une fois que 

les clathrines s’en sont détachées. L’endocytose dépendante de la clathrine conduit à des 

vésicules intracellulaires d’une taille comprise entre 100 et 500 nm.14  

1.2.2. Endocytose dépendante de la cavéoline  

L’endocytose dépendante de la cavéoline est induite par liaison du ligand (ou d’une 

molécule) avec un récepteur glycosylphosphatidylinositol provoquant une invagination 

de la membrane plasmique et la formation d’une vésicule, appelée cavéole. Les cavéoles 

sont en forme de flacon d’un diamètre compris entre 50 et 100 nm et sont recouvertes 

d’une protéine transmembranaire, la cavéoline. La vésicule se détache de la membrane 

plasmique également par l’action de la dynamine.12 

1.2.3. Endocytose indépendante de la clathrine et de la cavéoline  

L’endocytose indépendante de la clathrine et de la cavéoline implique souvent des 

« radeaux lipidiques », domaines de la membrane plasmique définis comme riches en 

cholestérol et en sphingolipides. Certains ligands spécifiques, tel que la toxine 

cholérique B, se lient à ces zones de la membrane plasmique et pénètrent par une 

endocytose médiée par ces « radeaux lipidiques ».12 

1.2.4. Macropinocytose 

La macropinocytose représente une voie d’internalisation cellulaire non spécifique 

caractérisée par l’engloutissement de fluides extracellulaires et de molécules par des 

extensions de la membrane plasmique stabilisées par l’actine. Les vésicules alors formées, 

appelées macropinosomes peuvent posséder une taille variée avec un diamètre compris 

entre 0,5 à 1,5 µm.12 

1.2.5. Maturation des endosomes 

Les vésicules endosomales initiales subissent une fusion homotypique (c’est-à-dire que 

les membranes du même type fusionnent) et forment les endosomes précoces (EE, Early 

Endosomes, figure 1.10). Les évènements de tri initiés dans les endosomes précoces 
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déterminent le devenir des molécules internalisées, telles que le recyclage à la membrane 

plasmique, la dégradation dans les lysosomes ou le transport vers le réseau trans-Golgi 

(TGN, Trans-Golgi Network). Pour que les composants membranaires à réutiliser soient 

séparés de ceux qui sont ciblés par les lysosomes, l’endosome précoce fonctionne comme 

une station de tri dans la cellule. Ces endosomes ont une structure complexe et dynamique 

avec une cavité centrale et des extensions membranaires tubulaires. Avant leur 

dégradation, les molécules présentes dans l’endosome précoce peuvent être triées dans 

des vésicules intraluminales (ILV, Intralumenal Vesicles) qui peuvent se former par 

bourgeonnement vers l’intérieur de la membrane endosomale. Les endosomes se 

transforment alors progressivement en endosomes tardifs (LE, Late Endosomes) grâce à 

plusieurs cycles de tri des molécules transportées et à la formation de vésicules 

intraluminales.  

 

 

Figure 1.10. Traffic vésiculaire et maturation des endosomes. L’endocytose dépendante de la clathrine y 

est représentée. 

 

Plus précisément, les vésicules appelées corps multivésiculaires (MVB, MultiVesicular 

Bodies) qui contiennent plusieurs ILV, se détachent vraisemblablement de l'endosome 

précoce et mûrissent progressivement en endosome tardif. Les MVB peuvent également 

fusionner avec la membrane plasmique et libérer leurs vésicules intraluminales sous 

forme d'exosomes. La maturation des endosomes précoces en tardifs s’accompagne 

également d’un remodelage protéique et lipidique de leurs membranes, avec pour les 
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lipides une diminution de la teneur en cholestérol et augmentation de celle en BMP et des 

modifications concomitantes du milieu intravésiculaire, avec en particulier une 

diminution significative du pH. Les endosomes tardifs contenant de nombreux ILV, soit 

mûrissent en lysosomes en acquérant une compétence hydrolytique, soit fusionnent avec 

des lysosomes, entraînant la dégradation des ILV chargées par les hydrolases acides 

lysosomales.12,15,16   

 

L’acidification des endosomes est réalisée par une ATPase de type V importatrice de 

protons (figure 1.11), présente dans leur membrane. Le pH des endosomes précoces se 

trouvent autour de 6,5 et celui des endosomes tardifs vers 6,0. Les lysosomes sont des 

organites encore plus acides avec un pH luminal de 4,5 à 5.17 La membrane du lysosome 

contient également des transporteurs et des canaux d'ions, ainsi que plusieurs autres 

transporteurs pour l'exportation des produits de dégradation et plusieurs protéines 

membranaires hautement glycosylées (LAMP).  

 

 

Figure 1.11. Transporteurs endo-lysosomaux impliqués dans l’homéostasie du pH. L’ATPase de type V (en 

vert) utilise l’énergie métabolique de l’hydrolyse de l’ATP pour apporter des protons à l’intérieur des 

lysosomes. Ce processus conduit à une charge positive nette à l’intérieur du lysosome. Cette charge peut 

être réduite par la sortie d’ion K+ à travers le canal à cation (en bleu) ou par l’entrée d’ion Cl- par le canal 

chlorure (en orange). 

 

Les modifications au niveau de la composition des membranes et l’acidification 

intravésiculaire qui accompagne le processus de maturation des endosomes ont été mises 
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à profit pour la vectorisation, en particulier pour promouvoir le relargage de molécules 

dans le cytosol.18  

1.2.6. Phagocytose 

La phagocytose est un mécanisme d’internalisation exercé par les cellules immunitaires, 

y compris les macrophages, les cellules dendritiques, les neutrophiles et les 

lymphocytes B. Un des principaux rôles de la phagocytose est l’élimination d’agents 

pathogènes ou de molécules synthétiques ou biologiques étrangères au corps. La 

phagocytose implique une réorganisation de la membrane plasmique grâce à la 

polymérisation d’actine. La membrane forme une poche qui se referme englobant les 

molécules étrangères. De grosses particules (plus de 250 nm de diamètre) peuvent être 

retrouvées dans les vésicules formées appelées phagosomes. Ces phagosomes finissent 

ensuite par fusionner avec un lysosome pour former un phagolysosome, où les molécules 

exogènes sont digérées par les enzymes lysosomales.12 

1.2.7. Autophagie 

L’autophagie est un processus cellulaire d’élimination et de recyclage de composants 

indésirables du cytoplasme comme par exemple de protéines dysfonctionnelles ou mal 

repliées ainsi que d’organites endommagés. Elle joue un rôle central dans la gestion du 

stress, de l’infection, de l’inflammation, de l’immunité, du vieillissement et dans certaines 

maladies y compris le cancer et la neurodégénérescence. L’autophagie, en plus de 

l’endocytose, fournit une voie d’entrée dans la voie endosomale pour la dégradation des 

composants cytosoliques et des organites. La macroautophagie implique 

l’engloutissement du contenu cytoplasmique dans une vésicule à double membrane 

appelée autophagosome (figure 1.12). L’autophagosome fusionne ensuite avec les 

vésicules du compartiment endo-lysosomal avant de devenir un autolysosome dans 

lequel son contenu est dégradé. La maturation des autophagosomes implique la fusion 

avec différentes parties du compartiment endo-lysosomal. Les autophagosomes peuvent 

fusionner avec les endosomes précoces ou tardifs, formant des amphisomes, avant de 

fusionner avec les lysosomes. Les autophagosomes peuvent également fusionner 

directement avec les lysosomes.15,19  
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Figure 1.12. Les étapes clés de l'autophagie. L'initiation de l’autophagie entraîne la formation d'une 

structure à double membrane en forme d'ancre appelée phagophore. La formation et l'expansion du 

phagophore impliquent des lipides provenant de diverses sources membranaires, notamment le réticulum 

endoplasmique, les mitochondries, le réseau trans-Golgi, la membrane plasmique et les endosomes. Le 

phagophore enferme enfin la molécule à transporter, ce qui donne l'autophagosome à double membrane. 

L'autophagosome mûrit ensuite par fusion avec différents compartiments endo-lysosomes, aboutissant à la 

formation de l'autolysosome où la molécule transportée est dégradée.  

1.3. Propriétés spécifiques de la cellule mises à profit pour le ciblage 

cellulaire ou le relargage de molécules 

La composition des membranes peut varier en fonction des différents lignées cellulaires 

et également selon l’état des cellules (saines vs tumorales par exemple). Les changements 

de composition lipidique de la membrane plasmique affectent leurs propriétés 

biophysiques et leurs capacités d’échange d’information avec l’extérieur par les protéines 

et les lipides de signalisation. Par exemple, la membrane plasmique des cellules 

cancéreuses est généralement enrichie en PE et PI mais appauvrie en SM. Elle peut 

également surexprimer des récepteurs membranaires ou certains glycosaminoglycanes. 

Ces différences ont été mises à profit pour la conception de vecteurs ciblant les cellules 

cancéreuses.6 D’autres études ont montré des niveaux d'expression élevés de la 

transferrine, une glycoprotéine associée à la membrane plasmique, sur les cellules 
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cancéreuses par rapport aux cellules saines.20 Kawamoto et al. ont exploité cette 

surexpression pour cibler et tuer des cellules cancéreuses. Ils ont conçu un peptide 

synthétique riche en résidus cationiques qui peut se lier aux récepteurs de la transferrine 

et qui est capable de déstabiliser la membrane cellulaire.21 

 

Au-delà des différences au niveau des membranes, le microenvironnement varie aussi 

entre l’extérieur de la cellule et les compartiments intracellulaires, le cytosol ou l’intérieur 

des organites. Les différences portent sur le pH, avec l’acidification associée à la 

maturation des endosomes déjà citée précédemment, la composition en enzymes 

(estérases, lipases, protéases, etc.) et également sur le caractère oxydant ou réducteur du 

milieu. Le milieu extracellulaire des cellules saines est oxydant, tandis que leur cytosol est 

réducteur du fait de la présence de glutathion. En effet, la concentration en glutathion 

diffère de façon importante entre l’espace extracellulaire (environ 2-20 µM) et l’espace 

intracellulaire (environ 2-10 mM). Il existe également des protéines réductrices dans les 

endosomes et lysosomes. Toutes ces différences ont été largement exploitées en 

vectorisation, par exemple pour le relargage ciblé de molécules actives.18 Shi et al. ont 

ainsi développé un système micellaire multifonctionnel en forme d'étoile combinant un 

ciblage actif de cellules cancéreuses surexprimant les récepteurs aux folates et un 

comportement sensible à l'oxydoréduction. Dans les micelles conçues, à base de 

copolymère amphiphile, les segments hydrophobes et hydrophiles sont reliés par des 

ponts disulfures, conférant une sensibilité redox à ce système pour déclencher la 

libération intracellulaire rapide du médicament encapsulé, la doxorubicine. Les groupes 

terminaux des segments hydrophiles ont été décorés de ligands folates, permettant 

l’adressage des cellules tumorales et la stimulation de l’endocytose des micelles dans les 

cellules. La sensibilité à l'oxydoréduction de ces micelles a été évaluée en analysant leur 

changement de taille micellaire, de morphologie et de poids moléculaire en présence ou 

absence de glutathion. Les liaisons disulfures du système micellaire ont la capacité d’être 

clivées à une concentration élevée en glutathion, conduisant au désassemblage des 

micelles et à la libération de la doxorubicine. Les profils de libération du médicament in 

vitro ont montré que dans un environnement non réducteur, les micelles pouvaient 

maintenir une bonne stabilité, tandis que dans un environnement réducteur et acide 

similaire au milieu intracellulaire à celui des cellules tumorales, l'agent cancéreux 

encapsulé était libéré rapidement.22 
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1.4. Les différents types de nanoparticules utilisées dans le domaine 

médical 

L’utilisation de nanoparticules (NP) pour les applications médicales s’est rapidement 

développée durant les trente dernières années. Les rapports surface/volume très élevés 

des NP en font des objets de choix permettant de transporter des molécules d’intérêt 

thérapeutique (siRNA, molécules actives, anticorps, etc.) ou de greffer des ligands de 

ciblage tout en maintenant une bonne stabilité des NP en solution.23,24 De nombreux NP 

ont été développés au cours des dernières années, un certain nombre sont représentés 

sur la figure 1.13.  

 

 

Figure 1.13. Chronologie du développement de certaines nanoparticules utilisées dans le domaine médical. 

Les liposomes, les systèmes polymériques, les dendrimères et les liposomes PEGylés ont été développés en 

tant que transporteurs de médicaments avant 1995. Le Doxil (doxorubicine encapsulée dans un liposome) 

est le premier liposome approuvé par la FDA (Food and Drug Administration) pour une utilisation 

anticancéreuse. Le liposome non PEGylé Myocet (doxorubicine), la nanoparticule à base d'albumine (NP) 

Abraxane (doxorubicine), la micelle polymérique PEG-PLA Genexol-PM (paclitaxel), l'oxyde de fer NP 

NanoTherm et le liposome Kadcyla ont été approuvés pour une utilisation clinique. D’autres 

nanomédicaments sont actuellement testés dans des essais précliniques et cliniques. (Image adaptée de Li 

et al.25) 

 

Une nanoparticule peut être définie comme étant un objet dont une des dimensions est 

inférieure à une centaine de nanomètres. Ces nanoparticules, encore appelées vecteurs, 

peuvent être de nature organique ou inorganique. Les principales NP organiques sont 

constituées de polymères, de lipides, de dendrimères ou de carbone (comme les 

nanotubes de carbone). Les nanoparticules de polymère sont obtenues à partir de 
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polymères synthétiques (polyéthylène glycol PEG, poly(acide lactique-co-glycolique), 

PLGA) ou naturels (dextran, alginate, gélatine, chitosane), qui sont biocompatibles et 

biodégradables. Ces systèmes présentent l’avantage d’être facilement fonctionnalisables 

par une biomolécule.26,27 Les liposomes sont quant à eux, des vésicules lipidiques 

sphériques auto-assemblées ayant la capacité de piéger à la fois des composés lipophiles 

dans leur membrane lipidique et des molécules hydrophiles dans leur noyau aqueux. Les 

liposomes permettent l’encapsulation de nombreuses molécules qui peuvent être 

transportées dans les cellules ou tissus. Généralement les liposomes se caractérisent par 

une biocompatibilité et une biodégradabilité élevées, et ils améliorent la stabilité d’agents 

thérapeutiques.28,29 

 

Les NP inorganiques les plus étudiées pour des applications biomédicales sont composées 

de silice mésoporeuse, d’oxyde de fer et d’oxydes mixtes, de métaux (or, cuivre, argent) 

ou de semi-conducteurs (CdSe). Nous détaillerons par la suite uniquement les 

nanoparticules d’oxyde de fer et les nanoparticules de silice. 

1.4.1. Les nanoparticules magnétiques d’oxyde de fer 

Les nanoparticules magnétiques (NPM) d’oxyde de fer sont particulièrement attractives 

du fait de leurs propriétés magnétiques remarquables. Ces nanoparticules peuvent être 

utilisées pour leurs propriétés thérapeutiques, de vectorisation et d’imagerie. 

 

Les NPM à base d'oxyde de fer sont considérées comme d’excellentes candidates pour les 

applications biomédicales en raison de leur biocompatibilité, de leur synthèse facile, de 

leur stabilité chimique et de leur caractère superparamagnétique. Les NP de magnétite 

Fe3O4 et de maghémite γ-Fe2O3, sont les plus largement utilisées et se sont avérées bien 

tolérées par le corps humain.30 De plus, des études récentes ont démontré une 

biodégradation massive des NP d’oxyde de fer dans des endosomes au sein des cellules 

en moins d’un mois, montrant que les tissus peuvent se purger eux-mêmes de ces NP et 

qu’elles ne sont pas toxiques. La dégradation des NP est suivie de la libération 

intracellulaire d'ions fer sans affecter l'homéostasie cellulaire du fer.31,32 Les applications 

biomédicales de ces oxydes de fer se concentrent généralement sur leurs propriétés 

magnétiques intrinsèques et leur biocompatibilité, qui leur permettent d'agir comme 
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d'excellents agents de contraste en IRM (imagerie par résonance magnétique) et comme 

outil pour l'hyperthermie magnétique thérapeutique.33 Cette double fonctionnalité a 

conduit à l'utilisation de NP d'oxyde de fer superparamagnétiques comme des agents 

théranostiques, c'est-à-dire présentant à la fois des propriétés thérapeutiques et 

diagnostiques.  

 

Les premières nanoparticules inorganiques à avoir été validées par la Food and Drug 

Administration (FDA) aux Etats-Unis sont les nanoparticules d’oxyde de fer enrobées de 

dextran pour leur propriété d’agent de contraste en IRM. Ceci a été suivi en 2012 par 

l’approbation des nanoparticules NanoTherm® pour l’hyperthermie magnétique dans le 

traitement anticancéreux. Le composé actif de la thérapie est un mélange de NP de 

magnétite et de maghémite enrobées d'aminosilane possédant un diamètre 

hydrodynamique de 15 nm.34 Des études cliniques de phase II ont été menées par Maier-

Hauff et al., dans lesquelles l’hyperthermie magnétique a été associée à la radiothérapie 

chez des patients présentant des récidives de glioblastomes (figure 1.14).35 Jusqu’à 

présent, ces NP sont également en essai clinique pour le traitement du cancer de la 

prostate et en étude préclinique pour le traitement du cancer du pancréas. Les NP sont 

injectées directement au niveau de la tumeur afin d’atteindre une concentration locale 

élevée en NP (> 1 M en fer). Cette thérapie a été développée par MagForce AG (Berlin, 

Allemagne), qui a utilisé le premier applicateur de champ magnétique alternatif pour 

l'homme, le Nanoactivator®. Cet appareil génère un champ magnétique alternatif 

homogène de 100 kHz.  
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Figure 1.14. Image de gauche : Traitement anticancéreux par hyperthermie magnétique après injection 

intratumorale des NP NanoTherm® à l’aide de l’applicateur à champ magnétique alternatif MFH 300F®. 

Image de droite : Clichés A et B : IRM cérébrale avant traitement d’un patient présentant une récidive de 

glioblastome. Clichés C et D : Tomographies assistées par ordinateur montrant des dépôts de NPM comme 

zones hyperdenses. Les lignes isothermes indiquent les températures de traitement calculées entre 40 °C 

(bleu) et 50 °C (rouge). La ligne marron représente la zone tumorale. Clichés E et F : Reconstruction 3D de 

l’IRM et de la tomographie assistée par ordinateur fusionnées montrant la tumeur (marron), le fluide 

magnétique (bleu) et le cathéter de thermométrie (vert). Images d’après Maier-Hauff et al.35  

1.4.2. Les nanoparticules de silice  

Deux types de NP à base de silice sont particulièrement intéressantes pour les 

applications biomédicales : les NP de silice mésoporeuse et les NP cœur-coquilles. 

 

Nanoparticules de silice mésoporeuse (MSN)  

Les nanoparticules de silice mésoporeuses ont suscité un grand intérêt en tant que 

vecteur de médicaments. Elles présentent une surface spécifique extrêmement 

importante les rendant particulièrement intéressantes pour le transport de molécules 

actives. Elles sont constituées de pores de taille variable (pores de 2 à 50 nm) organisés 

en réseau, entourés d'une charpente de silice. Les MSN ont également démontré une 

bonne biocompatibilité et biodégradabilité.36,37 La fonctionnalisation de la surface de la 

silice permet également d’améliorer la stabilité colloïdale des NP dans les milieux 

biologiques complexes, élargissant la gamme de leur utilité pour différentes 
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applications.38 La littérature concernant les MSN est foisonnante, on peut citer à titre 

d’exemple les travaux de Meng et al., dans lesquels ils ont fonctionnalisé des NP de silice 

mésoporeuses permettant d’administrer efficacement un agent thérapeutique, la 

doxorubicine (figure 1.15). La surface des particules a été fonctionnalisée avec des 

phosphonates permettant la liaison électrostatique de la doxorubicine à l’intérieur des 

pores, d’où la molécule peut être libérée par acidification du milieu. Pour améliorer la 

sensibilité de cet agent thérapeutique lors de l’incubation avec une lignée cellulaire 

cancéreuse (KB-V1) résistante aux médicaments, les phosphonates ont été utilisés pour 

greffer un polymère cationique, le polyéthylène imine (PEI), permettant de lier et de 

libérer des siRNA supprimant l’expression d’un gène codant pour la glycoprotéine P 

responsable de la résistance multiple aux médicaments.39 L’administration des siRNA a 

permis d’augmenter les concentrations intracellulaires de doxorubicine et d’observer une 

cytotoxicité plus élevée dans les cellules KB-V1. 

 

 

Figure 1.15. Images de microscopie électronique à transmission des MSN synthétisées par Meng et al.,39  

avant et après revêtement avec le polymère polyéthylène imine (PEI). Les flèches noires indiquent que le 

polymère se trouve à la surface des MSN mais laisse l’intérieur poreux, accessible à la doxorubicine.  

 

Nanoparticules de silice type cœur-coquille 

Le cœur des NP cœur-coquilles peut être constitué d’une grande variété de matériaux (Au, 

Fe2O3, quantum dots) encapsulé dans une coquille de silice. Plusieurs cœurs peuvent 

également se trouver dans une seule coquille. Les nanoparticules cœur-coquilles 

présentent des avantages majeurs par rapport aux nanoparticules simples dans les 

applications biologiques. Elles permettent souvent d’obtenir une cytotoxicité plus faible, 

une biocompatibilité plus élevée, une meilleure capacité de conjugaison avec des 

molécules bioactives et une meilleure stabilité chimique. Dans de nombreux cas, le 
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matériau d’intérêt peut être difficile à conjuguer avec un type particulier de biomolécules, 

et l’enrobage avec de la silice va permettre de résoudre ce problème. Dans le cas des 

oxydes de fer, la chimie de surface ne permet pas de faire facilement de liaisons 

covalentes.40 Une alternative pour surmonter cette limitation tout en conservant les 

propriétés magnétiques des NP d’oxyde de fer, est de les encapsuler dans des coquilles de 

silice. La surface de silice est facilement fonctionnalisable, non toxique et peut protéger 

les NP magnétiques de l’oxydation. Horny et al. ont synthétisé des nanoparticules d’oxyde 

de fer (γ-Fe2O3) recouvertes d’une couche de silice fonctionnalisée par des chaînes de 

polyéthylène glycol, pour améliorer la stabilité, et par des groupes amine pour permettre 

le greffage de duplexes d’ADN par couplage EDC/NHS. Ils ont ensuite démontré que les 

duplexes d’ADN se dissociaient en surface des NP sous hyperthermie magnétique, preuve 

d’un chauffage local à 55 °C, alors que la température de la solution reste constante à 

28 °C. Ce travail peut être considéré comme une preuve de concept pour une libération 

d’ADN à température ambiante par hyperthermie magnétique.41 De la même façon, 

Nallathamby et al. ont préparé des nanoparticules cœur-coquilles d’or sphériques ou de 

forme allongée, contenant une coquille de silice encapsulant un fluorophore (figure 1.16). 

Cette coquille de silice fluorescente a permis de greffer covalemment des 

immunoglobulines G (IgG), également par couplage peptidique pour obtenir un système 

robuste de sonde d’imagerie pour l’immunociblage.42  

 

 

Figure 1.16. Images de microscopie électronique à transmission de nanoparticules de type cœur-coquilles 

synthétisées par Nallathamby et al.42 comportant des nanoparticules d’or enrobées de silice. Différentes 

épaisseurs de silice ont été préparées par la méthode Stöber. Le noyau d’or et l’enveloppe de silice sont 

visiblement plus sombres et plus clairs respectivement sur les images. 

 

Dans ces deux exemples, la couche de silice s’est avérée cruciale pour pouvoir 

fonctionnaliser les NP d’oxyde de fer ou d’or pour leurs applications biologiques. 
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1.5. Différentes stratégies de greffage des biomolécules sur les 

nanoparticules 

Différentes méthodes ont été employées pour greffer des ligands ou des molécules actives 

à la surface des nanoparticules. Ces conjugaisons peuvent se faire via des liaisons non 

covalentes ou covalentes. Les liaisons non covalentes de molécules se font par association 

physique (électrostatique, liaisons hydrogène) à la surface des nanoparticules, elles ont 

l’avantage d’éviter d’avoir à fonctionnaliser les molécules d’intérêt (ligands, 

médicaments) par des groupements réactifs spécifiques. Cependant, les molécules sont 

alors faiblement liées à la surface des nanoparticules, pouvant conduire à un relargage 

anticipé, par exemple pendant l’administration. De plus, cette stratégie n’offre que peu de 

contrôle sur la quantité et l’orientation de greffage des molécules. A l’inverse, les 

stratégies de liaison covalente se sont avérées efficaces pour obtenir un comportement 

contrôlé des molécules sur des cibles spécifiques. Généralement, la modification de 

surface initiale des NP permet de les stabiliser tout en ajoutant des groupements 

chimiques fonctionnels, qui permettront ensuite de greffer les molécules d’intérêt à leur 

surface. Plusieurs stratégies ont été utilisées pour la conjugaison de molécules aux NP de 

manière covalente, le choix de la chimie utilisée dépendant en particulier de la nature de 

la molécule à greffer. Les stratégies de synthèse de NP fonctionnalisées ont grandement 

bénéficié des avancées récentes en chimie de conjugaison. Les réactions de ligation 

chimiosélectives (par exemple ligation thiol-maléimide, formation de pont disulfure) et 

réactions de chimie click détaillées dans le chapitre ci-dessous sont maintenant très 

utilisées pour la conjugaison de biomolécules (peptides, protéines, acides nucléiques, 

sucres), en particulier sur les NP.43  

1.5.1. La chimie click 

Le concept de « chimie click » a été proposé pour la première fois par Sharpless et al. en 

2001.44 Les réactions de chimie click doivent répondre à un certain nombre de critères, 

elles doivent être simples à mettre en œuvre et être chimiosélectives. Elles doivent 

conduire à un rendement élevé, avec formation d’une quantité faible de sous-produits 

cytotoxiques.45 De plus, les réactions par chimie click doivent pouvoir se produire dans 

des conditions physiologiques et les liaisons chimiques qui en résultent doivent être 
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irréversibles. Certaines réactions de chimie click sont bio-orthogonales. Le terme de 

chimie bio-orthogonale a été inventé par Carolyn R. Bertozzi en 2003 pour désigner une 

réaction chimique qui peut être réalisée en milieu biologique ou au sein de systèmes 

vivants. Les entités impliquées doivent réagir ensemble de façon sélective, et ne pas 

présenter de réactivité vis-à-vis des fonctions chimiques présentes dans les systèmes 

biologiques. 46 

 

Bien que l’ensemble des critères qui s’appliquent aux réactions de chimie click ou bio-

orthogonales ne soit pas forcément requis pour la fonctionnalisation in vitro de NP, ces 

réactions se sont avérées très utiles dans ce domaine. Elles permettent en effet de greffer 

des biomolécules (peptides, sucres, acides nucléiques) sur les NP sans avoir recours à des 

groupements protecteurs, simplifiant énormément la procédure. 

 

Pour répondre aux exigences de la bio-orthogonalité, un certain nombre de réactions 

chimiques ont été développées, montrant une bonne biocompatibilité et une bonne 

sélectivité dans les systèmes vivants. Quelques exemples de réactions bio-orthogonales 

sont représentés figure 1.17. Les premières fonctionnalités explorées comme fonctions 

bio-orthogonales étaient les cétones et les aldéhydes. En condition acide (pH 4-6), leurs 

groupes carbonyle réagissent avec des nucléophiles puissants tels que les hydrazines et 

alcoxyamines.  

 

 

Figure 1.17. Exemples de réactions bio-orthogonales. Le rond bleu et l’étoile verte peuvent représenter des 

biomolécules ou des nanoparticules. 

 

Une fonctionnalité essentiellement absente des systèmes biologiques et véritablement 

orthogonale dans sa réactivité vis-à-vis de la plupart des fonctionnalités biologiques est 
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le groupe azoture. Des protéines modifiées avec un azoture ont été conjuguées à des 

composés fonctionnalisés par des phosphines par ligation de Staudinger. Les azotures 

peuvent également réagir avec les alcynes terminaux dans les cycloadditions [3 + 2], 

catalysées par le cuivre (I). Cette réaction de chimie click nommée CuAAC (Copper(1)-

catalysed Azide-Alkyne Cycloaddition) se déroule plus rapidement que la réaction de 

Staudinger en condition physiologique, cependant, le Cu(I) peut être toxique pour les 

systèmes vivants.47,48 Une version de réaction click ne nécessitant pas de catalyse par le 

cuivre a été développée par Agard et al. en 2004, cette cycloaddition [3 + 2] azoture-alcyne  

est favorisée par la contrainte stérique de l’alcyne impliqué (Strain Promoted Azide-

Alkyne Cycloaddition, SPAAC). Elle a été appliquée avec succès sur cellules vivantes, sans 

cytotoxicité induite (figure 1.17).49 La SPAAC utilise une cyclooctyne capable de réagir 

spontanément avec un azoture organique pour générer un triazole stable. L’inconvénient 

de la première réaction SPAAC développée (utilisant une cyclooctyne non substituée) 

était sa faible vitesse de réaction. Pour résoudre ce problème, le développement de 

cyclooctynes modifiées a été entrepris, et a abouti notamment à la découverte de la               

4-dibenzocyclooctynol (DIBO), de la dibenzoazacyclooctyne (DIBAC ou DBCO) et de la 

bicyclo[6.1.0]nonyne (BCN) (figure 1.18). En plus d’augmenter la vitesse de réaction, le 

BCN et le DBCO ont une solubilité élevée dans l’eau et une faible affinité pour les protéines 

sériques telles que l’albumine. De plus, la chimie click sans cuivre utilisant les 

cyclooctynes modifiées a une très faible toxicité et est largement reconnue comme une 

méthode d’ingénierie cellulaire utile.48 

 

 

Figure 1.18. Exemples de cyclooctynes modifiées pour la SPAAC. 

1.5.2. Exemples de nanoparticules fonctionnalisées de manière covalente  

De nombreux exemples de fonctionnalisation de NP sont présents dans la littérature. Une 

grande variété de réactions de greffage covalent est possible en fonction des systèmes 

utilisés. Par exemple, Perillo et al. ont, dans un premier temps, silanisé des NP d’oxyde de 
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fer (de 8 nm de diamètre) permettant l’introduction de fonctions amine et chaînes PEG à 

leur surface avant d’assembler les NP avec une cyanine, par couplage EDC/NHS via les 

groupements amine. Cette fonctionnalisation leur permettra de visualiser la présence des 

NP dans les cellules par microscopie de fluorescence. Les auteurs ont ensuite modifié 

l’extrémité C-terminale du peptide gH625 avec une cystéine, pour le greffer de manière 

covalente aux fonctions maléimide présentes sur les chaînes PEG qui entourent les NP 

(figure 1.19).50 Ces NP fonctionnalisées peuvent ensuite être utilisées pour 

l’administration de molécules actives, pour l’imagerie ou pour l’hyperthermie 

magnétique. Ils ont démontré que plusieurs réactions bio-orthogonales peuvent être 

réalisées sur les NP, permettant le greffage de différentes molécules de façon contrôlée. 

 

 

Figure 1.19. Représentation de la fonctionnalisation de surface des NP d’oxyde de fer 

superparamagnétiques (SPION) de Perillo et al.,50 leur PEGylation et leur liaison avec le peptide gH625.  

 

Une autre méthode de greffage de molécules sur les nanoparticules a été utilisée par Wang 

et al. Les auteurs ont synthétisé des NP d’or contenant des azotures à leur surface et ont 

modifié le peptide RGD par une cyclooctyne, le DBCO, permettant la conjugaison du 

peptide sur les NP par chimie click sans cuivre (SPAAC) (figure 1.20). Ce système pourra 

être exploité comme agent de contraste en imagerie pour le diagnostic précoce de cancer 

ou pour le transport ciblé de principes actifs.51 
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Figure 1.20. Greffage du peptide DBCO-RGD sur les NP d’or fonctionnalisées avec un azoture via SPAAC, 

d’après Wang et al.51 

 

La libération du principe actif ou de molécules peut également être régulée par un lien 

clivable. Les stimuli pour déclencher le clivage des molécules peuvent être exogènes 

(lumière, température, champ magnétique, ultrasons) ou endogènes (activité 

enzymatique, microenvironnement tissulaire ou cellulaire). Parmi les liaisons sensibles à 

un stimulus endogène, les liaisons disulfures ont été très étudiées car elles peuvent être 

réduites par le glutathion présent dans le cytosol des cellules. Ce type de liaison est 

applicable à plusieurs vecteurs tels que les peptides, les anticorps ou nanoparticules. 

Wang et al. ont greffé par liaison disulfure la doxorubicine, à la surface des NP cœur-

coquilles de poly-L-lysine contenant un cœur d’argent. Ils ont montré que la molécule 

active était libéré dans les cellules après clivage du lien disulfure en présence de 

glutathion et du désassemblage des poly-L-lysines.52  

1.6. Mécanismes et méthodes d’entrée des nanoparticules dans les 

cellules 

Les NP doivent franchir la membrane plasmique pour atteindre l’intérieur de la cellule. Il 

est donc important de comprendre comment elles interagissent avec la membrane et 

pénètrent dans les cellules, car les voies d’internalisation déterminent le destin 

intracellulaire des NP et la réponse biologique d’une cellule. L’endocytose est la voie 

d’internalisation majoritaire des nanoparticules pour entrer dans les cellules.13 
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1.6.1.  Les voies d’endocytose 

Les différentes voies d’internalisation par endocytose ont déjà été détaillées dans la partie 

1.2. Lors de l'endocytose, les NP sont dans un premier temps confinées dans des vésicules 

intracellulaires, telles que des endosomes, des phagosomes ou des macropinosomes, et 

n'ont donc pas d'accès direct et immédiat au cytosol ou aux autres organites cellulaires 

tels que le noyau ou les mitochondries.53 Néanmoins, les voies d’entrée dans les cellules 

sont souvent multiples et simultanées pour un même type de NP. La contribution relative 

de ces voies dépend de la nature des NP et de certains facteurs, tels que leur chimie de 

surface, leur taille et forme, mais aussi de facteurs biologiques, tels que le type cellulaire 

ou leur microenvironnement.  

 

Le devenir intracellulaire des NP d’oxyde de fer a fait l’objet de nombreuses études. Par 

exemple, Perillo et al. ont étudié leur localisation en microscopie électronique après 

30 minutes d’incubation avec des cellules cancéreuses (figure 1.21). D’après leurs images, 

les nanoparticules sont endocytées et se trouvent à l’intérieur de vésicules entourées 

d’une membrane.50 

 

 

Figure 1.21. Images de microscopie électronique à transmission des NP d’oxyde de fer (Perillo et al.50) 

incubées pendant 30 min avec des cellules cancéreuses MDA-MB-231.  

 

Un autre exemple d’étude de l’internalisation de nanoparticules a été réalisé par Wang et 

al. Ils ont incubé des nanoparticules de ferrites mixtes Zn0,5Fe2,5O4 enrobées dans une 

couche de silice type cœur-coquille avec des cellules d’ostéosarcome humain. Les images 

de microscope électronique à transmission obtenues sont représentées sur la figure 1.22. 

Les nanoparticules, chargées négativement, se trouvent localisées dans les endo-
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lysosomes après 2 et 24 heures d’incubation, indiquant également une internalisation via 

endocytose.54 

 

 

Figure 1.22. Images de microscopie électronique à transmission après 2 h et 24 h d’incubation de cellules 

d’ostéosarcome humain avec les nanoparticules Zn0,5Fe2,5O4/SiO2 synthétisées par Wang et al.54 

 

Certaines NP métalliques peuvent induire une accumulation d’autophagosomes dans les 

cellules. Par exemple, Ma et al. ont rapporté que les nanoparticules d’or sont internalisées 

dans les cellules par endocytose et qu’elles finissent par s’accumuler dans les lysosomes 

provoquant une altération de leur capacité de dégradation conduisant à une 

augmentation d’autophagosomes. Ils ont également montré que l’accumulation 

d’autophagosomes induite par les nanoparticules d’or dépendait de leur taille. Les NP d’or 

plus grandes engendrent une quantité d’autophagosomes plus importante dans les 

cellules (figure 1.23).55 

 

 

Figure 1.23. A) Images de microscopie électronique à transmission après incubation pendant 24 h de 

cellules NRK avec les nanoparticules d’or de diamètres 10, 25, ou 50 nm synthétisées par Ma et al.55 Les 

nanoparticules sont internalisées dans les cellules par endocytose et piégées dans les lysosomes. B) Analyse 

statistique du nombre d’autophagosomes par cellules après 24 h d’incubation des nanoparticules d’or avec 

les cellules NRK. 
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1.6.2. Voies d’entrée et stratégies d’administration cytosolique des 

nanoparticules 

Bien que les différents mécanismes d’endocytose discutés jusqu’à présent soient 

largement reconnus pour être les principaux processus par lesquels les NP pénètrent 

dans les cellules, d’autres mécanismes d’entrée ont également été rapportés, comme la 

diffusion passive et, pour les liposomes, la fusion lipidique (figure 1.24).13  

 

 

Figure 1.24. Aperçu schématique des voies et stratégies d'administration cytosolique des nanoparticules.  

 

Wang et al. ont développé des nanoparticules de type quantum-dots d’environ 8 nm 

capables de pénétrer la membrane plasmique des globules rouges par un processus de 

pénétration passive, non endosomale. Ils ont démontré que les interactions des quantum-

dots zwitterioniques avec la membrane plasmique permettent la pénétration des NP sans 

affecter l’intégrité globale de la membrane (figure 1.25).56  

 

 

Figure 1.25. Images de microscopie confocale (superposition d’images en lumière blanche et en 

fluorescence) de l’internalisation des quantum-dots avec les globules rouges d’après Wang et al.56 Les 

globules rouges ont été incubés avec du PBS (a) comme contrôle, et avec 10 nM de quantum-dots pendant 

1 h (b), 4 h (c), et 8 h (d). Les quantum-dots sont représentés en vert. Les ronds rouges représentent les 

quantum-dots se trouvant à l’intérieur des globules rouges. Barres d’échelle : 5 µm.  
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L’entrée dans les cellules par diffusion passive est assez rare pour les NP. Ce type de 

mécanisme dépend de la taille, la forme, la charge et la surface des NP.57,58 La translocation 

directe (perturbation de la membrane plasmique) a été très étudiée avec les peptides 

pénétrants (cell-penetrating peptides, CPP). Les différents modèles de translocation 

directe seront développés plus tard dans le manuscrit. Les nanoparticules peuvent 

également être composées de gouttelettes lipidiques, appelées liposomes fusogènes. Ces 

liposomes possède une composition lipidique particulière leur permettant de fusionner 

avec la membrane plasmique des cellules.59 Après fusion, le contenu encapsulé (protéines, 

nucléotides, petites molécules, composés bioactifs) est délivré directement dans le 

cytosol.60,61 Kim et al. ont développé des liposomes fusogènes contenant des 

nanoparticules de silicium poreux. Les images de microscopie électronique à 

transmission obtenues confirment la fusion des liposomes fusogènes avec la membrane 

plasmique des cellules qui s’accompagne de la libération des nanoparticules de silicium 

dans le cytosol. Au contraire, les liposomes non fusogènes sont endocytés et les 

nanoparticules se retrouvent piégées dans les endosomes (figure 1.26).60 

 

 

Figure 1.26. Images de microscopie électronique à transmission de macrophages murins après 10 min 

d’incubation avec du PBS comme contrôle (a), avec les liposomes non fusogènes (b), avec les liposomes 

fusogènes (c), d’après Kim et al.60 La flèche noire correspond aux nanoparticules à l’intérieur d’un 

endosome, les flèches blanches montrent les NP dans le cytosol.  

 

L’électroporation et la microinjection sont des exemples de méthodes physiques 

permettant également d’atteindre le cytosol, et sont illustrés figure 1.24. 

L’électroporation correspond à l’utilisation d’impulsions électriques pour perturber la 

membrane plasmique, ce qui permet aux NP de pénétrer directement dans le cytosol. Les 

pores formés lors de l’électroporation possèdent un diamètre compris entre 20 et 200 

nm. Zu et al. ont par exemple montré que l’efficacité à délivrer des plasmides d’ADN est 
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meilleure en présence des nanoparticules d’or après électroporation dans des cellules 

leucémiques.62 La deuxième méthode physique utilisée est la microinjection, consistant à 

percer la membrane plasmique avec une aiguille microscopique pour injecter des NP 

directement dans le cytoplasme, évitant le piégeage dans les endosomes. La 

microinjection est particulièrement invasive et difficilement transposable aux études in 

vivo, et ne peut être utilisée que sur un nombre restreint de cellules lors des études in 

vitro. Raudzus et al. ont microinjecté des nanoparticules magnétiques de type cœur-

coquille fonctionnalisées par des ligands pour capturer des protéines cytosoliques dans 

des neurites, et étudier le rôle de ces protéines dans la croissance des neurones.63 Dans 

cet article, ils ont utilisé également une autre méthode physique, le « scrape-loading » en 

anglais, consistant en un raclage des cellules avec une solution contenant les NP pour leur 

permettre d’atteindre le cytosol.63  

1.6.3. Paramètres physico-chimiques influençant les mécanismes d’entrée 

cellulaire 

Il est possible de modifier les interactions NP-cellule et la voie d’internalisation en jouant 

sur certains paramètres physicochimiques des NP comme leur taille, leur forme et leur 

surface.  

 

Influence de la taille et de la forme des NP  

Les propriétés physicochimiques des NP, telles que le diamètre hydrodynamique et la 

forme, ont un impact direct sur leur adhésion à la membrane et leur diffusion.64 Par 

exemple, des NP polymères ayant la même chimie de surface mais une morphologie 

variable présentent des voies d’internalisation différentes à travers la membrane 

plasmique. Il a été montré que les NP en forme de bâtonnet diffusent plus efficacement à 

travers la membrane plasmique que les NP sphériques.57 Jiang et al. ont utilisé des NP d'or 

sphériques de 2 à 4 nm de diamètre fonctionnalisées par des ligands zwitterioniques et 

ont montré dans ce cas une diffusion directe à travers la membrane plasmique de cellules 

HeLa. Lorsque le diamètre des NP d'or augmente (environ 6 nm), les auteurs observent 

l’internalisation de ces NP par endocytose dépendante de la cavéoline, indiquant un 

impact de la taille des NP sur l'internalisation cellulaire.65 Bien que l'importance de la 

taille des NP dans les interactions et absorptions cellulaires soit bien établie, les données 
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rapportées suggèrent qu'il y a beaucoup plus de paramètres et de variables en jeu qui 

affectent l'entrée dans les cellules, tels que le type cellulaire, le taux de sédimentation des 

NP, la densité et la morphologie des NP.66,67 

 

Rôle de la charge de surface des NP  

Les NP peuvent être synthétisées avec une charge de surface positive, négative ou neutre. 

La charge de surface des NP en solution est généralement estimée par la mesure du 

potentiel zêta. Ce potentiel correspond au potentiel électrocinétique d'une dispersion 

colloïdale de NP. Expérimentalement, le potentiel zêta est quantifié par des mesures de 

mobilité électrophorétique pour des dispersions colloïdales dans des milieux aqueux. Le 

potentiel zêta des NP est dynamique et peut changer considérablement en réponse aux 

conditions physicochimiques (pH, force ionique).68 La charge de surface des NP affecte 

leur capacité d’interaction, leur affinité pour la membrane plasmique, et ceci a un impact 

sur leur absorption cellulaire. Les NP cationiques sont plus susceptibles d’être attirées 

électrostatiquement par la membrane plasmique, car elle présente à sa surface des sucres 

porteurs de fonctions anioniques (carboxylates, sulfates), ce qui entraîne généralement 

une accumulation accrue des NP cationiques à l’intérieur des cellules.65 Cependant, 

plusieurs études ont démontré que les NP avec des charges de surface négatives peuvent 

également franchir efficacement la membrane plasmique et s'accumuler dans les 

cellules.69  

 

Nature des ligands en surface 

Le polyéthylène glycol (PEG) est un polymère avec une hydrophilie et une neutralité 

électrique unique. Le revêtement de la surface des NP avec du PEG, ou « PEGylation » est 

une approche couramment utilisée pour améliorer les propriétés biophysiques et 

chimiques des NP. De plus, les chaînes PEG permettent d’améliorer l’efficacité de 

l’administration de médicaments et de molécules aux cellules et tissus cibles. En effet, les 

revêtements PEG des NP les protègent de l’agrégation et de l’opsonisation, empêchant les 

opsonines de se lier à leur surface. Ceci limite leur phagocytose par les macrophages, et 

prolonge ainsi leur temps de circulation systémique.70 Les propriétés 

pharmacocinétiques des NP peuvent être considérablement améliorées tandis que leur 

toxicité peut être drastiquement diminuée grâce à ce revêtement. Le PEG à la surface des 
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NP est également responsable de la stabilité colloïdale par répulsion stérique. Cette 

répulsion augmente avec la longueur des chaînes PEG, évitant l’agrégation des NP. Le PEG 

est devenu le polymère le plus utilisé dans le domaine de recherche biomédical.71,72 

Néanmoins, il existe actuellement des lacunes dans la compréhension des interactions 

entre les groupements PEG et le système immunitaire lors de l’administration de 

médicaments, en particulier de composés anti-tumoraux.73 

 

La surface des NP peut également être modifiée avec des ligands de ciblage pour 

permettre une interaction spécifique avec un composant membranaire qui peut être 

surexprimé dans une pathologie donnée. Ce concept est appelé « ciblage actif ».74 Les 

ligands de ciblage incluent des petites molécules, des peptides, des protéines (anticorps, 

des fragments d'anticorps) et des acides nucléiques (aptamères) capables de reconnaître 

et de se lier à un composant spécifique de la membrane cellulaire, comme par exemple un 

récepteur surexprimé à la surface de cellules tumorales. La modification de surface des 

NP par ces ligands de ciblage peut augmenter l'interaction cellulaire, activer les voies de 

signalisation cellulaire en aval conduisant à une réponse biologique souhaitée (par 

exemple, l'apoptose cellulaire), ou améliorer l’internalisation cellulaire de NP pour 

délivrer des principes actifs dans les cellules ciblées.74  

 

Les NP qui ne présentent pas de ligands de ciblage de surface spécifiques peuvent 

s’accumuler de manière passive dans les tumeurs. Dans les tissus sains, seules de petites 

molécules peuvent diffuser à travers les parois des vaisseaux sanguins. La porosité des 

vaisseaux étant accentuée au niveau des tumeurs, avec une taille des pores entre 380 et 

780 nm, des objets plus gros tels que les macromolécules et les NP peuvent diffuser dans 

le tissu.75 Ces objets peuvent s’accumuler dans la tumeur à des concentrations plus 

élevées que pour un tissu sain, ce phénomène est appelé l’effet EPR (Enhanced 

Permeability and Retention) (figure 1.27).76   

 



Chapitre 1 : Introduction  

44 
 

 

Figure 1.27. Principe de l’effet EPR (Enhanced Permeability and Retention). 

 

Un défi pour les NP de ciblage passif et actif est que leur chimie de surface peut changer 

lors d'une exposition à un environnement biologique. Par exemple, les NP décorées de 

ligands peuvent subir une modification de leur capacité de ciblage lors de leur 

introduction dans la circulation sanguine. L'une des raisons est la formation d'une 

couronne de protéines due à l'adsorption des protéines sériques (opsonisation). Cette 

couronne protéique change l'identité synthétique conçue des NP en une identité 

biologique qui a souvent un impact significatif sur les interactions NP-cellules, et donc 

potentiellement sur leur efficacité et mécanisme d’internalisation cellulaire.77 Dans le 

plasma humain, les NP sont exposées à des quantités élevées de protéines, ce qui 

augmente leur taille et le revêtement de surface et peut améliorer leur internalisation 

ultérieure par les cellules immunitaires.78 En revanche, les ligands de ciblage peuvent être 

enfouis dans la couronne de protéines, ce qui entraîne une réduction ou une perte 

complète des capacités de ciblage spécifique.79 

1.7. Applications des nanoparticules magnétiques à l’échelle 

intracellulaire 

Les NP d’oxyde de fer ont été largement appliquées comme vecteurs pour la délivrance 

de médicaments au cours des deux dernières décennies. Elles ont l’avantage d’être en 

même temps des agents de contraste pour l'imagerie par résonance magnétique (IRM), 

de permettre un ciblage magnétique et le suivi simultané de l'efficacité du traitement. 

Elles peuvent aussi participer au traitement en lui-même en présence d’un champ 
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magnétique alternatif, grâce à leurs propriétés de chauffage par l’hyperthermie.80 De plus, 

l'utilisation des NPM en biologie cellulaire est depuis longtemps associée à l'étude de la 

mécano-transduction, c'est-à-dire la conversion d'un stimulus mécanique en un signal 

électrique ou biochimique.81 Plus récemment, les nanoparticules magnétiques ont été 

utilisées pour de la manipulation magnétique intracellulaire. Ces applications sont 

définies sous le terme « magnétogénétique ». En effet, les nanoparticules magnétiques 

présentent l’avantage d’avoir un large spectre d’activation possible (mécanique, 

thermique et biochimique) qui permet d’appliquer un stimulus avec un contrôle spatio-

temporel. Qui plus est, ce stimulus ne présente pas de limitation à une transposition in 

vivo puisque les tissus n’absorbent pas les champs magnétiques contrairement à la 

lumière. Les champs d’application sont nombreux, on peut citer la possibilité d’activer des 

processus cellulaires complexes tels que la différenciation cellulaire ou la migration 

orientée qui sont à la base de thérapies cellulaires envisagées pour le traitement des 

maladies neurodégénératives.82,83 L’activation mécanique repose sur l’utilisation de la 

force magnétique générée par un gradient de champ alors que l’activation thermique est 

obtenue sous champ magnétique alternatif.  

1.7.1. Propriétés des nanoparticules magnétiques pertinentes pour les 

applications intracellulaires 

Les NP d’oxyde de fer de moins de 20 nm de diamètre sont des particules monodomaines, 

chaque nanoparticule est donc porteuse d’un moment magnétique (flèches blanches sur 

la figure 1.28), résultant des moments magnétiques atomiques (flèches jaunes sur la 

figure 1.28). Au sein d’une dispersion, à une température suffisamment élevée et en 

absence de champ magnétique, les moments magnétiques sont orientés de manière 

aléatoire en raison de l’agitation thermique, l’aimantation globale, somme des moments 

magnétiques de la dispersion, est donc nulle. À l’inverse, lorsqu’un champ magnétique 

externe H est appliqué, les moments magnétiques de chaque NP vont subir une rotation 

progressive qui va les amener à s’aligner selon la direction de ce champ magnétique, 

comme représenté figure 1.28. Dans ce cas, l’aimantation globale sera supérieure à celle 

d’un matériau paramagnétique, d’où le terme superparamagnétique.84 
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Figure 1.28. Représentation de nanoparticules superparamagnétiques. Les moments magnétiques 

atomiques (flèches jaunes) et le moment magnétique résultant des particules (flèches blanches) sont 

représentées. 

 

La courbe d’aimantation d’une dispersion de nanoparticules superparamagnétiques, 

représentée figure 1.29, présente un plateau correspondant à l’alignement des moments 

magnétiques dans la direction du champ magnétique appliqué. Ce comportement 

superparamagnétique a deux conséquences importantes, la saturation est atteinte à des 

valeurs de champ peu intense (3000 Gauss, 0,3 Tesla) et lorsque le champ est coupé il n’y 

a pas d’aimantation rémanente. Par conséquent, l’aimantation peut être modulée en 

intensité et dans le temps.  

 

 

Figure 1.29. Courbe d’aimantation obtenue par Sharifi Dehsari et al.85 à partir des échantillons de 

nanoparticules d’oxyde de fer de tailles différentes (A3 : 8,6 ± 0,9 nm ; A7 : 12,7 ± 1,2 nm et A9 : 14,5 ± 

1,5 nm).  

 

Force magnétique 

Lorsque la saturation est atteinte, le moment magnétique m d’une particule 

superparamagnétique correspond à m = msat, msat étant l‘aimantation à saturation. La 
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force F appliquée par un champ magnétique H à cette particule superparamagnétique 

avec un gradient de champ magnétique ∇H s’écrit alors : 

 

𝐹 = 𝑚𝑠𝑎𝑡 . ∇H 

 

La force magnétique est donc proportionnelle à l’intensité du gradient de champ 

magnétique. La force magnétique générée en milieu cellulaire peut varier du 

femtoNewton (fN) au picoNewton (pN), le gradient pouvant être généré par un simple 

aimant (par exemple de type neodymium fer bore, NdFeB), par une pointe magnétique ou 

encore par des systèmes de micro-aimants parallélisés. Le moment magnétique des 

particules peut aussi être optimisé soit en travaillant avec des particules ayant une plus 

forte aimantation spécifique soit en utilisant des systèmes renfermant plusieurs 

particules superparamagnétiques (endosomes magnétiques par exemple).63,86–88  

 

Les NP présentent également l’avantage de pouvoir être suivies en microscopie optique 

par des marquages fluorescents ou en microscopie électronique grâce au contraste 

inhérent du matériau inorganique. Cette propriété est particulièrement importante dans 

le processus du suivi de l’internalisation cellulaire. 

 

Hyperthermie magnétique 

L’application d’un champ magnétique alternatif (AMF) aux NPM conduit à la production 

d’énergie, dissipée sous forme de chaleur, en transformant une énergie 

électromagnétique en énergie thermique.89 Ce phénomène a été décrit par Rosensweig.90 

 

Pour les NPM monodomaines, la réorientation des moments magnétiques est gouvernée 

par deux modes de relaxation, la relaxation de Néel et la relaxation de Brown. La 

relaxation de Néel provient de la rotation du moment magnétique à l’intérieur des NPM 

tandis que la relaxation brownienne correspond à la rotation physique des particules 

entières sur elles-mêmes créant des pertes par frottement avec l’environnement (figure 

1.30). Pour les NP de maghémite, de taille inférieure à 15 nm de diamètre, la relaxation de 

Néel prévaut généralement sur la relaxation Brownienne.89,91 De plus, l'agrégation de 

NPM et la viscosité du milieu peuvent modifier le comportement de chauffage car la 

rotation mécanique peut être inhibée, ce qui peut considérablement réduire la chaleur 
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dissipée par relaxation brownienne. De plus, la relaxation de Néel est également impactée 

par l’agrégation des NP du fait des interactions dipolaires entre elles empêchant la 

rotation des moments magnétiques et donc limitant la production de chaleur.92 

 

 

Figure 1.30.  Relaxation de Néel et Brownienne. Relaxation de Néel : le moment magnétique tourne tandis 

que la particule reste fixe. Relaxation Brownienne : le moment magnétique reste fixe par rapport aux axes 

cristallins pendant la rotation de la particule. 

 

La chaleur libérée lors de l’échauffement magnétique est quantifiée par la puissance de 

perte spécifique (Specific Loss power, SLP) et est définie comme la puissance 

électromagnétique délivrée par unité de masse de matériau magnétique, exprimée en 

watts par gramme (W/g).93 Ce paramètre permet de déterminer l’efficacité de différents 

systèmes, et est défini suivant la formule : 

 

SLP =  
Puissance dissipée

Masse magnétique
=  

C𝑝. m𝑡𝑜𝑡

m𝑚𝑎𝑔
.
dT

dt
 

 

Avec C𝑝 la capacité thermique spécifique de l’échantillon dans son ensemble ; m𝑡𝑜𝑡 la 

masse du matériau générateur de chaleur ; m𝑚𝑎𝑔 = Φ.ρmag.V, la masse du matériel 

magnétique dans l’échantillon (Φ, la fraction volumique du matériel magnétique et ρmag = 

5,07 g/cm3, la masse volumique d’oxyde de fer) et (dT/dt) correspond à l’augmentation 

de température en fonction du temps.  

 

Pour les expériences in vivo, il a été défini un critère, connue sous le nom de « critère de 

Brezovich ».92 Selon ce critère, le produit de l'amplitude du champ (H) par la fréquence (f) 

doit être inférieur à 4,85.108 A/m/s. 92,94 
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1.7.2. Exemples d’applications 

1.7.2.1. Hyperthermie magnétique dans les cellules 

Di Corato et al. se sont intéressés aux mécanismes d’hyperthermie magnétique dans 

l'environnement cellulaire et en solution en comparant une large gamme de 

nanomatériaux magnétiques dont les NP de maghémite γ-Fe2O3 présentant différentes 

tailles et formes (NP sphériques, nanocubes, nanofleurs et liposomes encapsulant des 

nanoparticules γ-Fe2O3). Tous les nanomatériaux testés présentent une baisse rapide et 

systématique de leur capacité de chauffage en conditions cellulaires dès qu'ils s'associent 

à la membrane cellulaire ou sont internalisés (figure 1.31). La diminution de la SLP 

(Specific Loss power) est plus importante pour les particules soumises à la relaxation 

brownienne, ce qui s'explique par le blocage des NP dans l'environnement cellulaire.95 

 

 

Figure 1.31. Mesure de la capacité de génération de chaleur (en termes de SLP (W/g)) pour différents 

nanomatériaux (A : NP de maghémite ; B : NP de maghémite dans liposome ; C : NP de ferrite de cobalt ; D : 

dimères d’oxyde de fer/or ; E : nanocubes d’oxyde de fer ; F : nanofleurs d’oxyde de fer), dans l’eau et au 

sein de systèmes de modèles cellulaires, selon la fréquence du champ magnétique appliqué. Image adaptée 

d’après Di Corato et al. 95 

 

Une expérience de visualisation et d’analyse en temps réel des expériences in vitro sous 

champ magnétique alternatif (AMF) a été développée par Connord et al.. Grâce à un 
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électroaimant miniaturisé ajusté sous un microscope confocal, les auteurs ont pu analyser 

en direct les événements moléculaires qui se produisent lors de l'application de l'AMF. En 

effet, l'AMF induit des dommages massifs aux cellules tumorales ayant incorporé des NP 

dans leurs lysosomes sans affecter les autres cellules. La perméabilisation de la 

membrane des lysosomes et la production d'espèces réactives d'oxygène (ROS) sont 

détectées après seulement 30 minutes d'application de l'AMF, démontrant que les ROS 

sont générées à un stade précoce de la cascade d'événements conduisant finalement à la 

mort cellulaire (figure 1.32). Cette approche expérimentale permet de mieux comprendre 

les processus physiques, moléculaires et biologiques se produisant lors de la combinaison 

des NPM et des champs magnétiques à haute fréquence.96,97 

 

 

Figure 1.32. L'application d'un champ magnétique sur des cellules adhérentes contenant les NPM 

développées par Connord et al. augmente la production de ROS. Les cellules ayant internalisées les NPM 

fonctionnalisées ont été rincées et incubées avec le réactif CellROX Green. a) Les images de microscopie 

confocale montrent la production de ROS (en vert) avant (0 min) et à la fin du traitement AMF (120 min). 

Le contrôle sans traitement AMF est également montré. b) Avec et sans application de l'AMF, la production 

de ROS a été mesurée en analysant l'intensité du marquage du réactif CellROX Green des images de 

microscopie confocale. Analyse statistique réalisée à l'aide du test t de Student (* p < 0,05, 

** 0,01 < p < 0,05). Image adaptée de Connord et al.96 

1.7.2.2. Canaux ioniques contrôlés par hyperthermie magnétique 

Les techniques optiques basées sur le photocontrôle de l'activité des protéines, utilisant 

des réactifs photoactivables98 ou optogénétiques99, ont été très bénéfiques, avec un large 

éventail d'applications en biologie cellulaire et en neurosciences. Cependant, ces 
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approches sont limitées par l'incapacité de la lumière visible à pénétrer profondément 

dans les tissus. Une approche complémentaire pour contrôler à distance les processus 

biologiques est basée sur la stimulation magnétique, dans laquelle le contrôle magnétique 

des processus biologiques est médié par des NPM fonctionnalisées. Cette méthode, 

comparée à l’optogénétique, présente l’avantage d’une grande perméabilité des tissus au 

champ magnétique contrairement à la lumière et d’une faible interaction entre ce champ 

magnétique et les molécules biologiques.83 Pour comprendre le traitement neuronal qui 

gouverne certains comportements animaux, Huang et al. proposent en 2010 une 

approche basée sur le chauffage de NP superparamagnétiques par champ magnétique 

radiofréquence pour activer à distance les canaux cationiques thermosensibles dans les 

cellules. Les NP ciblent des protéines spécifiques de la membrane plasmique des cellules 

exprimant TRPV1, un canal ionique sensible à la température (figure 1.33). Ces NP sont 

ensuite capables de convertir la stimulation du champ magnétique radiofréquence 

(1 MHz) en chaleur. De plus, l’utilisation de la fluorescence comme thermomètre à 

l'échelle du nanomètre, a montré que la chaleur est générée localement sur la membrane 

sans chauffage cytoplasmique. L'activation thermique des canaux déclenche des 

potentiels d'action dans les neurones en culture sans effets toxiques observables. Cette 

approche peut être adaptée pour stimuler d'autres types de cellules et, en outre, peut être 

utilisée pour manipuler à distance d'autres processus  cellulaires afin d’accéder à de 

nouvelles thérapies.82  

 

 

Figure 1.33. Principe de la stimulation des canaux ioniques utilisant le chauffage par les nanoparticules et 

la détection locale de température. Huang et al.82 utilisent le chauffage local (rose) de NP 

superparamagnétiques (marron) recouvertes de streptavidine (orange) grâce à la stimulation magnétique 

par un champ magnétique radiofréquence (H~), qui induit l’ouverture du canal ionique TRPV1 sensible à la 

température.  
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1.7.2.3. Activation et contrôle des voies de signalisation 

De nombreuses fonctions cellulaires reposent sur l’activité coordonnée des voies de 

signalisation à une échelle subcellulaire. Cependant, peu d’outils sont capables de sonder 

et perturber les voies de signalisation avec une résolution spatiale correspondant aux 

dimensions intracellulaires. Une approche magnétogénétique basée sur l’autoassemblage 

de complexes de signalisation à la surface de NPM fonctionnalisées à l’intérieur de cellules 

vivantes a été développée par Etoc et al. Les NP d’oxyde de fer ont d’abord été 

fonctionnalisées en solution avec un ligand HaloTag biotinylé avant d’être microinjectées 

dans des cellules exprimant la protéine d’intérêt fusionnée à la protéine HaloTag (figure 

1.34). Les protéines cibles ont donc été sélectivement capturées à la surface des NPM. Les 

auteurs ont appliqué cette stratégie à des Rho-GTPases (Cdc42 et Rac1), connues pour 

réguler la morphologie cellulaire et ont déplacé les NPM fonctionnalisées par des forces 

magnétiques pour déclencher des voies de transduction du signal qui provoquent une 

réponse cellulaire. Ils ont ainsi démontré que l’activation médiée par les NPM sur les voies 

de signalisation conduit bien à un remodelage local du cytosquelette d’actine et à des 

changements morphologiques.87 

 

 

Figure 1.34. Fonctionnalisation des NPM utilisées pour la manipulation intracellulaire par Etoc et al.87 

A) Expression du ligand HaloTag-Biotine dans E. coli et fonctionnalisation des NPM avec le ligand HaloTag. 

B) Fonctionnalisation in situ : les NPM fonctionnalisées avec le ligand HaloTag sont microinjectées dans les 

cellules exprimant la protéine d’intérêt fusionnée au HaloTag. Le HaloTag se lie de manière irréversible au 

ligand, recrutant la protéine d’intérêt pour les NPM fonctionnalisées. 

 

Ce travail a été suivi par celui de Schöneborn et al. et Raudzus et al. sur la GTPase RAS 

pour améliorer la régénération axonale des neurones dans le cerveau en activant une voie 

de signalisation intracellulaire. De la même façon que Etoc et al., les auteurs utilisent des 

NPM fonctionnalisées par le ligand HaloTag. Les domaines d’intérêt de RAS (H-RAS ou 

SOS1cat) ont été fusionnés à la protéine HaloTag, ici par chimie click. Ils montrent que les 
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NPM fonctionnalisées et microinjectées dans les neurones se retrouvent dans les neurites 

après l’application d’un champ magnétique externe. Ils ont également pu déplacer les 

NPM, ainsi que la protéine intracellulaire recrutée, le long d’un neurite dans les neurones 

grâce à leur attraction par une pointe magnétique externe. Ces résultats sont une 

première étape pour développer des outils pour les thérapies de remplacement cellulaire 

basées sur des neurones dopaminergiques chargés de nanoparticules magnétiques 

fonctionnalisées dans des systèmes modèles de la maladie de Parkinson.63,88 

 

Hoffmann et al. ont également examiné la signalisation intracellulaire en utilisant un 

contrôle magnétique. Ils ont utilisé des NPM conjuguées à des protéines régulatrices clés 

pouvant contrôler artificiellement, dans le temps et dans l’espace, la voie de signalisation 

Ran/RCC1 régulant le cytosquelette cellulaire. Ran est une petite protéine GTPase 

agissant comme un commutateur moléculaire qui a un état actif et un état inactif contrôlés 

par un facteur d'échange de nucléotide à guanine RCC1. En présence d’un champ 

magnétique, les protéines Ran conjuguées à des NP superparamagnétiques peuvent 

provoquer l’assemblage de fibres microtubulaires en réseaux asymétriques de fibres 

polarisées dans des extraits d'œuf de Xenopus laevis. L’orientation des fibres est dictée par 

la direction de la force magnétique. Lorsque ces nanoparticules conjuguées à RCC1 sont 

accumulées localement, l’assemblage de fibres microtubulaires est initié lorsqu’un certain 

seuil de concentration est dépassé.100,101 

1.7.2.4. Vectorisation cellulaire 

Les NP possèdent un rapport surface sur volume très important, ce qui en fait de bonnes 

candidates pour transporter des molécules actives lorsqu’elles sont utilisées comme 

vecteur. Georgelin et al. ont utilisé un système cœur-coquille constitué de NP d’oxyde de 

fer enrobées de silice pour faire face à la dégradation de la surface des NP en milieu 

biologique et pour permettre un ancrage covalent contrôlé de bléomycine à la surface de 

la silice. Ce système pourrait permettre une libération contrôlée de cet agent 

anticancéreux au voisinage de sa cible, limitant sa toxicité pour les tissus sains. Dans le 

cadre d’expériences in vitro sur cellules en culture, les auteurs observent l’internalisation 

de ces NP fonctionnalisées dans le noyau. Ce vecteur nanométrique est donc capable de 

transporter la bléomycine près de sa cible biologique, l’ADN, sans l’aide de molécules de 
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pénétration nucléaire telles que les peptides. L'efficacité thérapeutique de la bléomycine 

est généralement limitée en raison de ses effets secondaires, notamment d'une forte 

toxicité pulmonaire. Dans cet article, les auteurs montrent que la distribution du 

médicament à des doses plus faibles près de la cible biologique pourrait conduire à son 

utilisation plus large en oncologie.102  

 

De plus, les NP d'oxyde de fer superparamagnétiques sont des systèmes de vectorisation 

importants car elles sont hautement biocompatibles et peuvent être guidées à l'aide d'un 

champ magnétique externe.103 Par exemple, Cristofolini et al. ont développé avec succès 

un système de NP multifonctionnelles pour délivrer des siRNA (small interfering RNA ou 

ARN interférent) à des cellules cancéreuses du sein. Leur système hybride magnétique est 

composé de NP d'oxyde de fer recouvertes d'acide caféique et stabilisées par des couches 

de phosphate de calcium et de bloc de copolymère PEG-polyanion pour l'incorporation 

des siRNA. Les auteurs observent dans leur étude in vitro, une internalisation par 

endocytose de ces NP fonctionnalisées dans des cellules du cancer du sein HER2-positive, 

les résultats étant encore meilleurs sous champ magnétique. De plus, la forte 

concentration d’ions calcium dans les NP provoque une augmentation de la pression 

osmotique et un afflux d’eau dans les endo-lysosomes. Ceci permet un désassemblage lent 

de la couche de phosphate de calcium entourant les NP et la rupture de la membrane des 

endo-lysosomes conduisant à la libération du siRNA dans le cytosol. Ces résultats sont 

confirmés par la réduction de l’expression du gène HER2 dans les cellules cancéreuses du 

sein.104 Le gène HER2 est une cible prometteuse pour la thérapie anticancéreuse en raison 

des graves conséquences de la surexpression de HER2 chez les patientes atteintes d'un 

cancer du sein.105 

1.8. Stratégies pour permettre l’accès direct des NPM au cytosol 

Même s’il existe plusieurs exemples d’applications réussies des NPM, leur efficacité 

dépend de leur localisation intracellulaire après leur entrée dans les cellules. Lorsque 

l’internalisation des NP se fait par endocytose, le piégeage des NPM dans les endosomes 

est un obstacle important à certaines applications dont la manipulation magnétique. Il 

existe actuellement de nombreuses études visant à faciliter leur accès au cytosol. 
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Pour accéder directement au cytosol, les NP peuvent traverser la membrane plasmique 

par diffusion ou par fusion lipidique lorsqu’elles sont encapsulées dans des liposomes 

fusogènes. Des méthodes physiques peuvent également être utilisées (telles que la 

microinjection ou l’électroporation (partie 1.6.2)) pour accéder au cytosol, ces techniques 

ne sont cependant pas toujours faciles à mettre en œuvre ou ne sont pas toujours 

compatibles avec le système étudié. Certaines molécules possèdent quant à elles la 

capacité de traverser la membrane cellulaire, c’est le cas notamment des peptides 

pénétrants (cell penetrating peptides, CPP). De nombreuses recherches ont été menées 

ces dernières années pour élucider les mécanismes spécifiques d'entrée des NP 

fonctionnalisées par les CPP dans les cellules.106–110 La compréhension de ces mécanismes 

fait encore débat, mais certaines études ont suggéré que plusieurs voies étaient 

impliquées dans l'absorption cellulaire de ces NP fonctionnalisées par les CPP, dont 

notamment l'endocytose et la translocation directe.  

1.8.1. Les peptides vecteurs ou Cell-Penetrating Peptides (CPP) 

Les CPP, également connus sous le nom de domaines de transduction de protéines (PTD), 

sont de petits peptides (moins de 30 acides aminés), généralement riches en résidus 

cationiques qui peuvent entrer dans les cellules. Les premiers CPP ont été découverts 

dans les années 90 avec le peptide Tat,111 correspondant à un segment de la protéine Tat 

du VIH-1 et la pénétratine, correspondant à la troisième hélice de l'homéodomaine 

Antennapedia.112,113 Depuis, de nombreux peptides présentant également des capacités 

de pénétration ont été découverts à partir de la séquence de protéines naturelles ou 

conçus de manière rationnelle. 

 

Les CPP ont reçu une attention considérable au cours des deux dernières décennies en 

raison de leur efficacité de vectorisation dans les cellules et également de leur faible 

cytotoxicité. Ils sont souvent utilisés comme agents de vectorisation de macromolécules 

d'origine biologique ou synthétique (peptides, protéines, oligonucléotides) incapables de 

franchir par elles-mêmes la membrane plasmique.110 Deux stratégies peuvent être 

utilisées pour la prise en charge de la macromolécule : i) la formation d’une liaison 

covalente stable (thioéther, triazole, etc.) ou réversible dans la cellule (disulfure, ester, 
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etc.) entre le CPP et la cargaison ou ii) la formation de complexes non covalents impliquant 

des interactions électrostatiques ou hydrophobes entre les deux entités.114,115 

 

Les CPP, en fonction de leurs propriétés physicochimiques, se distinguent en trois classes : 

purement cationiques, amphiphiles et hydrophobes (table 1.2).  

 

Type de CPP Séquences Références 

Purement Cationiques 
Tat : GRKKRRQRRRPPQ 

Polyarginines : Rn (5<n<12) 

111 

116,117 

Amphiphiles 

Penetratin : RQIKIWFQNRRMKWKK  

R6W3 : RRWWRRWRR 

Transportan : GWTLNSAGYLLGKINLKALAALAKKIL  

MAP : KLALKLALKALKAALKLA 

Pep-1 : KETWWETWWTEWSQPKKKRKV 

113 

118 

119 

120 

121 

Hydrophobes 
Pep-7 : SDLWEMMMVSLACQY 

C105Y : CSIPPEVKFNKPFVYLI 

122 

123 

Table 1.2. Exemples de CPP en fonction de leurs propriétés physicochimiques.  

 

Bien que les mécanismes d'internalisation cellulaire des CPP aient fait l'objet d'une 

recherche intense, ils n'ont pas encore été entièrement définis, notamment au niveau 

moléculaire. Les mécanismes, comme l’efficacité d’entrée, dépendent des propriétés 

physicochimiques des CPP et de leurs conjugués, de la taille du complexe cargo-CPP, du 

type cellulaire et des conditions expérimentales, notamment la concentration en CPP et la 

température d’incubation.124 Néanmoins, il est devenu clair qu'un même CPP peut 

exploiter différentes voies pour entrer dans la cellule et que ces voies peuvent parfois 

fonctionner de manière concomitante, selon les conditions expérimentales.125 Ces voies 

d'entrée sont divisées en deux groupes : i) la translocation directe qui correspond à une 

déstabilisation transitoire de la bicouche lipidique de la membrane plasmique, 

indépendante de l'énergie et de la température et ii) l'endocytose (macropinocytose, 

endocytose dépendante de la clathrine ou la cavéoline ou endocytose indépendante de la 

clathrine et de la cavéoline), processus qui dépend de l'énergie et de la température 

(figure 1.35).  
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Figure 1.35. Représentation des différents mécanismes proposés pour l’internalisation des CPP, divisés en 

deux groupes : les voies d’endocytose (en rouge) et les voies de pénétration directe (en vert).  

 

Il est généralement admis que la plupart des CPP et des conjugués cargo-CPP pénètrent 

dans les cellules majoritairement par endocytose.106–110,126 Comme indiqué 

précédemment pour les NP, cette voie peut conduire à un piégeage des composés dans les 

endosomes. Certains CPP sont cependant capables de transloquer efficacement à travers 

la membrane cellulaire, y compris lorsqu’ils sont associés à une cargaison.106,108–110,127 

Cette voie d’entrée est considérée comme avantageuse car elle permet un accès direct au 

cytosol évitant les endosomes. La contribution relative de l’endocytose et de la 

translocation varie d’un CPP à l’autre et est probablement déterminée par la capacité du 

CPP à interagir avec des composants clés de la membrane plasmique. En particulier il a 

été démontré que les glycosaminoglycanes (GAG) sont impliqués dans l’endocytose de 

plusieurs CPP.128,129 Les études sur les peptides vecteurs ont également dévoilé que les 

résidus cationiques, en particulier les résidus arginine (Arg) et lysine (Lys), ainsi que le 

résidu aromatique tryptophane (Trp) jouent un rôle essentiel dans l’endocytose et la 

translocation directe.108,109,130,131 
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1.8.1.1. Les résidus arginine et lysine 

Les Arg comme les Lys sont chargées positivement à pH physiologique et permettent des 

interactions électrostatiques avec les composants chargés négativement de la membrane 

(glycosaminoglycanes, phospholipides anioniques). L’évaluation quantitative de la 

capacité des différents CPP cationiques à pénétrer la membrane plasmique a en outre 

révélé que les résidus Arg contribuent davantage à l'internalisation cellulaire que les 

Lys.108 Cela a été attribué à la capacité du groupement guanidinium de l'arginine à former 

des liaisons hydrogène bidentées avec les groupes carboxyliques, sulfate et phosphate 

chargés négativement des constituants de la membrane cellulaire (figure 1.36), alors que 

le groupe ammonium de la chaîne latérale de la lysine ne peut former que des liaisons 

hydrogènes monodentées.108,131  

 

 

Figure 1.36. Représentation de l’arginine avec son groupement guanidinium qui peut former des 

interactions par liaisons hydrogène et des paires d’ions avec les groupements phosphate, sulfate et 

carboxylate qui se trouvent sur les composants des membranes cellulaires. Figure adaptée à partir de Futaki 

et al.108 

 

Rothbard et al. ont démontré le rôle crucial du groupement guanidinium de l’arginine, en 

le méthylant pour diminuer sa capacité à former des liaisons hydrogène, tout en 

conservant sa charge positive et sa capacité à former des paires d’ions. Les auteurs ont 

alors observé une diminution drastique de l’internalisation cellulaire de 80 % avec des 

Arg8 mono-méthylées et une diminution de plus de 95 % pour des Arg8 bi-méthylées en 

comparaison avec des Arg8 non méthylées.131 Cette capacité de former des liaisons 

hydrogène bidentées expliquerait que les peptides oligo-Arg et plus généralement les CPP 

riches en arginines pénètrent plus efficacement que des peptides oligo-Lys.132 Cette 
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interaction avec la membrane favorise l’accumulation des CPP à la surface cellulaire, 

conduisant à leur internalisation. Étant donné que ces interactions ne sont pas très fortes, 

6 à 12 résidus d'arginine sont généralement nécessaires pour provoquer une 

accumulation significative à la surface des cellules et induire une internalisation par 

perturbation transitoire de la membrane.133 De plus, Ziegler et al. ont comparé 

l’absorption cellulaire du CPP WR9 et du dérivé PEGylé (PEG-WR9) et ont constater que 

la PEGylation de WR9 empêche l’agrégation du CPP avec les GAG mais pas sa liaison aux 

GAG. La liaison aux GAG permet une internalisation des CPP par endocytose dépendante 

des GAG. En revanche, l’agrégation et donc l’accumulation de WR9 au niveau de la surface 

cellulaire déstabilise les membranes ce qui conduit à la translocation.128 

1.8.1.2. Le résidu tryptophane 

Le tryptophane joue également un rôle critique dans les mécanismes d’internalisation des 

CPP. Le rôle du Trp fut d’abord mis en évidence lors des travaux sur les homéoprotéines, 

qui sont des facteurs de transcription ayant la capacité de pénétrer dans les cellules (et 

également d’en sortir).112,134 Ces protéines possèdent un résidu Trp conservé, qui s’avère 

crucial pour leur internalisation cellulaire. Les premiers travaux sur la pénétratine (CPP 

dont la séquence est issue de l’homeoprotéine Antennapedia) réalisés par les équipes 

d’Alain Prochiantz et de Gérard Chassaing ont confirmé le rôle important de ce Trp, en 

particulier pour la translocation directe du CPP. Ces travaux ont conduit à la conception 

du CPP amphiphile R10W6135 et par la suite, du CPP R6W3118, tous deux constitués 

uniquement de résidus Arg et Trp et présentant une très bonne efficacité d’entrée dans 

les cellules. Jobin et al. ont alors remplacé dans le CPP R6W3 les résidus Trp par des 

résidus Phe qui conservent un caractère aromatique et montré que cela diminuait 

significativement l’efficacité d’entrée du peptide, confirmant l’importance et la 

particularité du rôle des résidus Trp dans le processus d’internalisation.136 Bechara et al. 

ont trouvé en particulier que les CPP contenant des résidus Trp avaient tendance à 

adopter des structures secondaires de type brin β et à former des agrégats stables en 

présence de GAG, favorisant ainsi une internalisation dépendante des GAG. Les résidus 

Trp renforcent l'interaction des séquences peptidiques basiques avec des GAG chargés 

négativement et augmentent la quantité internalisée par endocytose.129 Ces résultats 

convergent avec une autre étude dans laquelle Walrant et al. démontrent pour la première 
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fois que les résidus Trp contenus dans les CPP améliorent considérablement l'enthalpie 

de liaison des peptides avec les héparanes sulfates et les chondroïtine sulfates.109 Une 

étude plus poussée a été ensuite réalisée en utilisant des modèles de nonapeptides 

contenant uniquement des résidus Arg et Trp, afin d'étudier plus finement le rôle du 

nombre et de la position des résidus Trp. Ces travaux soulignent que les résidus Trp 

jouent le rôle d’activateur aromatique naturel des CPP riches en Arg, ce qui se produit par 

le biais d’interactions de type paires d’ions-π, énergétiquement favorables, impliquant les 

résidus Arg, Trp et les composants chargés négativement de la membrane.130  

 

Les travaux de Christiaens et al. ont également montré l’importance du résidu Trp dans la 

translocation membranaire grâce à son environnement hydrophobe et à son interaction 

avec la bicouche lipidique.137 Rydberg et al. ont de plus montré que la teneur en résidus 

Trp et leur position dans la séquence peptidique sont déterminant à la fois pour l'efficacité 

et le mécanisme d'internalisation dans les cellules. Le modèle d’internalisation diffère 

entre les peptides avec des teneurs et des compositions différentes en tryptophane, 

montrant à la fois des mécanismes d'internalisation par endocytose et par 

translocation.138  

1.8.1.3. Les différents modèles de translocation 

La translocation directe est un mécanisme énergie-indépendant, non délétère pour la 

cellule. Différents modèles sont à ce jour proposés sur la base d’études biophysiques, 

comprenant entre autres le modèle de formation de micelles inverses ; le modèle de 

partitionnement adaptatif et le modèle de formation de pores transitoires. 

 

Le modèle de micelles inverses 

Ce mécanisme a été proposé dès les années 90 par les groupes d’Alain Prochiantz et de 

Gérard Chassaing lors de leurs études sur la pénétratine.113 Lors de l’interaction des CPP 

avec la membrane, les charges positives des peptides sont neutralisées par les lipides de 

la membrane chargés négativement. Le peptide déstabilise la membrane et entraine la 

formation de micelles inverses produisant une cavité hydrophile encapsulant le CPP, suivi 

d’une résorption de la micelle qui permet de libérer le CPP dans le cytosol (figure 1.37a). 

Plus récemment, des études sur des systèmes vésiculaires comportant des 
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phospholipides anioniques marqués par un fluorophore ont permis d’affiner ce 

mécanisme et de montrer que l’entrée dans les vésicules des CPP cationiques 

s’accompagne d’un transport de lipides anioniques.139  

 

 

Figure 1.37. Modèle de translocation directe des CPP par formation de micelles inverses (a) et par 

formation de pores transitoires (b). Image adaptée à partir de Bechara et Sagan.140  

 

Le modèle de pores transitoires 

Ce modèle implique l’interaction des résidus basiques des CPP amphiphiles avec les têtes 

polaires des phospholipides, entrainant une modification de la structure secondaire du 

peptide, généralement pour conduire à une hélice α, qui facilite son insertion dans la 

membrane et entraine la formation d’un pore (figure 1.37b). La face hydrophile des 

peptides se retrouve sur la surface interne du pore et la face hydrophobe en contact avec 

les chaînes des phospholipides, permettant l’enfouissement des peptides dans la 

membrane. Ceci engendre une désorganisation transitoire de la membrane et permet au 

pore de laisser passer les molécules du milieu extracellulaire vers le cytosol.114,121  

 

Le modèle de partitionnement adaptatif 

Ce modèle concerne notamment la traversée de la membrane plasmique par les 

oligomères d’arginine. Les groupements guanidinium chargés positivement forment des 

liaisons hydrogènes bidentées avec des composants anioniques de la surface de la cellule. 

Les complexes de paires d’ions résultants se partitionnent dans la bicouche et migrent à 

travers la membrane. Le complexe se dissocie sur le feuillet interne de la membrane et le 

peptide pénètre dans le cytosol.131 
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1.8.1.4. Modification chimique des CPP 

Depuis la découverte des CPP, de nombreuses modifications chimiques ont été proposées 

pour améliorer leurs propriétés d’internalisation et/ou stabilité métabolique. En 

particulier, leurs fonctionnalisations par chaînes lipidiques saturées ou insaturées 

permettent d’améliorer l’interaction des CPP avec la membrane cellulaire, conduisant à 

une efficacité de translocation accrue.141 De plus, la cyclisation s’est avérée donner des 

résultats remarquables, en particulier la cyclisation de type tête queue, proposée 

récemment, a permis de montrer l’augmentation de l’efficacité d’internalisation des CPP, 

dans la plupart des cas en améliorant leur interaction avec les GAG.142,143 

1.8.2. Les différentes stratégies d’échappement des endosomes 

Quel que soit le type de vecteur, la voie majoritaire pour pénétrer dans les cellules est 

généralement l’endocytose.144 Les molécules ou particules qui pénètrent par endocytose 

se retrouvent dans un premier temps confinées à l'intérieur des endosomes, certaines 

parviennent à franchir leur membrane pour s’en échapper, mais souvent, les composés y 

restent piégés. Ils n’ont alors pas accès à l’espace cytosolique de la cellule.145 Plusieurs 

études suggèrent que certains CPP ont la capacité de provoquer la fuite endosomale. 

Cependant, il apparaît que cette activité soit faible dans de nombreux cas.146 De plus, la 

façon dont la fuite endosomale se produit est encore incomplètement connue, limitant 

ainsi la capacité des chercheurs à manipuler les paramètres qui peuvent contrôler ce 

processus. Steinbach et al. ont observé que lors de l'endocytose de NP fonctionnalisées 

par des CPP, une fuite endosomale pouvait être obtenue via une rupture de la membrane 

vésiculaire médiée par le CPP.147 Cela a permis aux NP endocytées de pénétrer dans le 

cytosol. Néanmoins cette stratégie n’est généralement pas suffisante pour obtenir une 

livraison optimale dans le cytosol. Parmi les autres techniques, l’utilisation de polymères 

(polyéthylènimine (PEI) ou polyamidoamine (PAMAM)) et de peptides riches en histidine 

est communément décrite pour induire une fuite endosomale.148–151 Ces polymères et 

peptides emploieraient le mécanisme dit « d'éponge à protons » pour s'échapper des 

endosomes vers le cytosol.152 En effet, ces composés contiennent de nombreux groupes 

amine qui se protonent pendant la maturation et l'acidification des endosomes (figure 

1.38). Ceci serait à l’origine de leur capacité à tamponner le milieu intra-vésiculaire 
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inhibant le processus d’acidification des endosomes et amenant les endosomes à pomper 

des protons pour conserver un pH acide. 

 

 

Figure 1.38. Protonation de l’oligo-histidine pour l’échappement des endosomes. 

 

L’acidification des endosomes est due à l'action de l'enzyme ATPase qui transporte 

activement les protons du cytosol dans la vésicule. L'accumulation de protons dans la 

vésicule entraîne un afflux de contre-ions chlorure et augmente la pression osmotique. En 

raison de l'augmentation de la concentration en ions, l'eau qui passe dans la vésicule 

endosomale entraîne le gonflement de ce compartiment et provoque la rupture de la 

membrane endosomale par choc osmotique, conduisant à une libération des vecteurs et 

de leur cargaison dans le cytosol (figure 1.39).152,153 Bien que ce mécanisme, pour 

expliquer les événements d'échappement, ait été proposé il y a plus de 20 ans, le manque 

de pouvoir prédictif de ce mécanisme limite son application. 
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Figure 1.39. Schéma du mécanisme d’éponge à protons. Le vecteur entre dans la cellule par endocytose où 

il est ensuite piégé dans l’endosome. Durant la maturation de l’endosome et son acidification, le vecteur se 

retrouve sous forme protonée. La pompe ATPase s’active et transporte les protons à l’intérieur de 

l’endosome. L’accumulation de protons entraîne un afflux de contre-ions chlorure et augmente la pression 

osmotique. L’eau entre ensuite dans la vésicule et provoque la rupture de la membrane endosomale ce qui 

libère le vecteur dans le cytoplasme. 

 

Néanmoins, de nombreuses applications sont présentées dans la littérature. Par exemple, 

Sun et al. introduisent le peptide H6R6, riche en résidus His et Arg, dans du chitosane (CS) 

pour obtenir un nouveau copolymère H6R6-CS comme vecteur de siRNA. Le copolymère 

H6R6-CS possède des efficacités d'internalisation cellulaire plus élevées et une capacité 

tampon exceptionnelle par rapport au CS non fonctionnalisé. En effet, les nanoparticules 

H6R6-CS/siRNA (H6R6-NP) ont montré une efficacité d'absorption cellulaire plus élevée en 

raison de la présence du domaine peptidique R6 qui agit comme un CPP pour améliorer 

l'internalisation cellulaire des NP et du domaine H6 responsable de l’effet « éponge à 

protons » dans les endosomes, pour induire la fuite endosomale. Ceci a permis 

d’améliorer l'efficacité de la transfection, visible sur la figure 1.40.154  
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Figure 1.40. Images de microscopie confocale à balayage laser de cellules 4T1 après incubation avec le 

siARN seul (Naked siRNA), les NP de chitosane contenant les siRNA (CS-NP) ou avec les NP de chitosane 

modifiées par le peptide H6R6 et contenant les siRNA (H6R6-NP). Les noyaux des cellules ont été colorés 

avec le DAPI (bleu) ; les siRNA contiennent une carboxyfluorescéine formant la fluorescence verte. Images 

obtenues à partir de Sun et al.154 

 

Une autre molécule très largement utilisée pour induire un échappement endosomal par 

effet d’éponge à protons, est le PEI (polyéthylène imine), comme le montre Galliani et al. 

Les auteurs ont développé des NP de PLGA (poly(acide lactique-co-glycolique)) sous 

forme d’agrégats réticulés, contenant une protéine (l’albumine sérique bovine ou BSA) et 

le PEI. Les NP obtenues (BSA PEI NP) présentent un diamètre hydrodynamique entre 230 

et 280 nm. Pour démontrer qu’une fraction de ces NP peuvent s’échapper des endosomes, 

ils incubent également les cellules avec de la calcéine. La calcéine est internalisée par 

endocytose et si les vésicules endosomales sont rompues, la calcéine est libérée dans le 

compartiment cytosolique. Après incubation avec les NP contenant le PEI, ils observent 

une fluorescence diffuse de la calcéine dans environ 15 % des cellules contrairement aux 

cellules après incubation avec les NP sans PEI ou avec la calcéine seule (figure 1.41). Ces 

résultats confirment que le PEI permet une déstabilisation des endosomes et 

l’échappement de la calcéine. De plus, ils ont mis en évidence par une colocalisation des 

nanoparticules avec les lysosomes (utilisant un Lysotracker), qu’une fraction des 

nanoparticules contenant le PEI n’était pas contenue dans ces vésicules, soulignant 

également l’échappement des nanoparticules à partir des endosomes.155  
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Figure 1.41. Images de microscopie confocale des cellules NIH-3T3 après incubation avec les NP contenant 

le PEI et la BSA (BSA PEI NPs) ou les NP contenant seulement la BSA (BSA NPs) ou avec la calcéine seule 

(calcein). Les NP sont représentées avec une fluorescence rouge, la BSA avec une fluorescence verte, la 

calcéine avec une fluorescence bleue et le noyau avec une fluorescence jaune. Image à partir de Galliani et 

al.155 

Conclusion 

Au cours de ce chapitre, nous avons vu que les interactions des nanoparticules avec la 

membrane plasmique dépendent notamment de leur taille, forme et surface. De plus 

l’internalisation des NP est principalement, et presque exclusivement, endosomale pour 

tout type de NP. Néanmoins les NP présentent de nombreux avantages notamment pour 

la vectorisation de molécules thérapeutiques du fait de leur grande surface d’interaction 

et de la possibilité de greffer de multiples molécules à leur surface. Les NP d’oxyde de fer 

sont particulièrement intéressantes de par leurs propriétés magnétiques et l’étude du 

contrôle de fonctions cellulaires par manipulation magnétique intracellulaire est en 

pleine expansion. Cependant, en raison du piégeage des NP dans les endosomes, leur 

potentiel d’application s’en trouve réduit. C’est pourquoi de nombreuses études sont en 

cours pour trouver une stratégie permettant aux NP d’atteindre le cytosol de manière non 

invasive. Les peptides basiques, CPP ou peptides riches en résidus His, sont propices à une 

présence cytosolique, en favorisant une internalisation cellulaire par translocation 

directe ou en permettant une fuite endosomale. 
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Cette thèse a pour objectif d’améliorer l'accès des nanoparticules magnétiques au cytosol. 

En effet les nanoparticules sont généralement internalisées dans les cellules par 

endocytose et se retrouvent piégées dans des vésicules, ne pouvant pas atteindre leurs 

cibles cellulaires, limitant leurs applications (hyperthermie magnétique, délivrance de 

molécules actives, etc.). Dans ce contexte, nous avons choisi de comparer l’impact du 

greffage à la surface des nanoparticules d’un peptide oligo-Arg (Arg9) et d'un peptide riche 

en His (His4-Trp) sur l’internalisation des conjugués résultants. Arg9 est un CPP (cell-

penetrating peptide) classique, qui a été utilisé pour délivrer une grande variété de 

molécules, y compris des peptides, des protéines et des nanoparticules. Ce CPP est capable 

de pénétrer dans les cellules par endocytose mais aussi par translocation, processus qui 

implique une perturbation transitoire de la bicouche lipidique de la membrane plasmique 

et permet au CPP et à sa cargaison d'atteindre directement le cytosol. L'efficacité de 

translocation du CPP et sa capacité à s'échapper des endosomes après endocytose 

dépendent cependant de différents paramètres, notamment de la nature et de la taille de 

la cargaison transportée.106–108,127,156 D'autre part, il a été démontré que les séquences 

oligo-His favorisent l'échappement endosomal par « effet éponge à protons » comme 

indiqué dans le chapitre précédent.151 Afin de greffer les peptides sur les nanoparticules 

magnétiques, un enrobage de silice sera utilisé pour fonctionnaliser plus aisément les 

nanoparticules de type cœur-coquille. 

 

Mes travaux ont impliqué la mise au point d’une stratégie de conjugaison efficace pour 

incorporer les peptides polyarginine/polyhistidine à la surface des nanoparticules 

d’oxyde de fer enrobées d’une couche de silice γ-Fe2O3@SiO2 reposant sur la chimie click 

sans cuivre. Pour permettre cette liaison covalente sélective, un groupement azoture a été 

ajouté sur les séquences peptidiques et les nanoparticules ont été fonctionnalisées par un 

alcyne stériquement contraint.  

2.1. La chimie click sans cuivre 

La réaction de chimie click SPAAC (Strain Promoted Azide-Alkyne Cycloaddition) 

présente plusieurs avantages. En particulier, cette réaction est bio-orthogonale, les 

fonctions alcyne et azoture impliquées sont inertes (ou du moins peu réactives) vis-à-vis 
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des groupes fonctionnels présents naturellement sur les biomolécules, notamment sur les 

peptides. La vitesse de réaction reste convenable même à faible concentration en espèces 

réactives, la réaction peut être réalisée en conditions physiologiques et génère un 

minimum de sous-produits. Enfin, par rapport à la réaction de chimie click CuAAC 

(Copper(I)-catalysed alkyne-azide cycloaddition), la SPAAC présente l’avantage de ne pas 

nécessiter de catalyse par le cuivre, qui dans notre cas de figure pourrait être difficile à 

éliminer des nanoparticules après réaction. 

 

C’est pour ces différentes caractéristiques que nous avons choisi la chimie click sans 

cuivre SPAAC pour greffer covalemment les peptides sur les nanoparticules par la 

formation d'une liaison stable 1,2,3-triazole. Nous avons décidé d’introduire le 

groupement azoture requis pour la réaction sur les peptides et de fonctionnaliser les 

nanoparticules cœur-coquilles avec l’alcyne contraint, le DBCO (figure 2.1).  

  

 

Figure 2.1. Représentation de la réaction de chimie click SPAAC entre la cyclooctyne (DBCO) qui sera 

greffée à la surface des nanoparticules cœur-coquilles et le groupement azoture qui sera sur les peptides. 

2.2. Synthèse et caractérisation des peptides fonctionnalisés par le 

groupement azoture 

Les peptides synthétisés au cours de cette thèse sont des oligo-arginines et des oligo-

histidines possédant un groupement azoture pour leur fonctionnalisation par chimie click 

et une carboxyfluorescéine à leur extrémité N-terminale permettant la visualisation du 

greffage des peptides à la surface des nanoparticules (NP), et le suivi des NP résultantes 

dans les cellules. Une version non-fluorescente de ces peptides a également été 

synthétisée. 
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2.2.1. Synthèse sur support solide en stratégie Fmoc 

Principe général de la synthèse peptidique sur support solide 

La synthèse peptidique sur support solide (SPPS, solid phase peptide synthesis) est une 

technique de routine largement utilisée en chimie et biochimie. Le procédé peut être 

exécuté manuellement pour de petits peptides ou automatiquement avec un synthétiseur 

peptidique pour obtenir des oligo-peptides ou de petites protéines. La synthèse 

peptidique en phase solide peut être définie comme un processus dans lequel un peptide 

est assemblé de son extrémité C-terminale vers son extrémité N-terminale par addition 

successive des acides aminés constituant sa séquence, le résidu C-terminal étant lié 

covalemment à un polymère insoluble (aussi appelé résine). Chaque cycle de couplage, 

répété pour l’ajout de chaque acide aminé, comporte une étape de déprotection de l’amine 

du dernier résidu greffé et une étape de couplage du résidu suivant (après activation de 

sa fonction carboxylique), comme indiqué figure 2.2. Des étapes intermédiaires de lavage 

de la résine permettent l’élimination des excès de réactifs et des produits secondaires. En 

fin d’élongation le peptide est clivé de la résine et ses chaînes latérales sont déprotégées, 

généralement au cours d’une même étape.  

 

Selon la stratégie utilisée, les acides aminés à coupler sont protégés sur leur fonction 

amine par un groupement Boc (éliminable en présence d’acide trifluoroacétique, TFA) ou 

par un groupement Fmoc (éliminable en présence de pipéridine). Afin d’éviter toute 

réaction secondaire au cours de la synthèse, la chaîne latérale des acides aminés, 

lorsqu’elle est porteuse d’une fonction réactive, est protégée par un groupement 

orthogonal au groupement protecteur de la fonction amine. Le lien entre le peptide et la 

résine doit évidemment être stable vis-à-vis des conditions de déprotection des fonctions 

amine. En stratégie Boc, le clivage de la résine et la déprotection des chaînes latérales sont 

généralement effectués par traitement à l’acide fluorhydrique (HF), alors qu’en stratégie 

Fmoc, c’est le TFA qui est utilisé.  
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Figure 2.2. Etapes de synthèse peptidique sur support solide. R = chaîne latérale des acide aminés ; AA = 

acide aminé. 

 

Au cours de cette étude, la synthèse peptidique sur support solide en stratégie Fmoc a été 

privilégiée. De nombreux agents d’activation existent actuellement, certains sont 

représentés figure 2.3. Les activations classiques en présence d’HBTU et de DIC/HOBt ont 

été utilisées au cours de nos synthèses peptidiques, conduisant à un acide aminé activé 

sous forme d’ester d’oxybenzotriazole. Le mécanisme d’activation des acides aminés par 

le DIC/HOBt est indiqué figure 2.3. La résine utilisée est la Rink Amide AM, représentée 
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figure 2.4, qui permet l’obtention de peptides ayant une extrémité C-terminale 

carboxamide. 

 

 

Figure 2.3. A gauche : Différents agents de couplage utilisés en synthèse peptidique. A droite : 

Représentation du mécanisme d’activation des acides aminés au DIC/HOBt, avec l’obtention d’un acide 

aminé activé, l’ester d’oxybenzotriazole. 

 

 

Figure 2.4. Représentation de la résine Rink Amide AM (4-(2′,4′-Dimethoxyphenyl-Fmoc-aminomethyl)-

phenoxyacetamido-aminomethyl) protégée par un groupement Fmoc. P = polymère. 

 

Au cours de ce travail de thèse, nous avons combiné synthèse automatique et synthèse 

manuelle pour l’obtention des peptides. Le réacteur classique pour les synthèses 

manuelles, se compose d’une seringue avec un fritté en forme de disque comme indiqué 

sur la figure 2.5. La chaîne peptidique croissante est donc liée à la résine, insoluble, puis 

l’excès de réactifs et de sous-produits solubles, peuvent être éliminés par simple filtration 

au cours des étapes de lavage. Une fois l’allongement du peptide terminé, le peptide est 

libéré du support par clivage au TFA. 
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Figure 2.5. Réacteur ou seringue pour la synthèse peptidique manuelle sur support solide. 

 

Synthèse des peptides fluorescents oligo-arginines CF-R9 et oligo-histidines CF-H4 

La séquence Arg9 a d’abord été assemblée par synthèse peptidique en phase solide Fmoc 

assistée par micro-ondes (plateforme d’ingénierie des protéines, IBPS, Sorbonne 

Université). Elle a ensuite été allongée manuellement par chimie en phase solide Fmoc 

standard (avec couplage à l’HBTU ou au DIC/HOBt) pour donner le peptide CF-R9. Le 

peptide CF-H4, a quant à lui été synthétisé entièrement manuellement en stratégie Fmoc 

standard. Un tryptophane a été introduit avant l’ajout successif de quatre histidines, pour 

permettre une purification plus aisée de la version du peptide H4* sans fluorophore 

présentée plus loin).  

 

Les différentes étapes de synthèse des peptides CF-R9 et CF-H4 sont représentées en 

figure 2.6. A partir des segments de peptides Arg9 et His4-Trp (intermédiaires 1 et 2 

respectivement), une lysine protégée orthogonalement sur sa chaîne latérale par un 

groupement Alloc a été couplée. Ce groupement Alloc pourra être sélectivement éliminé 

par la suite pour permettre une dérivatisation sur résine pour l’introduction du 

groupement azoture. Un espaceur hydrocarbonné (acide aminohéxanoique, Ahx) a 

ensuite été ajouté avant la fonctionnalisation N-terminale du peptide avec la 

5(6)- carboxyfluorescéine (CF) pour donner les intermédiaires 3 et 4. La dernière étape a 

été la fonctionnalisation du peptide par le groupement azoture. Pour cela, l’élimination 

sélective du groupement Alloc sur la chaîne latérale de la lysine a été réalisée par 

traitement avec une quantité catalytique de Pd(PPH3)4 en présence de PhSiH3. Cette 

déprotection a permis de révéler l’amine libre de la chaîne latérale de la lysine, qui a 

ensuite été mise à réagir avec de l’acide azidoacétique en présence de DIC/HOBt pour 
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donner les peptides CF-R9 et CF-H4. Ces peptides sont donc fonctionnalisés avec le 

groupement azoture et la carboxyfluorescéine qui permettront respectivement de lier 

covalemment le peptide aux nanoparticules par chimie click et de visualiser l’efficacité du 

greffage à la surface des nanoparticules par microscopie de fluorescence. L’espaceur Ahx 

introduit dans la séquence des peptides permet de séparer la carboxyfluorescéine du 

reste de la séquence peptidique et en particulier du groupement azoture, diminuant ainsi 

l’encombrement stérique qui pourrait gêner la réaction de click. 

 

 

Figure 2.6. Etapes de synthèse des peptides CF-R9 et CF-H4 (AA = acides aminés, Pep = peptide).  

 

Synthèse des peptides non fluorescents oligo-arginines R9* et oligo-histidines H4* 

Pour limiter l’impact du fluorophore sur les propriétés d’internalisation des peptides les 

versions non fluorescentes des azidopeptides R9*, H4* ont également été synthétisées 

(figure 2.7). Ces peptides ont été obtenus à partir des segments 1 et 2 par couplage de 

l’acide azidoacétique à l’extrémité N-terminale des peptides pour produire R9*, H4*. 

 

 

Figure 2.7. Etapes de synthèse des peptides R9* et H4* (AA = acides aminés, Pep = peptide). 
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2.2.2. Caractérisation des peptides 

Après clivage de la résine par traitement avec du TFA en présence de piégeurs de 

carbocations (H2O et triisopropylsilane (TIS)), les peptides ont été purifiés par HPLC en 

phase inverse. La pureté des peptides a ensuite été contrôlée par HPLC analytique (figure 

2.8).  

 

 

Figure 2.8. Chromatogrammes d’HPLC analytique en phase inverse montrant la pureté des peptides après 

purification (colonne RP-C18, détection à 220 nm). (a) CF-R9, gradient 1-60 % B dans A en 10 min. (b) CF-

H4, gradient 20-60 % B dans A en 10 min. (c) R9*, gradient 1-50 % B dans A en 10 min. (d) H4*, gradient 

5-30 % B dans A en 10 min (A = 0,1 % TFA dans H2O, B = 0,1 % TFA dans acétonitrile).  

 

Une analyse par spectrométrie de masse MALDI-TOF (plateforme de spectrométrie de 

masse MS3U, Sorbonne Université) a permis d’observer l’ion [M + H]+ souhaité pour les 

quatre peptides (figure 2.9). Les pics notés '◆' correspondent à une perte de 28 par 

rapport aux valeurs m/z attendues, très probablement en raison de la fragmentation lors 

de l’analyse MS MALDI-TOF de la fonctionnalité azoture entraînant l’expulsion de N2.157  
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Figure 2.9. Spectres de masse MALDI-TOF obtenus pour CF-R9 (a), CF-H4 (b), R9* (c) et H4* (d) en mode 

positif, réflecteur. Les pics notés ◆ correspondent à une perte de 28 comparée à la valeur m/z attendue.   

 

Le peptide R9* obtenu a été mis en présence d’un agent réducteur, le TCEP, et le produit 

de réaction a également été analysé par HPLC. L’objectif était de s’assurer que la perte de 

N2 observée sur le spectre de masse résultait uniquement d’une fragmentation au cours 

de l’analyse par MALDI-TOF. Cette analyse par HPLC a ainsi permis de vérifier que le 

peptide synthétisé ne contient pas une fraction de peptide ayant subi une réduction du 

groupement azoture en amine au cours de la synthèse ou de la purification. Après 4 heures 

de réaction, les peptides traités ou non par le TCEP ont été analysés en HPLC en utilisant 

le même gradient pour leur élution (figure 2.10) et par spectrométrie de masse. Les deux 

conditions révèlent un seul pic en HPLC avec un temps de rétention différent. Cela 

confirme l’intégrité de notre peptide R9* de départ et la réduction complète de son 

groupement azoture en amine en présence du TCEP. La perte de N2 observée sur le 

spectre de masse du peptide R9* de départ, provient donc bien d’une fragmentation de la 

fonction azoture au cours de l’analyse MALDI-TOF. Il est vraisemblable qu’il en soit de 

même pour nos autres peptides.  
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Figure 2.10. Chromatogrammes d’HPLC analytique à 220 nm montrant une diminution du temps de 

rétention après réduction du groupement azoture présent sur la chaîne latérale de la lysine du peptide R9* 

en amine après traitement au TCEP. Les analyses ont été réalisées avec une colonne RP-C18, utilisant un 

débit de 1 mL/min et suivant un gradient 1-30 % de B dans A en 10 min (A = 0,1 % TFA dans H2O, B = 0,1 

% TFA dans acétonitrile).  

2.3. Synthèse et caractérisation des nanoparticules cœur-coquilles 

2.3.1. Synthèse et caractérisation des cœurs magnétiques de maghémite γ-

Fe2O3 

Le choix des nanoparticules d’oxyde de fer a été discuté dans le chapitre 1. Pour des 

applications en magnétogénétique, ces nanoparticules d’oxyde de fer doivent entre autres 

posséder un pouvoir chauffant suffisant, ce pouvoir chauffant étant dépendant de leur 

taille et de leur polydispersité. D’après des travaux antérieurs, la taille optimale pour ces 

nanoparticules de maghémite se trouve autour de 10-15 nm de diamètre et plus la 

polydispersité des NP est faible, meilleur est leur pouvoir chauffant.89 De plus, la force 

magnétique subie dans un gradient de champ dépend de la taille du cœur magnétique, 

donc un diamètre plus important sera favorisé. 
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2.3.1.1. Synthèse des particules de maghémite γ-Fe2O3 

La synthèse des nanoparticules de maghémite γ-Fe2O3 a été réalisée en solution aqueuse 

par co-précipitation de chlorures ferriques et ferreux en milieu basique, procédé 

développé par R. Massart.158 La synthèse est schématisée sur la figure 2 .11. 

 

 

Figure 2.11. Synthèse des nanoparticules de maghémite γ-Fe2O3 par co-précipitation et dispersion stable 

des nanoparticules obtenues en phase aqueuse (pH 7) par complexation d’ions citrate à leur surface.  

 

Une première étape de formation de nanoparticules de magnétite Fe3O4 a été réalisée par 

co-précipitation d’une solution acide d’ions Fe2+ et Fe3+ en proportions stœchiométriques 

par ajout d’ammoniaque. Les particules de magnétite ont ensuite été oxydées en milieu 

HNO3/Fe(NO3)3 pour obtenir les particules de maghémite γ-Fe2O3. Le floculat obtenu a 

été lavé et redispersé dans de l’eau. Les particules, se trouvant en milieu acide (pH ~ 3), 

sont chargées positivement et sont stabilisées grâce aux répulsions électrostatiques. Les 

nanoparticules synthétisées par cette méthode présentent une distribution en taille 

polydisperse. Un tri en taille a été effectué pour conserver seulement les nanoparticules 

de plus grand diamètre. Une solution d’acide nitrique a été ajoutée aux nanoparticules de 

maghémite directement après la synthèse. L’acide nitrique permet d’écranter les 
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répulsions entre les particules, les plus grosses floculent et sont récupérées par 

décantation sur plaque magnétique. Le floculat a ensuite été redispersé dans de l’eau. Les 

étapes sont répétées pour obtenir un meilleur tri en taille et sont représentées figure 2.12. 

Fortin et ses collaborateurs ont étudié le pouvoir chauffant des nanoparticules d’oxyde de 

fer γ-Fe2O3 obtenues par co-précipitation. Il s’avère que les nanoparticules de plus grand 

diamètre issues de cette synthèse sont à conserver pour obtenir le meilleur pouvoir 

chauffant. De plus, le pouvoir chauffant de ces NP diminue très rapidement lorsque la 

polydispersité σ est supérieur à 0,1.89 La fraction de ferrofluide CC, représentée figure 

2.12, est celle contenant les plus grosses nanoparticules mais sa polydispersité est 

supérieure à 0,3 alors que la fraction de ferrofluide CS a une meilleure polydispersité 

(σ = 0,07) (figure 2.12). C’est donc la fraction de ferrofluide CS qui a été choisie pour la 

suite de la thèse. 

 

 

Figure 2.12. Procédure de tri en taille des nanoparticules de maghémite γ-Fe2O3. Les diamètres 

hydrodynamiques d de chaque fraction de suspension colloïdale sont donnés en nombre après mesure par 

diffusion dynamique de la lumière (DLS) avec leurs polydispersités (σ) respectives. 

 

Les particules de maghémite synthétisées sont à pH acide (pH ~ 3) en fin de synthèse, et 

floculent à pH 7 à cause de la charge de celles-ci qui devient nulle et les particules ne sont 

plus stabilisées par les répulsions électrostatiques. Pour assurer leur stabilité colloïdale à 

pH physiologique ou pour les disperser dans de l’eau à pH 7, des ions citrate ont été 

complexés à la surface des particules de maghémite. Ces nanoparticules citratées sont 

alors chargées et stables dans une gamme de pH comprise entre 4 et 10, et sont chargées 

négativement à pH 7 (figure 2.11). 

 



Chapitre 2 : Synthèse et caractérisation des nanoparticules cœur-coquilles fonctionnalisées par les 
peptides cationiques 

81 
 

2.3.1.2. Caractérisation morphologique des cœurs magnétiques 

Après l’étape de citratation, les nanoparticules de maghémite ont été observées en 

microscopie électronique à transmission (TEM) permettant de déterminer leur taille 

physique et leur forme. Les images dévoilent des particules sphériques de diamètre 

moyen de 11 nm (figure 2.13). L’histogramme de distribution a été réalisé en mesurant le 

diamètre de près de 800 particules à l’aide du logiciel ImageJ sur trois clichés de TEM. Une 

représentation de la distribution en taille a été ajustée avec la loi log-normale (figure 

2.14).  

 

 

Figure 2.13. Images de microscopie électronique à transmission des nanoparticules de maghémite γ-Fe2O3 

(fraction de ferrofluide CS citratée). 

 

 

 

Figure 2.14. Distribution en taille des nanoparticules de maghémite γ-Fe2O3 déterminée par analyse des 

images de TEM à l’aide du logiciel imageJ, ajustée avec une distribution log-normale (σ = 0,16).  

 

L’état d’agrégation des particules a été évalué et leur diamètre hydrodynamique a ensuite 

été mesuré par diffusion dynamique de la lumière (DLS). La taille obtenue en nombre 
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permet de déterminer le diamètre hydrodynamique des particules et leur polydispersité 

(σ). Le diamètre moyen des nanoparticules obtenu à l’aide de cette méthode est de 17 nm 

avec une polydispersité inférieure à 0,1 (figure 2.15). Six mesures de DLS ont été 

enregistrées (12 runs par analyse) pour donner une estimation du diamètre moyen 

hydrodynamique. Ce diamètre moyen indique que la suspension colloïdale est stable et 

qu’il n’y a pas d’agrégation. Le diamètre hydrodynamique correspond à la taille des 

nanoparticules solvatées et est donc supérieure au diamètre physique mesuré en TEM. 

Les nanoparticules de maghémite citratées présentent également un potentiel zêta 

négatif de – 46 mV en solution, à pH ~ 7. 

 

 

Figure 2.15. Distribution en taille par DLS d’une suspension de nanoparticules de γ-Fe2O3. La distribution 

est la moyenne de 12 runs. 

2.3.2. Enrobage et fonctionnalisation des nanoparticules de maghémite γ-

Fe2O3 par une couche de silice 

La protection des oxydes de fer par une couche de silice est un procédé classique pour les 

applications biologiques. La silice est chimiquement stable en milieu aqueux (pH < 9) et 

est très facilement fonctionnalisable par différents groupements chimiques (acide 

carboxylique, amine), contrairement aux oxydes de fer simplement citratés. Cette couche 

de silice permettra ensuite de lier covalemment d’autres molécules ou fonctions d’intérêt 

biologique. La couche de silice peut également incorporer un fluorophore qui permettra 

le suivi des nanoparticules dans les cellules. De plus, la silice permet d’éviter les 

interactions dipolaires entre noyaux magnétiques, en les éloignant les uns des autres. 
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2.3.2.1. Synthèse des nanoparticules cœur-coquilles γ-Fe2O3@SiO2 

Il existe deux procédés principaux pour enrober des nanoparticules avec la silice. Le 

procédé sol-gel, aussi appelé procédé Stöber, et la microémulsion au sein d’un réacteur 

micrométrique micellaire.159,160 Au cours de cette thèse, le procédé sol-gel a été choisi du 

fait de sa simplicité et de sa compatibilité avec des synthèses à grande échelle. 

 

La synthèse des nanoparticules cœur-coquilles est schématisée figure 2.16. La première 

étape consiste en l’enrobage des nanoparticules de maghémite citratées par une couche 

de silice. Cette étape a été réalisée dans un mélange H2O:EtOH (1:2) en présence d’un 

alkoxysilane, le tétraéthoxysilane (TEOS). La condensation du TEOS à la surface des 

oxydes de fer citratés a été initiée en condition basique par l’ajout d’ammoniaque, 

résultant en la formation d’une couche de silice autour d’un ou plusieurs noyaux de 

maghémite. Au cours de cette étape, il est également possible d’incorporer un fluorophore 

dans la couche de silice suivant la méthode de Van Blaaderen.161 Le fluorophore, la 

rhodamine B isothiocyanate, a d’abord été fonctionnalisée par réaction de son 

groupement isothiocyanate avec un organosilane aminé, le 3-aminopropyltriéthoxysilane 

(APTS) (figure 2.17). Le dérivé rhodamine sillylé ainsi obtenu (Si(OEt)3-rhodamine) peut 

alors être condensé à la surface des oxydes de fer en même temps que le TEOS.102 

 

 

Figure 2.16. Encapsulation des nanoparticules de maghémite γ-Fe2O3 avec de la silice et fonctionnalisation 

de la surface avec des groupements amine et chaînes PEG pour obtenir les nanoparticules cœur-coquilles 

CC1. La rhodamine est représentée en rouge dans le schéma de synthèse, encapsulée dans la couche de 

silice. TA = température ambiante. 
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Figure 2.17. Fonctionnalisation de la rhodamine B par un alkoxysilane. Couplage entre les fonctions amine 

de l’APTS et la fonction isothiocyanate du fluorophore. TA = température ambiante. 

 

Après cette première étape de formation de la couche de silice autour des nanoparticules 

de maghémite, une fonctionnalisation de la surface de la silice a été entreprise 

simultanément avec des chaînes de polyéthylène glycol (PEG) et des fonctions amine 

(figure 2.16).  L’APTS permet l’introduction de groupements amine qui assurent la 

stabilité colloïdale par interactions électrostatiques, et qui seront facilement 

fonctionnalisables par la suite. Les chaînes PEG (4-6 motifs) sont introduites par le PEOS 

et apportent une stabilisation stérique aux nanoparticules. De plus, l’ajout du TEOS 

permet de réticuler le réseau de silice et facilite la condensation du PEOS grâce à ses 

quatre fonctions hydrolysables. La réaction est arrêtée par l’ajout d’éther diéthylique qui 

induit la précipitation des nanoparticules. Les organosilanes n’ayant pas réagi peuvent 

ainsi être éliminés par décantation magnétique. La redispersion finale est réalisée dans 

un tampon MOPS (0,1 M ; pH 7,4) afin d’obtenir les nanoparticules cœur-coquilles 

γ- Fe2O3@SiO2 (CC1). Le dosage du fer en spectrophotométrie d’absorption atomique 

(AAS) de différentes synthèses indépendantes de CC1 a permis de déterminer une 

concentration moyenne des suspensions colloïdales en fin de synthèse d’environ 26 mM. 

Les échantillons sont stables pendant plusieurs mois à 4 °C.  

 

2.3.2.2. Caractérisation des nanoparticules cœur-coquilles γ-Fe2O3@SiO2 (CC1) 

Après optimisation du ratio entre la quantité de nanoparticules de maghémite citratées 

et de TEOS à ajouter, une analyse par microscopie électronique à transmission a été 

effectuée et est illustrée figure 2.18. Les images dévoilent des particules individualisées 

assez polydisperses en taille, de forme sphérique ou un peu plus allongée, avec en 

moyenne trois cœurs d’oxyde de fer encapsulés dans une même coquille de silice. Dans 

ces conditions optimales, aucune nanoparticule de maghémite non encapsulée ou 
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nanoparticule de silice sans oxyde de fer n’a été observée. Un histogramme de distribution 

en taille a été réalisé en mesurant le diamètre de près de 100 particules à l’aide du logiciel 

imageJ sur trois clichés de TEM. Le diamètre moyen mesuré est de 41 nm (figure 2.19).  

 

 

Figure 2.18. Images de microscopie électronique à transmission des nanoparticules cœur-coquilles CC1. 

 

 

Figure 2.19. Distribution en taille des nanoparticules cœur-coquilles γ-Fe2O3@SiO2 (CC1) obtenue par 

analyse des images de TEM à l’aide du logiciel imageJ. 

 

Le diamètre hydrodynamique des nanoparticules cœur-coquilles CC1 (moyenné sur six 

synthèses indépendantes), a été analysé en DLS et est de 43 nm avec une polydispersité 

inférieure à 0,2 (figure 2.20). La suspension colloïdale ne présente pas d’agrégation et est 

stable. Les nanoparticules de maghémite enrobées de silice présentent un potentiel zêta 

positif d’environ + 22 mV en solution, à pH = 7,4, du fait de la présence des fonctions amine 

à la surface protonées à ce pH. En absence de ces fonctions amine, seules les fonctions 

hydroxyles seraient présentes à la surface et le potentiel zêta de la suspension serait alors 

négatif.  
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Figure 2.20. a) Analyse DLS d’une suspension de nanoparticules cœur-coquilles CC1. b) Résultats obtenus 

pour 6 synthèses indépendantes de nanoparticules cœur-coquilles CC1. Les analyses DLS ont été réalisées 

en nombre (12 runs/analyse). La moyenne du diamètre hydrodynamique est représentée ± écart-type. 

 

L’encapsulation de la rhodamine dans la couche de silice a été vérifiée par spectroscopie 

de fluorescence. Le spectre d’émission de fluorescence de la solution de nanoparticules 

cœur-coquilles montre un pic autour de 580 nm (après excitation à 540 nm) confirmant 

la présence de rhodamine dans ces particules (figure 2.21). 

 

 

Figure 2.21. Spectre d’émission de fluorescence de la suspension de nanoparticules cœur-coquilles CC1, 

encapsulant de la rhodamine dans la couche de silice (longueur d’onde d’excitation = 540 nm ; longueur 

d’onde maximale d’émission = 581 nm). 

 

La présence de fonctions amine à la surface des nanoparticules cœur-coquilles a été 

confirmée par zêtamétrie mais ne permet pas leur quantification. Celle-ci peut être 

effectuée par fluorescence avec un test à la fluorescamine. La fluorescamine est un 

composé non fluorescent qui réagit avec les amines primaires pour former un composé 

hautement fluorescent (figure 2.22). Ce réactif est très utilisé pour détecter les amines sur 

les peptides et protéines.162  
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Figure 2.22. Réaction de la fluorescamine avec une amine primaire pour former un composé hautement 

fluorescent. 

 

Ce test demande au préalable la réalisation d’une droite d’étalonnage faisant réagir l’APTS 

à des concentrations connues avec la fluorescamine. Cette droite permettra de déterminer 

la concentration en fonction amine se trouvant à la surface des NP cœur-coquilles (figure 

2.23).  

 

 

Figure 2.23. Droite d’étalonnage des solutions d’APTS de concentrations connues (2 ; 8 ; 14 ; 20 ; 26 µM) 

ayant réagi avec la fluorescamine pendant 2 heures. L’intensité de fluorescence a été mesurée pour chaque 

point à des longueurs d’ondes d’excitation de 390 nm et d’émission de 480 nm. 

 

Le dosage des fonctions amine a été réalisé en duplicata sur différentes synthèses (notées 

« lot ») de nanoparticules cœur-coquilles CC1. Ces suspensions ont été diluées avec une 

solution de fluorescamine puis l’intensité de fluorescence à 480 nm des solutions a été 

mesurée après 2 heures de réaction. D’après la droite d’étalonnage, la concentration en 

fonction amine dans les solutions de cœur-coquilles en est déduite (figure 2.24). 
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Figure 2.24. Dosage des fonctions amine de quatre lots (ou synthèses indépendantes) de nanoparticules 

cœur-coquilles CC1. Chaque mesure a été réalisée en duplicata (les données sont représentées en moyenne 

± écart-type). Les valeurs ont été multipliées par le facteur de dilution après dosage pour trouver la 

concentration en fonctions amine présentes dans chaque échantillon. 

 

Une concentration moyenne de 3,4 mM en fonction amine a été trouvée dans les solutions 

de nanoparticules cœur-coquilles CC1. Quel que soit les lots de CC1 étudiés, les 

concentrations en amines sont proches, indiquant la bonne reproductibilité des 

synthèses. A partir de la concentration en amines obtenue, il est possible de déterminer 

la densité en amines présente par NP cœur-coquille à la surface de la silice. Dans un 

premier temps il s’agit de calculer la fraction volumique 𝜙 des nanoparticules de 

maghémite γ-Fe2O3 dans l’échantillon, connaissant la concentration en fer (Cfer) de la 

solution (mesurée par spectrophotométrie d’absorption atomique), sa masse molaire 

(MFeO1.5 = 80 g/mol) et sa masse volumique (ρ = 5,07.103 g/L). La fraction volumique est 

calculée à l’aide de la formule ci-dessous : 

 

𝜙 (%) =  
𝑀. C𝑓𝑒𝑟

𝜌
. 100 

 

Ensuite, la concentration en particules magnétique Ccoeurs peut être calculée à partir de la 

fraction volumique 𝜙, du volume moyen d’une particule de maghémite Vpart et de la 

constante d’Avogadro NA avec l’équation ci-dessous : 

 

C𝑐𝑜𝑒𝑢𝑟𝑠 =  
𝜙

V𝑝𝑎𝑟𝑡. 𝑁A
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Il est important de noter que le volume moyen d’une particule de maghémite Vpart prend 

en compte la valeur moyenne du diamètre des nanoparticules de maghémite dTEM issue 

de la mesure en microscopie électronique à transmission. De plus, les nanoparticules de 

maghémite sont considérées de forme sphérique pour simplifier les calculs grâce à 

l’équation ci-dessous : 

 

V𝑝𝑎𝑟𝑡 =  
4

3
𝜋 (

d𝑇𝐸𝑀

2
)

3

 

 

Le nombre de cœurs de maghémite dans une même couche de silice est en moyenne de 

trois, la concentration en nanoparticules cœur-coquilles CCC1 est alors calculée en divisant 

la concentration en cœurs magnétiques par trois (CCC1 = Ccoeurs/3). La quantité de fonction 

amine par NP cœur-coquille est quant à elle calculée à partir de la concentration en 

amines CNH2 dosée par le test à la fluorescamine.  Le rapport de la concentration en amines 

(CNH2) présentes dans l’échantillon par la concentration en nanoparticules cœur-coquilles 

(CCC1), CNH2/CCC1 révèle le nombre d’amines à la surface des cœur-coquilles. La densité en 

amines par nm² est enfin calculée par le rapport entre le nombre d’amines par 

nanoparticule cœur-coquille et leur surface, en considérant que ce sont des sphères 

(dTEM = 41 nm). Les résultats sont regroupés dans la table 2.1.  

 

 

Table 2.1. Estimation du nombre d’amines à la surface des nanoparticules cœur-coquilles CC1 grâce au 

dosage à la fluorescamine. CNH2 = concentration en fonctions amine dans la solution de NP de cœur-coquille, 

Cfer = concentration en fer obtenue par AAS, Ccoeurs = concentration en particules magnétiques, CCC1 = 

concentration en NP cœur-coquilles CC1, nombre de fonctions amine présentes à la surface des NP cœur-

coquilles CC1 (=CNH2/CCC1). Chaque lot correspond à des synthèses de nanoparticules cœur-coquilles CC1 

indépendantes qui ont été analysées en duplicata.  
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La densité en fonctions amine à la surface des NP cœur-coquilles est en moyenne de 2,0 

NH2/nm² et chaque cœur-coquille possède environ 10 600 fonctions amine disponibles à 

leur surface. L’efficacité du greffage d’amines est d’environ 20 %. 

2.3.3. Propriétés magnétiques des nanoparticules 

Les nanoparticules d’oxydes de fer possèdent des propriétés magnétiques qui dépendent 

de leur taille. Les particules de taille inférieure à 20 nm sont des monodomaines 

magnétiques et sont superparamagnétiques, ce qui est le cas ici car les nanoparticules 

d’oxyde de fer utilisées ont un diamètre d’environ 11 nm. 

 

Les courbes d’aimantation ont été enregistrées sur un magnétomètre à échantillon 

vibrant (VSM). La courbe d’aimantation de la suspension de nanoparticules de maghémite 

γ-Fe2O3 est présentée figure 2.25. Cette courbe ne présente pas de cycle d’hystérésis, c’est-

à-dire qu’elle ne possède pas d’aimantation rémanente en l’absence de champ et présente 

un champ coercitif nul, ce qui illustre le comportement superparamagnétique des 

nanoparticules de maghémite. A haut champ magnétique, la courbe d’aimantation 

obtenue tend vers une asymptote et atteint un palier correspondant à l’aimantation à 

saturation (73 emu/g de Fe2O3 ou 6242 A/m (figure 2.25, table 2.2)). Le terme emu est 

l’abréviation de « unité électromagnétique » et correspond à 1 A.m²/kg dans le système 

international. La valeur de l’aimantation à saturation trouvée est proche de la valeur 

théorique pour la maghémite qui est de 74 emu/g de Fe2O3. L’aimantation à saturation est 

atteinte lorsque les moments magnétiques de toutes les particules sont parallèles et 

alignés dans la direction du champ magnétique appliqué. Cette sigmoïde peut être 

modélisée à l’aide de l’équation de Langevin décrit ci-dessous :  

 

M(H) =  ms. ϕ. (cothξ(H) −  
1

ξ(H)
) 

 

Avec M(H) l’aimantation sous un champ H, ms l’aimantation volumique du matériau à 

saturation, ϕ la fraction volumique en particules dans la suspension, 𝜉(H) = 𝜇0.ms.VH/kT 

le paramètre de Langevin, 𝜇0 la perméabilité magnétique du vide (4π.10-7 kg.m/A2/s2), 

k la constante de Boltzmann (1,38.10-23 m².kg/s2/K1), T la température, et V le volume 
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d’une particule magnétique. 𝜉 compare l’énergie d’un dipôle magnétique msV soumis à un 

champ H à énergie thermique kT. 

 

 

Figure 2.25. Courbe d’aimantation des nanoparticules de maghémite γ-Fe2O3 (en rouge) et des 

nanoparticules cœur-coquilles CC1 (en bleu). Les courbes d’aimantation des deux suspensions de 

nanoparticules (γ-Fe2O3 et CC1) n’ont pas été réalisées à la même concentration en fer, ce qui explique la 

différence dans les valeurs de l’aimantation à saturation en A/m, observée sur le graphe.  

 

L’estimation du diamètre des nanoparticules magnétiques par cette modélisation est de 

11,3 nm avec un indice de polydispersité de 0,21, ce qui est en accord avec les valeurs 

obtenues en TEM. 

 

La courbe d’aimantation a également été mesurée après encapsulation des nanoparticules 

de maghémite γ-Fe2O3 dans la silice pour former les nanoparticules cœur-coquilles CC1. 

L’aimantation à saturation trouvée pour cette suspension de nanoparticules cœur-

coquilles est de 66 emu/g de Fe2O3 ou 1315 A/m (figure 2.25, table 2.2). Les courbes 

d’aimantation des deux suspensions colloïdales n’ayant pas été réalisées à la même 

concentration en fer, les valeurs d’aimantation à saturation en A/m trouvées sont très 

différentes car dépendantes de la fraction volumique en fer. Cependant, la valeur 

d’aimantation à saturation pour les nanoparticules CC1 est légèrement plus faible à celle 

trouvée pour les nanoparticules de maghémite γ-Fe2O3 non encapsulées une fois 

exprimée en emu/g de Fe2O3.   
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Table 2.2. Résumé des calculs des aimantations à saturation en emu/g de Fe2O3 pour les nanoparticules de 

maghémite γ-Fe2O3 et les nanoparticules cœur-coquilles CC1.  

 

2.3.3.1. Comparaison du pouvoir chauffant des nanoparticules de maghémite et des 

cœur-coquilles en solution 

Les mesures de pouvoir chauffant des suspensions de nanoparticules sous champ 

magnétique alternatif (AMF) ont été réalisées par calorimétrie. Un suivi de température 

au cours du temps permet de remonter facilement à la SLP (Specific Loss Power) ou 

pouvoir chauffant des nanoparticules. Les mesures calorimétriques ont été réalisées à 

l’aide du MagnethermTM (Nanotherics) comme présentées sur la figure 2.26.  

 

 

Figure 2.26. Montage expérimental des mesures de SLP en solution. La suspension colloïdale est disposée 

au milieu de la bobine magnétique où un champ magnétique alternatif est appliqué. La température de 

l’échantillon est suivie au cours de l’expérience par une fibre optique. 

 

En pratique, une suspension de nanoparticules a été introduite au centre de la bobine 

magnétique et une stabilisation de la température a été réalisée en l’absence de champ 

magnétique pendant trente secondes. La température a été enregistrée grâce à une fibre 

optique placée au centre de l’échantillon tout au long de l’acquisition. Après stabilisation 

de la température, le champ magnétique alternatif a été appliqué pendant 2 minutes. La 

température a été mesurée également 30 secondes après l’arrêt du champ magnétique. 

Un échauffement de la bobine magnétique peut être observé au cours de la mesure, ce qui 
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pourrait conduire en absence de correction à une surestimation du pouvoir chauffant des 

nanoparticules. De ce fait, une évaluation de l’élévation de température d’une solution 

d’eau a été réalisée dans les mêmes conditions, et les valeurs obtenues ont été soustraites 

aux valeurs mesurées pour les suspensions de nanoparticules. Une courbe de variation de 

température ∆T (°C) de la suspension magnétique en fonction du temps a ainsi été 

obtenue (figure 2.27).  

 

 

Figure 2.27. Détermination de la vitesse d’échauffement pour calculer la SLP. Variation de température en 

fonction du temps pour une suspension de nanoparticules de maghémite placée 2 min dans un champ 

magnétique créé par un courant de 11,2 A, une tension de 24,9 V et une fréquence de 535,0 kHz. En noir 

sont représentées les données expérimentales et en rouge le modèle de Box-Lucas. 

 

La variation de la température au cours du temps a été modélisée à l’aide de l’équation de 

Box-Lucas, comme indiqué ci-dessous :163  

 

∆T = 𝐴(1 − 𝑒𝜆(𝑡−𝑡0)) 

 

∆T représente la variation de température mesurée, t le temps et t0 le temps de début 

d’application du champ magnétique. On peut alors utiliser les paramètres d’ajustement A 

et λ pour calculer la SLP (exprimée en W/g) puisque A.λ = Tss.τ-1 = P/Cp avec Tss la 

température en régime permanent, τ le temps caractéristique du refroidissement du 

système, P la puissance des NPM et Cp la capacité calorifique du solvant utilisé, ici l’eau 

avec une capacité calorifique de 4,19 J/g/K. 
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La SLP peut alors être calculée avec l’équation suivante : 

 

SLP = 𝐴. 𝜆. Cp.
1

ϕm
 

 

Avec ϕm la fraction massique des nanoparticules γ-Fe2O3, correspondant à : 

 

ϕm =
mparticules

méchantillon
 

  

La SLP dépend des propriétés physiques des nanoparticules magnétiques comme la taille 

et l’anisotropie magnétique. Elle dépend également très fortement des caractéristiques 

d’excitation magnétique comme la fréquence et l’amplitude du champ magnétique. 

Chaque mesure de SLP doit être reliée à ces paramètres (fréquence, courant, champ 

magnétique) pour pouvoir les comparer à d’autres expériences. En considérant une 

dépendance quadratique avec le champ magnétique H (en A/m) et une dépendance 

linéaire avec la fréquence f (mesurée en Hz) de stimulation magnétique ; une nouvelle 

grandeur a été proposée, appelée perte de puissance intrinsèque ou ILP (Intrinsic Loss 

Power, exprimée en m².nH/kg) qui consiste à normaliser la SLP par ces deux grandeurs. 

Ce paramètre permet une comparaison directe des expériences effectuées dans 

différentes conditions.164 Cependant, il est à noter que ce paramètre ne peut être 

considéré comme constant que dans des régimes d’intensité de champ et de fréquence 

relativement faibles.34,163 L'ILP est donc défini comme suit : 

 

ILP =  
SLP

H2. f
 

 

Une étude de différentes combinaisons fréquence/champ magnétique a été réalisée sur 

les nanoparticules de maghémite γ-Fe2O3 et sur les nanoparticules cœur-coquilles CC1 

pour déterminer la condition optimale d’hyperthermie magnétique en solution, c’est-à-

dire pour avoir le plus grand pouvoir chauffant. Les deux suspensions de nanoparticules 

ont été étudiées à la même concentration ([Fe] = 0,23 M), avec une bobine de 9 tours aux 

fréquences autour de 530 kHz, 750 kHz et 1000 kHz et avec une bobine de 17 tours aux 

fréquences autour de 110 kHz, 330 kHz, 470 kHz et 630 kHz. Un étalonnage du champ 
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magnétique a été réalisé pour chaque condition par Frédéric Gélébart (ingénieur d’étude 

intervenant dans l’équipe CIN, Laboratoire PHENIX) pour une précision plus juste lors des 

calculs de pouvoir chauffant. Les propriétés de chaque combinaison sont résumées dans 

la table 2.3. 

 

 

Table 2.3. Résumé des différentes combinaisons fréquence/champ magnétique pour les expériences 

d’hyperthermie, avec le type de bobine, le courant et la tension utilisés. 

 

Une courbe de l’élévation de la température en fonction du temps a été obtenue pour 

chaque fréquence après stimulation sous champ magnétique alternatif. Les différentes 

courbes pour les nanoparticules de maghémite γ-Fe2O3 et pour les nanoparticules cœur-

coquilles CC1 sont représentées figure 2.28a et figure 2.28b respectivement. Pour chaque 

courbe, une valeur de SLP a été déterminée (table 2.4). 

 

 

Figure 2 .28. Variation de température (∆T) en fonction du temps pour les suspensions de nanoparticules 

de maghémite γ-Fe2O3 (a) et de cœur-coquilles CC1 (b) à une concentration en fer de 0,23 M placées 2 min 

dans un champ magnétique alternatif à 111,0 kHz (21,0 mT) ; 334,0 kHz (14,0 mT) ; 471,5 kHz (10,0 mT) ; 

535,0 kHz (13,0 mT) ; 629,5 kHz (6,5 mT) ; 753,5 kHz (8,0 mT) ; 1000,0 kHz (3,0 mT).  
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L’élévation de température la plus importante a été trouvée pour la fréquence de 

535,0 kHz que ce soit pour les nanoparticules γ-Fe2O3 et pour les NP cœur-coquilles CC1. 

De façon intéressante, quelle que soient les fréquences utilisées, les élévations de 

température mesurées sont similaires pour les nanoparticules γ-Fe2O3 et les 

nanoparticules cœur-coquilles. L’encapsulation des nanoparticules de maghémite dans la 

silice n’influe donc pas sur leur pouvoir chauffant. Les résultats de SLP et ILP sont résumés 

dans la table 2.4. Une SLP de 43,7 W/gFe2O3 et 37,4 W/gFe2O3 a été calculée respectivement 

pour les nanoparticules de maghémite γ-Fe2O3 et les cœur-coquilles CC1 à 535 kHz 

(13 mT). 

 

 

Table 2.4.  Elévation de température (∆T), valeurs de SLP et d’ILP calculées après acquisition de l’élévation 

de la température des nanoparticules de maghémite γ-Fe2O3 et des NP cœur-coquilles CC1 sous champ 

magnétique alternatif.  

 

La SLP peut dépendre linéairement du produit f.H², et c’est en divisant la SLP par ce 

produit que la valeur d’ILP est calculée. Une variation de la SLP en fonction du produit f.H² 

est représentée figure 2.29a. La dépendance de la SLP par le produit f.H² est une 

approximation en régime linéaire (bas champ) en considérant que la dissipation 

magnétique χ’’(f), dépendant également de la fréquence, est constante à bas champ. 

Néanmoins, à haute fréquence, une augmentation de χ’’(f) peut apparaître, 

l’approximation de la dépendance linéaire de la SLP en f.H² n’est alors plus valable (valeur 

de SLP trouvée à une fréquence de 1000 kHz) (figure 2.29a). A champ fort (21 mT, à une 

fréquence de 111 kHz), l’approximation linéaire n’est également plus respectée, du fait de 

la non linéarité de la courbe d’aimantation qu’il faudrait prendre en compte pour avoir 

une meilleure représentation. Après élimination de ces deux points extrêmes, la 

dépendance linéaire de la SLP est bien confirmée (figure 2.29b).  
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Figure 2.29. Dépendance des valeurs de SLP avec le champ magnétique H et la fréquence f. a) Graphique 

avec les différentes valeurs de fréquence utilisées :111,0 kHz (21,0 mT) ; 334,0 kHz (14,0 mT) ; 471,5 kHz 

(10,0 mT) ; 535,0 kHz (13,0 mT) ; 629,5 kHz (6,5 mT) ; 753,5 kHz (8,0 mT) ; 1000,0 kHz (3,0 mT). 

b) Graphique ne tenant pas compte des valeurs obtenues à fréquence élevée (1000 kHz) et à champ fort 

(21,0 mT à une fréquence de 111 kHz). 

 

Comme mentionné précédemment, les valeurs d’ILP devraient être indépendantes du 

champ magnétique appliqué et de la fréquence utilisée. L’approximation de l’ILP n’est 

possible que lorsque la SLP varie linéairement avec f.H², c’est pour cela que les valeurs 

obtenues à champ fort ou fréquence élevée n’ont pas été prises en compte. La figure 2.30 

correspond aux valeurs d’ILP calculées pour les différents échantillons en fonction du 

produit de la fréquence et du champ magnétique au carré. Ce graphe montre des valeurs 

d’ILP relativement constantes, avec une valeur autour de 0,8 m².nH/kg, confirmant 

l’utilisation de l’ILP pour comparer des échantillons à différentes fréquences et à 

différents champs.  

 

 

Figure 2.30. Comparaison de l’ILP dans les différentes conditions avec les nanoparticules de maghémite 

γ- Fe2O3 et les nanoparticules de cœur-coquilles CC1. Indépendance de l’ILP avec le produit du champ 

magnétique H² et de la fréquence f. 
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En conclusion, le pouvoir chauffant le plus important pour les nanoparticules de 

maghémite et les cœur-coquilles a été trouvé à une fréquence située autour de 530 kHz 

(champ magnétique de 13 mT), avec des SLP de 43,7 W/g et 37,4 W/g respectivement. 

Cette fréquence pourra être utilisée pour de futures expériences sur cellules. 

 

Pour comparaison, Horny et al. ont rapporté des valeurs d’ILP pour des NP γ-Fe2O3@SiO2 

sphériques et de forme allongée. Ils ont obtenu une ILP de 0,88 m².nH/kg pour les NP de 

maghémite non enrobées (de diamètre 12 nm, mesuré en TEM), ce qui est comparable 

aux NP de maghémite que nous avons synthétisées. L’ILP de leurs NP cœur-coquilles γ-

Fe2O3@SiO2 sphériques est de 1,06 m².nH/kg, correspondant au même ordre de grandeur 

que celui trouvé pour les NP cœur-coquilles que nous avons synthétisées. Cependant leurs 

NP de forme allongée (avec un cœur magnétique atteignant 60 nm de longueur) 

présentent une ILP de 1,37 m².nH/kg, légèrement supérieure à l’ILP des NP sphériques.41 

2.4. Fonctionnalisation de la surface des nanoparticules cœur-

coquilles avec l’alcyne contraint 

Les nanoparticules cœur-coquilles CC1 synthétisées présentent les caractéristiques 

requises pour leur application biologique, incluant notamment une taille optimale des 

cœurs magnétiques (11 nm) et un pouvoir chauffant conservé après encapsulation des 

nanoparticules dans la silice. Il a été choisi d’introduire un alcyne contraint à la surface 

des nanoparticules cœur-coquilles CC1 afin de greffer covalemment les azidopeptides 

précédemment synthétisés, par réaction de chimie click SPAAC (strain promoted azide 

alkyne cycloaddition).  

 

La fonctionnalisation des nanoparticules cœur-coquilles CC1 a donc été poursuivie dans 

un premier temps par l’introduction à leur surface d’un groupement bio-orthogonal 

correspondant à un alcyne contraint (la dibenzocyclooctyne ou DBCO). Schöneborn et al. 

ont établi un protocole de greffage du DBCO à la surface des NP cœur-coquilles 

γ- Fe2O3@SiO2, leurs NP cœur-coquilles mesurant environ 50 nm de diamètre (mesure en 

TEM).88 Nous avons adapté ce protocole, en utilisant le même réactif, le NHS-PEG4-DBCO. 
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Cette fonctionnalisation est effectuée facilement par réaction des groupes amine greffés à 

l’étape précédente avec le réactif bi-fonctionnel commercial NHS-PEG4-DBCO (figure 

2.31). Cette molécule comporte un court espaceur de type PEG4 qui permettra de 

minimiser le masquage des groupes DBCO sur la surface des cœur-coquilles. Après 

1 heure de réaction, le mélange a été purifié sur colonne d’exclusion stérique pour enlever 

le DBCO n’ayant pas réagi.  

 

Figure 2.31. Fonctionnalisation des nanoparticules cœur-coquilles CC1 avec un alcyne contraint, le 

dibenzocyclooctyne (DBCO) afin d’obtenir les NP cœur-coquilles DBCO-CC1. 

 

L’introduction d’un nombre important de groupements DBCO à la surface des NP cœur-

coquilles devrait permettre par la suite le greffage d’une plus grande quantité de peptide. 

C’est pour cette raison que plusieurs conditions de réaction, en terme d’équivalent de 

réactif NHS-PEG4-DBCO utilisé par rapport à la quantité de fonctions amine présentes à la 

surface des NP, ont été testées pour optimiser cette étape (table 2.5). Dans tous les cas, le 

réactif NHS-PEG4-DBCO a été ajouté en défaut par rapport à la quantité d’amines 

présentes à la surface des NP, pour garder une charge globale positive des NP cœur-

coquilles et éviter leur déstabilisation. La concentration en amines utilisée pour nos 

calculs est celle mesurée lors du précédent dosage par la fluorescamine (CNH2 = 3,36 mM). 

Pour évaluer l’efficacité de greffage du réactif comportant le DBCO sur les nanoparticules, 

un second dosage à la fluorescamine a été réalisé dans les mêmes conditions, pour cette 

fois-ci déterminer le nombre d’amines n’ayant pas réagi après réaction avec le réactif 

NHS-PEG4-DBCO (table 2.5).  
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Le résultat du dosage à la fluorescamine à l’issu de la réaction, montre que quel que soit 

le nombre d’équivalent de NHS-PEG4-DBCO utilisé, on observe peu de variation du 

nombre d’amines restantes, avec environ 5 700 amines par nanoparticule cœur-coquille 

et une densité de l’ordre de 1,7 NH2/nm² (table 2.5).  

 

 

Table 2.5. Bilan du dosage avec la fluorescamine des fonctions amine présentes sur les NP cœur-coquilles 

après greffage du NHS-PEG4-DBCO pour obtenir les NP DBCO-CC1. CNH2 = concentration en fonctions amine 

dans la solution de NP de cœur-coquille après greffage du NHS-PEG4-DBCO, CDBCO-CC1 = concentration en NP 

cœur-coquilles DBCO-CC1, nombre NH2 par DBCO-CC1 théorique (= CNH2/CDBCO-CC1 théorique) = nombre de 

fonctions amine présentes à la surface des NP cœur-coquilles DBCO-CC1 si la réaction avec le réactif 

NHS- PEG4-DBCO est totale, nombre NH2 par DBCO-CC1  expérimental (= CNH2/CDBCO-CC1 expérimental) = 

quantité de fonctions amine présentes à la surface des NP cœur-coquilles DBCO-CC1 mesurée avec le 

dosage à la fluorescamine.  

 

Par ailleurs, une diminution de 54 % des amines est observée par comparaison avec les 

valeurs obtenues avant greffage du DBCO (qui étaient en moyenne de 10 600 amines par 

composite et 2,0 NH2/nm², table 2.1). De façon surprenante, les valeurs expérimentales 

du nombre d’amines par NP DBCO-CC1 n’ayant pas réagi lors du greffage du réactif 

NHS- PEG4-DBCO sont très inférieures aux valeurs attendues (valeurs théoriques calculées 

en considérant le greffage de toutes les molécules du réactif bi-fonctionnel introduites). 

La comparaison entre valeurs expérimentales et théoriques correspondrait à une 

efficacité de greffage comprise entre 140 et 190 % en fonction de la quantité de 

NHS- PEG4-DBCO ajoutée. Cela suggère que le DBCO, du fait de son encombrement 

stérique, empêche la fluorescamine d’atteindre et de réagir avec les amines libres 

restantes à la surface des cœur-coquilles. Le dosage à la fluorescamine n’est donc pas 

adapté à ce système, néanmoins, il permet de confirmer que le DBCO a été greffé à la 

surface des NP cœur-coquilles, du fait de la diminution de la quantité d’amine accessible 

à la fluorescamine mais ne permet pas sa quantification. Une agrégation des 
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nanoparticules DBCO-CC1 commence à être observée après quelques semaines pour les 

nanoparticules obtenues avec 0,17 et 0,14 équivalents de NHS-PEG4-DBCO. Il a donc été 

décidé que les NP obtenues avec 0,11 équivalent du réactif NHS-PEG4-DBCO 

(correspondant au ratio 8,8:1 (NH2:NHS-PEG4-DBCO) introduit) seraient utilisées pour la 

suite de la fonctionnalisation. 

 

Le greffage du DBCO, introduit en défaut par rapport à la quantité totale d’amines 

initialement greffées sur les nanoparticules, n’a pas modifié la charge globale de surface, 

les nanoparticules cœur-coquilles sont toujours chargées positivement avec une charge 

moyenne de + 18 mV. De plus, le diamètre hydrodynamique des nanoparticules cœur-

coquilles augmente très légèrement après ajout du DBCO et est similaire quel que soit le 

nombre d’équivalent de NHS-PEG4-DBCO utilisé (figure 2.32). 

 

 

Figure 2.32. a) Comparaison du diamètre hydrodynamique par DLS entre les NP cœur-coquilles CC1 et 

DBCO-CC1 obtenues avec différents équivalents du lien NHS-PEG4-DBCO ajoutés. b) Résultats obtenus pour 

les différents échantillons de DBCO-CC1, chaque analyse est la moyenne de 12 runs. Le diamètre 

hydrodynamique provient de la représentation en nombre.  

En conclusion, le greffage du DBCO à la surface des nanoparticules cœur-coquilles est 

efficace et sera considéré total mais n’a pas pu être quantifié.   

2.5. Greffage des peptides sur les nanoparticules cœur-coquilles par 

chimie click sans cuivre  

Les azidopeptides (CF-R9, CF-H4) synthétisés précédemment ont été greffés sur les NP 

cœur-coquilles fonctionnalisées avec le DBCO (DBCO-CC1), par réaction de chimie click 

sans cuivre, pour générer les conjugués peptide-nanoparticule CF-R9-CC1 et CF-H4-CC1 

souhaités (figure 2.33). L’utilisation de nanoparticules contenant de la rhodamine et des 
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peptides fonctionnalisés avec la carboxyfluorescéine a permis par la suite de contrôler le 

greffage covalent entre les deux entités lors d’expériences de microscopie à fluorescence 

après internalisation cellulaire.  

  

 

Figure 2.33. Représentation de la réaction de chimie click SPAAC entre la cyclooctyne (DBCO) greffée à la 

surface des nanoparticules cœur-coquilles et les azidopeptides (N3-peptide). 

2.5.1. Optimisation de la conjugaison des cœur-coquilles avec le peptide R9 

L’optimisation du greffage du peptide par chimie click sur les nanoparticules cœur-

coquilles a été effectuée avec le peptide polyarginine. Dans un premier temps les 

nanoparticules DBCO-CC1 présentant à leur surface des fonctions NH2 et DBCO dans un 

rapport théorique 8,8:1 (ou 0,11 équivalent de NHS-PEG4-DBCO introduit) ont été 

choisies. Un rapport molaire 2:1 (DBCO:peptide-N3) a été utilisé. De plus, pour minimiser 

l’impact de la carboxyfluorescéine dans le processus d’internalisation cellulaire, il a été 

décidé de faire réagir les nanoparticules DBCO-CC1 avec un mélange 1:9 de peptide 

fonctionnalisé par la carboxyfluorescéine (CF-R9) et de peptide non fluorescent (R9*), 

comme indiqué figure 2.34. La réaction a été laissée 15 heures à température ambiante 

puis l’échantillon a été purifié. Nous avons dans un premier temps tenté de purifier les NP 

ainsi obtenues, sur une colonne d’exclusion stérique Sephadex en utilisant un tampon 

HEPES (200 mM, pH 7,4) pour l’élution, afin d’éliminer l’excès de peptide n’ayant pas 

réagi.  
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Figure 2.34. Représentation du premier essai de synthèse des composés CF-R9/R9*-CC1.  

 

Le conjugué peptides-nanoparticules CF-R9/R9*-CC1 ainsi obtenu a ensuite été incubé 

avec des cellules d'ovaires d’hamster chinois (CHO-K1) pendant 1 heure puis les cellules 

ont été lavées avec du milieu de culture (DMEM-F12 sans sérum) et fixées avant 

observation en microscopie de fluorescence. 

 

Les images de microscopie obtenues montrent une fluorescence ponctuée pour la 

rhodamine, indiquant des cœur-coquilles essentiellement présentes dans les endosomes 

(figure 2.35). Aucun signal de la rhodamine n’est observé au niveau des noyaux des 

cellules. A l’inverse, une fluorescence cytosolique diffuse est visualisée pour la 

carboxyfluorescéine, faisant penser à des peptides libres dans le cytosol. Les peptides sont 

également observés dans le noyau, en particulier au niveau des nucléoles. La 

superposition des images indique une colocalisation très faible, uniquement partielle, des 

cœur-coquilles (rhodamine) et des peptides (carboxyfluorescéine). Ces images suggèrent 

que les peptides CF-R9 qui étaient présents à la surface des NP cœur-coquilles n’étaient 

pas tous covalemment attachés aux nanoparticules. La purification par chromatographie 

d’exclusion stérique des nanoparticules n’aurait donc pas permis d’éliminer efficacement 

les peptides uniquement adsorbés sur les nanoparticules cœur-coquilles. Il est possible 

par contre qu’en contexte cellulaire, ces espèces adsorbées en surface aient été relarguées 

dans le milieu. Il est à noter qu’étant donné la structure de nos conjugués, l’action de 

protéases intracellulaires ne conduirait pas au détachement de la carboxyfluorescéine des 

peptides greffés sur les nanoparticules. 
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Figure 2.35. Images obtenues par microscopie à fluorescence de cellules CHO-K1 après incubation pendant 

1 h avec les NP CF-R9/R9*-CC1 (1,0 mM en fer) purifiées par colonne d’exclusion stérique. La rhodamine 

(cœur-coquilles) et la carboxyfluorescéine (peptides) ne présentent qu’une faible colocalisation, suggérant 

que les peptides n’ayant pas réagi lors de la réaction de chimie click n’ont pas été bien éliminés par passage 

sur colonne d’exclusion. La rhodamine est représentée en rouge et la carboxyfluorescéine en vert. Barres 

d'échelle : 20 µm. 

 

A l’issu de ce résultat, nous avons effectué des expériences de contrôle pour vérifier si les 

fonctions azotures des peptides R9* et CF-R9 présentent une bonne réactivité. Celles-ci 

ont consisté à faire la ligation par chimie click en solution des deux peptides avec un 

composé modèle, la DIBO-biotine pour permettre un suivi par HPLC analytique de la 

réaction. On s’attend pour chacune de ces réactions à la formation de deux isomères 

représentés figure 2.36. 

 

 

Figure 2.36. Réaction de la dibenzocyclooctynol (DIBO)-biotine avec les azidopeptides CF-R9 et R9*.  

 

Le couplage de la DIBO-biotine a d’abord été entrepris avec le peptide R9* pendant 

15 heures dans de l’eau. En fin de réaction, le mélange réactionnel brut a été analysé par 

HPLC analytique en phase inverse. Cette analyse montre que pratiquement tout le produit 

de départ R9* a été converti (figure 2.37). Le signal HPLC obtenu après réaction donne 

deux pics avec des temps de rétention différents de celui du peptide R9* de départ. Après 

vérification par spectrométrie de masse MALDI-TOF, les deux pics obtenus correspondent 

bien aux deux produits de couplage attendus.  
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Figure 2.37. Chromatogrammes d’HPLC analytique à 220 nm. Superposition des chromatogrammes du 

peptide R9* de départ et du produit brut de couplage R9*/DIBO-biotine après 15 h de réaction.  Les 

analyses ont été réalisées avec une colonne RP-C18, utilisant un débit de 1 mL/min et suivant un gradient 

1-50 % de B dans A en 10 min (A = 0,1 % TFA dans H2O, B = 0,1 % TFA dans acétonitrile).  

 

La même expérience a été réalisée avec le peptide CF-R9 et la DIBO-biotine. Le 

chromatogramme HPLC indique également la présence de deux pics ayant des temps de 

rétention très proches, qui correspondent aux deux produits isomères de couplage. 

L’absence de pic correspondant au peptide CF-R9 de départ montre que la réaction est 

totale (figure 2.38).  

 

 

Figure 2.38. Chromatogrammes d’HPLC analytique à 220 nm. Superposition des chromatogrammes du 

peptide CF-R9 et du mélange CF-R9/DIBO-biotine après 15 h de réaction. Les analyses ont été réalisées 

avec une colonne RP-C18, utilisant un débit de 1 mL/min et suivant un gradient 1-50 % de B dans A en 10 

min (A = 0,1 % TFA dans H2O, B = 0,1 % TFA dans acétonitrile). 

 

Une expérience supplémentaire a été réalisée, en faisant cette fois-ci réagir un mélange 

1:1 des peptides CF-R9 et R9* avec la DIBO-biotine. Après 15 heures de réaction, le 

chromatogramme HPLC montre quatre pics, avec des temps de rétention comparables 

aux produits de réaction obtenus lors des réactions entre la DIBO-biotine et CF-R9 ou R9* 
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(figure 2.39). L’absence de pic correspondant aux peptides n’ayant pas réagi avec la DIBO-

biotine est à noter.  

 

 

Figure 2.39. Chromatogramme d’HPLC analytique à 220 nm du mélange réactionnel contenant les 

azidopeptides R9*, CF-R9 et la DIBO-biotine. Le chromatogramme est obtenu après 15 h de réaction. 

L’analyse a été réalisée avec une colonne RP-C18, utilisant un débit de 1 mL/min et suivant un gradient 1-

50 % de B dans A en 10 min (A = 0,1 % TFA dans H2O, B = 0,1 % TFA dans acétonitrile).  

 

Ces résultats confirment l’intégrité et la bonne réactivité, par chimie click en solution, de 

la fonction azoture des deux peptides CF-R9 et R9*. De plus, lors de la mise en présence 

simultanée des peptides avec la DIBO-biotine, aucun phénomène de compétition entre les 

deux peptides n’a été observé. Le peptide CF-R9 pourrait en effet être stériquement plus 

encombré que R9* du fait de la présence de la carboxyfluorescéine, mais les deux peptides 

semblent réagir de façon similaire et totale avec la DIBO-biotine dans les conditions 

testées. Il est important de noter que ces réactions contrôle ont été effectuées en solution, 

la réactivité à la surface des NP cœur-coquilles peut bien sûr être différente du fait de 

l’attachement de l’alcyne contraint sur la silice.  

 

La deuxième tentative de greffage du peptide R9 à la surface des nanoparticules cœur-

coquilles par chimie click a été réalisée en présence du peptide fluorescent CF-R9 seul 

pour permettre la mise au point des conditions de réaction et de purification du conjugué 

peptide-nanoparticule, comme indiqué figure 2.40. 
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Figure 2.40. Fonctionnalisation des NP cœur-coquilles DBCO-CC1 par chimie click avec le peptide CF-R9 

pour donner CF-R9-CC1. 

 

L’élimination des azidopeptides n’ayant pas réagi après réaction de chimie click avec les 

nanoparticules DBCO-CC1 s’était avérée critique lors de notre première expérience de 

greffage. La deuxième tentative de purification des nanoparticules a cette fois-ci été 

réalisée par ultrafiltration (Nanosep, 10 kD) en utilisant un tampon HEPES (200 mM, 

pH 7,4) contenant de l’EDTA (2 mM). Le greffage covalent et l’élimination totale du 

peptide lié de manière non covalente aux NP cœur-coquilles ont été vérifiés après 

incubation des nanoparticules avec des cellules CHO-K1 et visualisation des marqueurs 

rhodamine et carboxyfluorescéine par microscopie confocale, avec ou sans fixation des 

cellules. Les cellules CHO-K1 ont été incubées avec les nanoparticules CF-R9-CC1 pendant 

2 heures à une concentration en fer de 1,0 mM (cellules fixées au paraformaldéhyde) ou 

0,56 mM (cellules vivantes) dans du milieu de culture (DMEM). Les cellules ont ensuite 

été lavées deux fois avec du DMEM, trois fois avec du HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution) 

et imagées.  

 

Les images de microscopie confocale diffèrent énormément de celle obtenues après notre 

première expérience de greffage (figure 2.35) en ce qui concerne la localisation 

intracellulaire du peptide CF-R9. Nos nouvelles images de microscopie montrent une 

excellente colocalisation de la rhodamine et de la carboxyfluorescéine dans le cas de 

cellules vivantes et fixées, suggérant cette fois-ci la bonne élimination des espèces 

peptidiques adsorbées (figures 2.41 et 2.42).  
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Figure 2.41. Images de microscopie confocale à fluorescence de cellules vivantes dans des cellules CHO-K1 

après incubation à 37 °C avec CF-R9-CC1 (0,56 mM en fer) pendant 2 h. Les images montrent une 

colocalisation de la rhodamine (NP cœur-coquilles CC1) et de la carboxyfluorescéine (azidopeptide CF-R9), 

confirmant le greffage covalent des azidopeptides sur les nanoparticules cœur-coquilles et l’élimination 

totale des peptides n’ayant pas réagi. La rhodamine est représentée en rouge et la carboxyfluorescéine en 

vert. Barres d'échelle : 20 µm.  

 

Il a été rapporté précédemment dans la littérature que la fixation des cellules pouvait 

induire une relocalisation artéfactuelle des CPP, des espèces présentes dans les 

endosomes pouvant être redistribuées dans le cytosol et le noyau.165 On s’attend à ce que 

ce phénomène de redistribution artéfactuelle soit particulièrement important dans le cas 

du peptide R9, celui-ci ne pouvant réagir avec le paraformaldéhyde utilisé dans l’étape de 

fixation. En revanche, les NP cœur-coquilles contiennent des amines libres à leur surface 

et devraient donc être capables de réagir avec le paraformaldéhyde, permettant leur 

« réelle » fixation. Il est à noter que dans notre deuxième expérience, les cœur-coquilles 

et les peptides sont visualisés très majoritairement dans des vésicules, suggérant 

qu’aucun phénomène de redistribution artéfactuelle n’a lieu pour les NP et les peptides 

covalemment liés à leur surface (figure 2.42).  

 

 

Figure 2.42. Images de microscopie confocale à fluorescence de cellules fixées dans des cellules CHO-K1 

après incubation à 37 °C avec nanoparticules CF-R9-CC1 (1 mM en fer) pendant 2 h. La rhodamine est 

représentée en rouge et la carboxyfluorescéine en vert. Barres d'échelle : 20 µm. 
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A partir de ces images il est possible d’obtenir un histogramme d’intensité de fluorescence 

2D entre les images obtenues pour le canal rhodamine et le canal carboxyfluorescéine 

(figure 2.43). Le traitement de ces images a été réalisé sur imageJ, permettant d’obtenir le 

coefficient de corrélation de Pearson (PCC). Ce coefficient, noté r, est utilisé pour 

quantifier le degré de colocalisation entre deux fluorophores. Cette mesure de corrélation 

a été développée par Karl Pearson à partir des idées introduites par Francis Galton à la fin 

du 19ème siècle, bien que plus récemment utilisée pour la mesure de colocalisation entre 

deux fluorophores.166,167 Cette valeur est comprise entre 0 (absence de corrélation) et 1 

(corrélation parfaite).  Les valeurs absolues 1 ≤ r ≤ 0,7 indiquent une corrélation 

relativement forte ; 0,69 ≤ r ≤ 0,36 indiquent une corrélation modérée ; 0,35 ≤ r ≤ 0,2 

indiquent une corrélation faible et r ≤ 0,2 indiquent une absence de corrélation. Le PCC 

permet alors de quantifier le degré de colocalisation entre la rhodamine et la 

carboxyfluorescéine sur deux images, permettant d’évaluer l’efficacité de greffage 

covalent des peptides à la surface des nanoparticules. La valeur du PCC est calculée avec 

l’équation suivante : 

𝑟 =  
∑(𝑅𝑖 − 𝑅𝑎𝑣). (𝐺𝑖 − 𝐺𝑎𝑣)

√∑(𝑅𝑖 − 𝑅𝑎𝑣)². ∑(𝐺𝑖 − 𝐺𝑎𝑣)²
 

 

Avec Ri l’intensité du premier fluorophore dans les pixels individuels et Rav la moyenne 

arithmétique, alors que Gi et Gav sont les intensités correspondantes pour le deuxième 

fluorophore dans les mêmes pixels. 

 

Après analyse des images par le logiciel imageJ, un histogramme de nuage de points des 

intensités des pixels rouges (pour la rhodamine) et verts (pour la carboxyfluorescéine) 

des deux images à étudier est représenté, comme illustré figure 2.43. Cet histogramme a 

été obtenu grâce aux images (canal rhodamine et canal carboxyfluorescéine) des cellules 

incubées avec CF-R9-CC1 après fixation des cellules (figure 2.42). 

 

La valeur de PCC obtenue pour CF-R9-CC1 est r = 0,94 ± 0,01 avec les cellules fixées et 

r = 0,94 ± 0,02 sur cellules vivantes, suggérant une fonctionnalisation réussie des 

nanoparticules cœur-coquilles avec le CPP. La purification par ultrafiltration en présence 

d’un tampon HEPES contenant de l’EDTA a ainsi permis d’éliminer efficacement les 

peptides qui étaient seulement adsorbés à la surface de la silice.  



Chapitre 2 : Synthèse et caractérisation des nanoparticules cœur-coquilles fonctionnalisées par les 
peptides cationiques  

110 
 

 

Figure 2.43. Histogramme d’intensité de fluorescence 2D entre les images de microscopie confocale 

obtenues dans les canaux de rhodamine (Rh) et de carboxyfluorescéine (CF) pour les cellules fixées (figure 

2.42). L’analyse a été réalisée à l’aide du logiciel ImageJ, avec l’option coloc2.  

 

Cette étude sur cellules suggère une entrée des nanoparticules fonctionnalisées plutôt par 

endocytose avec une localisation endosomale. Des études plus approfondies ont par la 

suite été réalisées pour confirmer cette observation avec notamment un traitement des 

cellules pour éliminer le peptide membranaire (voir chapitre 3). 

 

Caractérisation des nanoparticules CF-R9-CC1 

Comme le montre le graphe figure 2.44a, l’ajout de CF-R9 a légèrement augmenté le 

diamètre hydrodynamique des nanoparticules cœur-coquilles (DBCO-CC1 = 49 nm, CF-

R9-CC1 = 58 nm), sans affecter significativement leur potentiel zêta qui se trouve autour 

de + 23 mV en solution, à pH = 7,4. La taille hydrodynamique moyenne de CF-R9-CC1 est 

présentée figure 2.44b pour six synthèses indépendantes. Une faible différence du 

diamètre est observée, indiquant une bonne reproductibilité des synthèses. Cette 

variation peut provenir des différentes synthèses des NP CC1. Les nanoparticules 

fonctionnalisées sont stables pendant plusieurs semaines à 4 °C. 
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Figure 2.44. a) Comparaison du diamètre hydrodynamique (DLS) entre les nanoparticules cœur-coquilles 

CC1, DBCO-CC1 et CF-R9-CC1.  b) Résultats obtenus pour des échantillons de nanoparticules cœur-

coquilles fonctionnalisées avec le peptide polyarginine CF-R9-CC1 issus de 6 synthèses différentes. Les 

mesures DLS ont été analysées en nombre (12 runs/analyse). La moyenne du diamètre hydrodynamique 

est représentée ± écart-type. 

 

Une analyse par microscopie électronique à transmission a été effectuée et est illustrée 

figure 2.45. L’image montre des particules identiques à celles trouvées pour les cœur-

coquilles CC1, c’est-à-dire avec un ou plusieurs oxydes de fer enrobés dans une couche de 

silice.  

 

 

Figure 2.45. Images de microscopie électronique à transmission des cœur-coquilles fonctionnalisées avec 

le peptide polyarginine CF-R9-CC1. 

2.5.2. Conjugaison de peptides polyhistidine avec les nanoparticules cœur-

coquilles 

Nos expériences préliminaires ont montré que la fonctionnalisation des NP cœur coquilles 

par le CPP R9 est efficace mais conduit à une localisation cellulaire des nanoparticules très 

majoritairement endosomale, tout du moins après 2 heures d’incubation avec les cellules. 

Ceci nous a conduit à également considérer le greffage de peptides polyhistidine dans le 

but de favoriser l’échappement des endosomes. Le greffage du peptide polyhistidine a 
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dans un premier temps été réalisé dans les mêmes conditions expérimentales que le 

greffage du peptide polyarginine sur les nanoparticules cœur-coquilles fonctionnalisées 

avec le lien NHS-PEG4-DBCO (0,11 équivalent) (figure 2.46).  

 

 

Figure 2.46. Fonctionnalisation des NP cœur-coquilles DBCO-CC1 par chimie click avec le peptide CF-H4 

pour former CF-H4-CC1. 

 

Les nanoparticules cœur-coquilles DBCO-CC1, contenant 0,11 équivalent du réactif NHS-

PEG4-DBCO (soit un ratio 8,8:1 (NH2:NHS-PEG4-DBCO) introduit), ont donc été utilisées 

pour greffer le peptide CF-H4 et le rapport molaire 2:1 (DBCO:CF-H4) a été conservé pour 

faire réagir le peptide polyhistidine. Malheureusement, après ajout du peptide CF-H4 à la 

suspension de DBCO-CC1 (0,11 équivalent de NHS-PEG4-DBCO) dans un tampon HEPES 

pH 7.4, une précipitation complète des nanoparticules a eu lieu. La différence de stabilité 

entre les NP cœur-coquilles fonctionnalisées par le peptide CF-R9 et le peptide CF-H4 

peut être expliquée par le fait que le peptide CF-R9 a une charge nette de + 9 du fait des 

arginines qui sont essentiellement sous forme protonée à pH 7,4 alors que le peptide CF-

H4 possède une charge nulle à ce pH. Le peptide CF-H4, une fois greffé à la surface des NP 

cœur-coquilles, peut de plus écranter en partie les fonctions amine de surface (chargées 

positivement), empêchant la répulsion électrostatique entre nanoparticules et induisant 

leur déstabilisation. Au contraire, le peptide CF-R9 doit compenser l’écrantage des 

charges positives des amines de surface par les arginines également chargées 

positivement. Pour contourner ce problème, un nombre d’équivalent de NHS-PEG4-DBCO 

plus faible a été utilisé afin d’augmenter le ratio d’amines par rapport au DBCO à la surface 

des NP.  

 

Les nanoparticules cœur-coquilles CC1 ont été fonctionnalisées dans un premier temps 

avec différents ratios NH2:NHS-PEG4-DBCO (11,8:1 et 17,7:1, correspondant 

respectivement à 0,09 et 0,06 équivalents de NHS-PEG4-DBCO introduits). Après 
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fonctionnalisation de la surface de la silice par le DBCO, le peptide CF-H4 a été ajouté en 

conservant le rapport molaire 2:1 (DBCO:CF-H4). Après quinze heures de réaction, les 

nanoparticules synthétisées avec 0,09 équivalent de NHS-PEG4-DBCO avaient également 

précipité (table 2.6). Néanmoins, l’échantillon contenant 0,06 équivalent de NHS-PEG4-

DBCO n’avait pas précipité après couplage du peptide. 

 

 

Table 2.6. Bilan des essais de greffage du peptide CF-H4 sur les nanoparticules cœur-coquilles DBCO-CC1 

contenant différents équivalents du lien NHS-PEG4-DBCO.  

 

Après purification par ultrafiltration en utilisant le tampon HEPES (200 mM, pH 7,4) 

contenant de l’EDTA (2 mM), les suspensions étaient toujours stables. Les nanoparticules 

cœur-coquilles DBCO-CC1 contenant 0,06 équivalent du lien NHS-PEG4-DBCO ont été 

utilisées pour la suite des expériences. Le greffage du peptide CF-H4 sur les 

nanoparticules DBCO-CC1 (0,06 équivalent de NHS-PEG4-DBCO) et l’efficacité de la 

purification des NP obtenues ont été vérifiées comme précédemment, après incubation 

avec des cellules et visualisation de la rhodamine et de la carboxyfluorescéine en 

microscopie confocale à fluorescence. Après 2 heures d’incubation des cellules CHO-K1 

avec les nanoparticules CF-H4-CC1 (0,56 mM en fer), les cellules ont été lavées et imagées 

(figure 2.47).  

 

Une très bonne colocalisation de la rhodamine et de la carboxyfluorescéine peut être 

observée sur les images de microscopie confocale avec un coefficient de corrélation de 

Pearson r = 0,91 ± 0,03 pour CF-H4-CC1 (valeur de PCC indiquée comme la moyenne ± 

écart type, analyse réalisée sur trois images indépendantes). Cette valeur confirme une 

fonctionnalisation réussie (via liaison covalente) des nanoparticules cœur-coquilles avec 

le peptide CF-H4. 
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Figure 2.47. Images de microscopie confocale à fluorescence de cellules vivantes dans des cellules CHO-K1 

après incubation à 37 °C avec CF-H4-CC1 (0,56 mM en fer) pendant 2 h. Les images montrent une 

colocalisation de la rhodamine (NP cœur-coquilles CC1) et de la carboxyfluorescéine (azidopeptide CF-H4), 

confirmant le greffage covalent des azidopeptides sur les nanoparticules cœur-coquilles. La rhodamine est 

représentée en rouge et la carboxyfluorescéine en vert. Barres d'échelle : 20 µm. 

 

De la même manière que pour CF-R9-CC1, l’ajout de CF-H4 a légèrement augmenté le 

diamètre hydrodynamique (DBCO-CC1 = 47 nm, CF-H4-CC1 = 52 nm, figure 2.48) des 

nanoparticules cœur-coquilles. Le diamètre hydrodynamique trouvé est très proche de 

celui de CF-R9-CC1. La charge globale de surface n’est pas significativement affectée par 

le greffage de CF-H4, avec un potentiel zêta de + 21 mV en solution, à pH = 7,4. L’indice de 

polydispersité est inférieur à 0,2 indiquant une distribution de taille étroite et la 

fonctionnalisation dans nos conditions optimisées n’a pas induit d’agrégation.  

 

 

Figure 2.48. a) Comparaison du diamètre hydrodynamique (DLS) entre les nanoparticules cœur-coquilles 

CC1, DBCO-CC1, CF-R9-CC1 et CF-H4-CC1.  b) Résultats obtenus pour des échantillons de nanoparticules 

cœur-coquilles fonctionnalisées avec le peptide polyhistidine CF-H4-CC1 issus de 6 synthèses différentes. 

Les mesures DLS ont été analysées en nombre (12 runs/analyse). La moyenne du diamètre 

hydrodynamique est représentée en moyenne ± écart-type. 
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L’image de microscopie électronique à transmission figure 2.49 montre comme 

précédemment des nanoparticules cœur-coquilles bien individualisées sans modification 

de forme. 

 

 
Figure 2.49. Image de microscopie électronique à transmission des cœur-coquilles fonctionnalisées avec le 

peptide polyhistidine CF-H4-CC1. 

2.5.3. Versatilité du système : preuve de concept de la bi-fonctionnalisation 

La polyvalence de notre méthodologie de greffage a été explorée en incorporant deux 

substrats différents sur la surface des nanoparticules. Les substrats utilisés pour la preuve 

de concept sont le peptide CF-R9 et un dérivé rhodamine-azoture (Rh-N3), permettant de 

visualiser une colocalisation des deux fluorophores si le greffage à la surface des 

nanoparticules est effectif pour ces deux molécules. Dans un premier temps, des 

nanoparticules cœur-coquilles sans rhodamine CC2 ont été préparées en adaptant le 

protocole décrit partie 2.3.2.1. La synthèse a été poursuivie par la fonctionnalisation de la 

silice avec le DBCO, utilisant 0,11 équivalent du lien NHS-PEG4-DBCO, comme pour le 

conjugué CF-R9-CC1. Le composé DBCO-CC2 a ensuite été conjugué avec le peptide CF-

R9 en utilisant un rapport DBCO:CF-R9 plus élevé (4:1) que précédemment. Après 

5 heures de réaction, la rhodamine-azoture (Rh-N3) a été ajoutée au mélange pour réagir 

avec les sites DBCO restants, avec un rapport molaire de 4:1 (DBCO:Rh-N3) (figure 2.50).  
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Figure 2.50. Bi-fonctionnalisation de nanoparticules cœur-coquilles DBCO-CC2 (0,11 équivalent de NHS-

PEG4-DBCO) par chimie click avec le peptide CF-R9 et le fluorophore Rh-N3. 

 

Après 15 heures de réaction, la purification a été réalisée dans les mêmes conditions que 

précédemment. Le greffage des deux substrats azotures CF-R9 et Rh-N3 à la surface des 

nanoparticules DBCO-CC2 (0,11 équivalent de NHS-PEG4-DBCO) a été observé en 

microscopie confocale à fluorescence. Des cellules CHO-K1 ont été incubées avec les 

nanoparticules résultantes Rh/CF-R9-CC2 (0,56 mM en fer) pendant 2 heures avant 

d’être lavées et imagées (figure 2.51).  

 

Les images de microscopie confocale figure 2.51 confirment le greffage réussi à la surface 

des NP cœur-coquilles des deux substrats porteurs de la fonction azoture. En effet, une 

bonne colocalisation (r = 0,78 ± 0,07, moyenne ± écart type des valeurs de PCC sur trois 

images indépendantes) entre la carboxyfluorescéine (vert) et la rhodamine (rouge) a été 

observée, montrant que les nanoparticules bi-fonctionnalisées Rh/CF-R9-CC2 avaient 

bien été formées. 

 

 

Figure 2.51. Images de microscopie confocale à fluorescence de cellules vivantes après incubation des 

cellules CHO-K1 avec Rh/CF-R9-CC2 (0,56 mM en fer) pendant 2 h. Les images montrent une colocalisation 

de la rhodamine (Rh-N3) et de la carboxyfluorescéine (azidopeptide CF-R9), confirmant le greffage covalent 

des deux substrats sur les nanoparticules cœur-coquilles CC2. La rhodamine est représentée en rouge et la 

carboxyfluorescéine en vert. Barres d'échelle : 20 µm. 
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Les nanoparticules résultantes Rh/CF-R9-CC2 possèdent un diamètre hydrodynamique 

moyen de 51 nm et un PDI < 0,2 (figure 2.52). La taille des particules est du même ordre 

que celle des particules mono-fonctionnalisées par les peptides. Leur potentiel zêta est 

toujours positif, autour de + 24 mV en solution, à pH = 7,4.  

 

 

Figure 2.52. Analyse DLS d’une suspension de cœur-coquilles bi-fonctionnalisée Rh/CF-R9-CC2. La 

distribution est la moyenne obtenue pour 12 runs. 

 

Ce travail de preuve de concept suggère que la stratégie de conjugaison par chimie click 

est compatible avec l'ajout de plusieurs substrats et peut être utilisée pour explorer l'effet 

synergique de la fixation de modalités mixtes aux nanoparticules cœur-coquilles et peut 

par exemple être appliquée pour le greffage de molécules thérapeutiques. 

 

Bi-fonctionnalisation des nanoparticules cœur-coquilles avec un peptide polyarginine et un 

peptide  polyhistidine 

Après cette preuve de concept du greffage de deux substrats à la surface des cœur-

coquilles, la synthèse d’un composé mixte contenant les peptides polyarginine et 

polyhistidine a été étudiée. Ces nanoparticules contenant les deux peptides à leur surface 

pourront présenter des caractéristiques complémentaires aux nanoparticules contenant 

seulement le peptide oligo-Arg ou oligo-His. N’ayant pas synthétisé de peptide contenant 

de la rhodamine ou un autre fluorophore que la carboxyfluorescéine, nous avons préparé 

des nanoparticules cœur-coquilles contenant de la rhodamine dans leur couche de silice 

(CC1), un peptide sans fluorophore et un peptide fonctionnalisé avec la 

carboxyfluorescéine. De même que pour le système bi-fonctionnalisé précédemment, 0,11 

équivalent de NHS-PEG4-DBCO ont été utilisés pour synthétiser les nanoparticules DBCO-

CC1. Le couplage avec le peptide polyarginine a été réalisé en premier pour aider à la 
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stabilité des NP cœur-coquilles avant l’ajout de la polyhistidine. Le peptide polyarginine 

non fonctionnalisé par la carboxyfluorescéine (R9*) a été introduit avec un rapport 4:1 

(DBCO:R9*) et le peptide polyhistidine, contenant la carboxyfluorescéine (CF-H4), a été 

ajouté 5 heures après dans un rapport molaire de 4:1 (DBCO:CF-H4) (figure 2.53).  

 

 

Figure 2.53. Bi-fonctionnalisation des NP cœur-coquilles DBCO-CC1 (0,11 équivalent de NHS-PEG4-DBCO) 

par chimie click avec les azidopeptides R9* et CF-H4. 

 

De la même façon, la purification des composés bi-fonctionnalisés a été réalisée 15 heures 

après l’ajout de la polyhistidine, par ultrafiltration. Le bon greffage du deuxième peptide 

ajouté sur les nanoparticules cœur-coquilles a été vérifié en microscopie confocale à 

fluorescence après incubation avec des cellules CHO-K1. Les cellules ont cette fois-ci été 

incubées avec le conjugué résultant CF-H4/R9*-CC1 (0,56 mM en fer) pendant 2 heures 

avant d’être lavées et imagées. Les images de microscopie confocale figure 2.54 

confirment le greffage de CF-H4 sur les nanoparticules cœur-coquilles avec un coefficient 

de corrélation de Pearson r = 0,94 ± 0,01 pour CF-H4/R9*-CC1 (valeur de PCC indiquée 

comme la moyenne ± écart type, analyse réalisée sur trois images indépendantes). 

 

 

Figure 2.54. Images de microscopie confocale à fluorescence de cellules vivantes après incubation des 

cellules CHO-K1 avec CF-H4/R9*-CC1 (0,56 mM en fer) pendant 2 h. Les images montrent une 

colocalisation de la rhodamine (NP cœur-coquilles CC1) et de la carboxyfluorescéine (azidopeptide CF-H4), 

confirmant le greffage covalent du peptide oligo-His sur les nanoparticules cœur-coquilles. La rhodamine 

est représentée en rouge et la carboxyfluorescéine en vert. Barres d'échelle : 20 µm. 
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Le greffage du peptide R9* à la surface de la silice ne peut pas être confirmé par 

microscopie, le peptide n’étant pas fluorescent. Néanmoins, la preuve du greffage efficace 

des deux substrats obtenue pour le composé Rh/CF-R9-CC2 et l’observation d’une 

précipitation des nanoparticules après ajout du peptide CF-H4 seul sur les nanoparticules 

DBCO (0,11 équivalent de NHS-PEG4-DBCO), indiquent une très forte probabilité du 

succès de la double fonctionnalisation des NP par les peptides R9* et CF-H4. Les NP cœur-

coquilles bi-fonctionnalisées par les deux peptides possèdent un diamètre 

hydrodynamique de 54 nm (figure 2.55), équivalent aux autres nanoparticules bi-

fonctionnalisées (51 nm) et une polydispersité toujours inférieure à 0,2 (figure 2.55). Leur 

potentiel zêta est de + 18 mV en solution, à pH = 7,4.  

 

 

Figure 2.55. a) Analyse DLS d’une suspension de NP cœur-coquilles bi-fonctionnalisées par les azido-

peptides CF-H4/R9*-CC1. b) Résultats obtenus pour les différents échantillons synthétisés de 

nanoparticules cœur-coquilles porteuses des peptides polyarginine et polyhistidine CF-H4/R9*-CC1. Les 

mesures DLS ont été analysées en nombre (12 runs/analyse). La moyenne du diamètre hydrodynamique 

est représentée ± écart-type. 

2.5.4. Quantification des peptides à la surface des nanoparticules cœur-

coquilles 

Le greffage covalent de peptides fluorescents à la surface des nanoparticules cœur-

coquilles a été confirmé précédemment par microscopie confocale. Pour aller plus loin, la 

détermination de la quantité de peptides à la surface des NP cœur-coquilles a été effectuée 

par spectrophotométrie de fluorescence. Les droites d’étalonnage des peptides CF-R9 et 

CF-H4 sont représentées figure 2.56 et ont été réalisées à des concentrations en peptide 

fluorescent connues (de 0,16 µM à 10 µM), à une longueur d’onde d’excitation de 505 nm. 

Ces droites ont permis de déterminer la concentration en peptide CF-R9 pour les 
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suspensions colloïdales des NP cœur-coquilles CF-R9-CC1 et en peptide CF-H4 pour les 

suspensions des NP cœur-coquilles CF-H4-CC1 et CF-H4/R9*-CC1. 

 

 

Figure 2.56. Droites d’étalonnage des solutions peptidiques CF-R9 (a) et CF-H4 (b) de concentrations 

connues (de 0,16 µM à 10 µM). L’intensité de fluorescence a été mesurée pour chaque point à des longueurs 

d’ondes d’excitation de 505 nm et d’émission de 525 nm. 

 

La quantité de peptides présente à la surface des nanoparticules cœur-coquilles a été 

déterminée à partir de la concentration en peptides (CPep) et de la concentration en fer 

(Cfer) de chaque échantillon en utilisant la même démarche que celle utilisée pour 

déterminer la concentration en amines CNH2 à la surface des NP cœur-coquilles (partie 

2.3.2.2.). Grâce aux équations indiquées partie 2.3.2.2, la fraction volumique ϕ de 

maghémite γ-Fe2O3 a été déterminée afin de calculer la concentration en particules 

magnétiques (Ccoeurs) présentes dans chaque suspension de NP cœur-coquilles 

fonctionnalisées avec les peptides (Pep-CC1). Trois cœurs de maghémite sont en 

moyenne présents dans une même couche de silice, donc la concentration en NP cœur-

coquilles CPep-CC1 est calculée en divisant la concentration en cœur magnétiques par trois 

(CPep-CC1 = Ccoeurs/3). La quantité de peptides fluorescents par NP cœur-coquille est alors 

calculée à partir de la concentration en peptides (CPep) dosée par spectrophotométrie à 

fluorescence. Le rapport de concentration CPep/CPep-CC1 correspond au nombre de peptides 

à la surface des NP cœur-coquilles. La densité en peptides fluorescents par nm² est enfin 

calculée par le rapport entre la quantité de peptides par NP cœur-coquille et leur surface, 

en considérant que ce sont des sphères (dTEM = 41 nm). Les résultats obtenus sont 

résumés dans la figure 2.57. 
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La quantité moyenne de peptides à la surface des cœur-coquilles CF-R9-CC1 et CF-H4-

CC1 est similaire : 83 ± 3 et 76 ± 13 peptides par NP cœur-coquilles respectivement 

(figure 2.57). Ce résultat peut sembler surprenant car nous avions introduit environ deux 

fois plus de NHS-PEG4-DBCO lors de la préparation des nanoparticules CF-R9-CC1 (0,11 

équivalent) par rapport à celle des conjugués CF-H4-CC1 (0,06 équivalent de NHS-PEG4-

DBCO), en conservant le même ratio molaire DBCO:peptide. Ce résultat peut provenir 

d’une gêne stérique des peptides à la surface des NP cœur-coquilles CC1, limitant le taux 

de fonctionnalisation. Il est aussi possible que la quantité de peptide calculée pour CF-R9-

CC1 soit sous-estimée du fait d’un phénomène d’extinction de fluorescence lié à une 

densité plus élevée des peptides à la surface des cœur-coquilles. La densité en peptides à 

la surface des NP cœur-coquilles est en moyenne de 1-2 peptides/100 nm² pour les 

nanoparticules mono-fonctionnalisées CF-R9-CC1 et CF-H4-CC1. 

 

 

Figure 2.57. a) Nombre de peptides par nanoparticule pep-CC1 et plus particulièrement nombre de peptide 

CF-R9 à la surface des nanoparticules cœur-coquilles CF-R9-CC1 et nombre de peptide CF-H4 à la surface 

des nanoparticules cœur-coquilles CF-H4-CC1 et CF-H4/R9*-CC1. Chaque mesure a été réalisée sur deux 

échantillons provenant de deux synthèses différentes pour chaque condition. b) Bilan du dosage des 

peptides à la surface des nanoparticules cœur-coquilles CC1. CPep = concentration en peptide CF-R9 pour 

CF-R9-CC1 et en peptide CF-H4 pour CF-H4-CC1 et CF-H4/R9*-CC1 dans les suspensions de NP cœur-

coquilles. CPep-CC1 = concentration en nanoparticules cœur-coquilles fonctionnalisées par les peptides. 

Nombre de peptides par Pep-CC1 = CPep/CPep-CC1 = nombre de peptides CF-R9 par NP cœur-coquilles CF-R9-

CC1 ou nombre de peptides CF-H4 par NP cœur-coquilles CF-H4-CC1 et CF-H4/R9*-CC1 après dosage de 

la fluorescence des suspensions colloïdales. Densité (Pep/nm²) = densité en peptides CF-R9 ou CF-H4 par 

nm² calculée grâce à la concentration en fer et à la concentration en peptides mesurée dans les suspensions 

de nanoparticules.  
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Pour les nanoparticules bi-fonctionnelles CF-H4/R9*-CC1, nous avons mesuré une 

quantité moyenne de peptides CF-H4 de 35 ± 6, ce qui est cohérent du fait de la présence 

du peptide R9* non comptabilisé dans le dosage de fluorescence.  La densité du peptide 

CF-H4 à la surface des NP bi-fonctionnalisées est en moyenne d’un peptide/150 nm². 

2.6. Conclusion sur la synthèse et la caractérisation des 

nanoparticules cœur-coquilles fonctionnalisées par les peptides 

cationiques 

Les peptides R9 et H4 ont été synthétisés en stratégie Fmoc, des versions fluorescentes 

ont été préparées contenant une carboxyfluorescéine en leur extrémité N-terminale. Un 

groupement azoture a également été introduit pour permettre la liaison avec les 

nanoparticules. 

 

Les nanoparticules de maghémite γ-Fe2O3 ont été préparées par co-précipitation en 

milieu basique de chlorures de fer (II) et de fer (III). Après une étape d’oxydation, les 

particules de maghémite ont été stabilisées à pH 7 par complexation de citrate. Elles 

possèdent alors une charge de surface négative, permettant l’obtention d’une dispersion 

stable par répulsions électrostatiques. Elles ont un diamètre physique d’environ 11 nm, 

elles sont monocristallines, superparamagnétiques et possèdent un fort pouvoir 

chauffant (~ 40 W/g maghémite). Un enrobage de silice, contenant de la rhodamine a permis 

d’obtenir des nanoparticules cœur-coquilles avec un cœur de maghémite et une coquille 

de silice. La couche de silice a ensuite été fonctionnalisée une première fois avec des 

groupements amine et PEG, qui permettent une excellente stabilité colloïdale des objets. 

Le potentiel zêta mesuré a confirmé la présence des groupements amine à la surface de la 

silice. De plus la polymérisation de la silice autour des nanoparticules de maghémite a 

conduit à la formation des nanoparticules cœur-coquilles d’environ 41 nm de diamètre et 

n’a pas modifié leurs propriétés superparamagnétiques.  

 

Une partie des amines présentes à la surface de la silice a été couplée avec une cyclooctyne 

(DBCO), ce qui a ensuite permis le greffage covalent des azidopeptides par chimie click. 

Ce couplage a été optimisé et contrôlé avec les deux peptides (la polyarginine et la 
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polyhistidine) de façon à obtenir des suspensions stables de NP. Il a également été 

possible de préparer des nanoparticules cœur-coquilles bi-fonctionnelles comportant les 

deux peptides. Ces études ont montré que le protocole de purification des nanoparticules 

après greffage des peptides est critique et que l’ultrafiltration et l’utilisation d’une 

solution de lavage contenant de l’EDTA ont permis de bien éliminer les espèces non 

covalemment liées. Le greffage covalent des azidopeptides sur les nanoparticules 

fonctionnalisées par le DBCO a ensuite été confirmé après incubation des objets dans les 

cellules CHO-K1, par microscopie confocale grâce à la présence de fluorophores sur 

chacune des entités.  
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nanoparticules cœur-coquilles fonctionnalisées avec 

les peptides cationiques 
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3.1. Analyse de la cytotoxicité et de la viabilité cellulaires en présence 

des nanoparticules 

Etude de la cytotoxicité cellulaire 

La cytotoxicité des nanoparticules cœur-coquilles, contenant ou non les peptides greffés 

à leur surface, a été examinée après 6 heures et 24 heures d'incubation avec les cellules 

CHO-K1 grâce à un test LDH (lactate déshydrogénase). La LDH, enzyme naturellement 

présente dans le cytosol des cellules, est libérée dans le milieu extracellulaire lors de 

lésions induites de la membrane plasmique. La LDH libérée peut alors catalyser la 

conversion du lactate en pyruvate par réduction du NAD+ en NADH. L’oxydation du NADH 

par la diaphorase conduit alors à la réduction d’un sel de tétrazolium (ajouté dans le 

milieu extracellulaire) en formazan, composé rouge mesurable au spectrophotomètre à 

490 nm. Le niveau de formazan produit est directement proportionnel à la quantité de 

LDH libérée dans le milieu extracellulaire et au nombre de cellules lysées (figure 3.1). 

 

 

Figure 3.1. Représentation schématique du principe du test de cytotoxicité au LDH. 

 

 Le test LDH a montré que nos différents conjugués de nanoparticules (CC1, CF-R9-CC1, 

CF-H4-CC1 et CF-H4/R9*-CC1) à une concentration inférieure à 1,2 mM en fer 

n'induisaient pas de cytotoxicité détectable dans les cellules CHO-K1 après 6 heures et 

24 heures d’incubation (figure 3.2). 
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Figure 3.2. Pourcentage de toxicité cellulaire mesurée par le test LDH après 6 h d’incubation de 15 000 

cellules CHO-K1/puit et après 24 h d’incubation de 5 000 cellules CHO-K1/puit avec les nanoparticules CC1, 

CF-R9-CC1, CF-H4-CC1 et CF-H4/R9*-CC1 (aux concentrations en fer de 0,14 mM ; 0,28 mM ; 0,56 mM et 

1,12 mM). Les échantillons contrôle (incubation des cellules sans NP puis ajout de triton) correspondent à 

100 % de cytotoxicité cellulaire. Toutes les mesures ont été réalisées en triplicata, les valeurs sont 

exprimées en moyenne ± écart-type. 

 

La cytotoxicité des peptides fluorescents CF-R9 et CF-H4 en absence des NP a également 

été étudiée après 24 heures d’incubation avec les cellules CHO-K1 à l’aide du test LDH 

(figure 3.3). Les deux peptides utilisés ne présentent pas de toxicité significative aux 

concentrations choisies.  

 

 

Figure 3.3. Pourcentage de toxicité cellulaire mesurée par le test LDH après 24 h d’incubation de 5 000 

cellules CHO-K1/puit avec les peptides CF-R9 et CF-H4 (à 1,5 µM ; 2,5 µM ; 5,0 µM et 10,0 µM). Les 

échantillons contrôle (incubation des cellules sans peptides puis ajout de triton) correspondent à 100 % de 

cytotoxicité cellulaire. Toutes les mesures ont été réalisées en triplicata, les valeurs sont exprimées en 

moyenne ± écart-type. 

 

Etude de la viabilité des cellules incubées avec les nanoparticules 

Une étude de viabilité cellulaire a également été effectuée avec le test à la calcéine-AM. 

Les cellules vivantes se distinguent des cellules mortes par la présence d’une activité 
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estérasique intracellulaire, qui peut être évaluée en suivant la conversion enzymatique de 

la calcéine AM (composé très peu fluorescent et capable de diffuser dans les cellules) en 

calcéine (intensément fluorescente). La calcéine, après hydrolyse de la fonction ester est 

retenue dans les cellules vivantes et produit une fluorescence intense uniforme verte, 

mesurable au spectrophotomètre à fluorescence (excitation 495 nm / émission 515 nm). 

De la même façon qu’avec le test de cytotoxicité LDH, les cellules CHO-K1 ont été incubées 

6 heures et 24 heures avec les nanoparticules cœur-coquilles, fonctionnalisées ou non par 

les peptides, à différentes concentrations en fer (0,14 ; 0,28 ; 0,56 ; 1,12 mM). Pour ne pas 

interférer avec la fluorescence de la calcéine, les nanoparticules cœur-coquilles utilisées 

ne contenait pas de rhodamine (CC2) et les peptides greffés à leur surface n’étaient pas 

fonctionnalisés avec la carboxyfluorescéine (R9* et H4*). Ce test a montré une diminution 

de la viabilité cellulaire pour la concentration la plus élevée en fer (1,12 mM) après 

24 heures d’incubation pour les composés contenant les peptides mais pas de diminution 

significative en présence des cœur-coquilles seules (figure 3.4). En revanche, après 

6 heures d’incubation, aucune diminution de la viabilité n’a été identifiée.  

 

 

Figure 3.4. Pourcentage de viabilité cellulaire mesurée par le test à la calcéine-AM après 6 h d’incubation 

de 15 000 cellules CHO-K1/puit et après 24 h d’incubation de 5 000 cellules CHO-K1/puit avec les 

nanoparticules CC2, R9*-CC2, H4*-CC2 et H4*/R9*-CC2 (aux concentrations en fer de 0,14 mM ; 0,28 mM ; 

0,56 mM et 1,12 mM). Ces cellules contrôles correspondent à 100 % de viabilité cellulaire. Toutes les 

mesures ont été réalisées en triplicata, les valeurs sont exprimées en moyenne ± écart-type. * : p < 0,1 ; ** : 

p < 0,05.  

 

Conclusion sur les tests de cytotoxicité et viabilité cellulaires 

Les données obtenues avec le test de cytotoxicité indiquent que les nanoparticules 

(porteuses ou non de peptides) n’induisent pas de mort cellulaire en 24 heures. En 
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revanche, il est possible que les nanoparticules fonctionnalisées par les peptides aient un 

impact sur le cycle de division des cellules en l’allongeant, ce qui expliquerait les résultats 

observés avec le test de viabilité au temps d’incubation 24 heures. En effet, si les cellules 

se divisent moins rapidement en présence de ces NP, la viabilité mesurée après 24 heures 

d’incubation sera plus faible du fait de la diminution de fluorescence verte observée avec 

le test de la calcéine-AM.  Au vu des résultats des deux tests, cytotoxicité et viabilité 

cellulaire, une concentration en fer de 0,28 mM et de 0,56 mM a été choisie pour les 

différentes expériences effectuées par la suite sur les cellules CHO-K1. 

3.2. Etude par microscopie confocale de l’internalisation cellulaire 

des différentes nanoparticules 

3.2.1. Analyse de la stabilité des nanoparticules cœur-coquilles dans le 

milieu de culture 

Avant d’effectuer les études d’internalisation cellulaire de nos nanoparticules, nous avons 

souhaité évaluer leur stabilité in vitro dans du milieu de culture. Pour ceci, une première 

étude a été réalisée par DLS en incubant les nanoparticules cœur-coquilles CC1 dans du 

milieu de culture (DMEM-F12 sans sérum) à 37 °C. Les NP cœur-coquilles après greffage 

des peptides CF-R9 et CF-H4 ont également été étudiées pour analyser l’influence de la 

présence des peptides sur la stabilité des NP dans le milieu de culture. Du fait de la 

présence d’acides aminés, de vitamines et d’une grande gamme de composés dans la 

composition du milieu de culture, une interaction de ces molécules est inévitable avec les 

nanoparticules et peptides. De plus, leur adsorption à la surface des nanoparticules peut 

les déstabiliser et augmenter leur diamètre hydrodynamique.  L’analyse DLS en nombre 

est représentée figure 3.5, en fonction du temps d’incubation. Le graphe indique une 

augmentation du diamètre hydrodynamique des nanoparticules CC1 à partir de 

120 minutes. Celui de CF-H4-CC1 augmente à partir de 100 minutes, indiquant une 

stabilité proche de celle des NP CC1 en milieu de culture à 37 °C. En revanche, en présence 

du peptide CF-R9 à la surface des NP cœur-coquilles, une augmentation du diamètre 

hydrodynamique est observable moins de 40 minutes après incubation du conjugué dans 

le milieu de culture à 37 °C. Ceci suggère que le peptide R9 interagit de façon plus 
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importante que le peptide H4 avec le milieu de culture et son greffage à la surface des NP 

cœur-coquilles affecte donc plus leur stabilité.  

 

 

Figure 3.5. Analyse de la stabilité des différents échantillons dans le milieu de culture (DMEM-F12 sans 

sérum). Analyse DLS en nombre en fonction du temps, après incubation des suspensions de NP cœur-

coquilles CC1, CF-R9-CC1 et CF-H4-CC1 à 37 °C. 

3.2.2. Distribution intracellulaire des peptides R9 et H4 non conjugués 

Le comportement des peptides seuls, non liés aux NP, dans les cellules CHO-K1 a été 

étudié en incubant les cellules avec 10 µM de peptides fluorescents CF-R9 et CF-H4 

pendant 2 heures. Les images de microscopie confocale à fluorescence présentées 

figure 3.6 indiquent une fluorescence majoritairement diffuse dans le cytosol pour le 

peptide CF-R9, témoignant que le peptide est capable de pénétrer dans les cellules par 

translocation directe (ou de s’échapper des endosomes après endocytose). Il est à noter 

que les nucléoles sont également marqués par la fluorescence verte, confirmant la 

possibilité du peptide polyarginine à atteindre le noyau. Une fluorescence ponctuée est 

également observable dans le cytoplasme, indiquant que le peptide CF-R9 pénètre aussi 

via endocytose. Ces résultats sont en accord avec les données de la littérature.108 

Concernant le peptide CF-H4, peu de fluorescence ponctuée et aucune fluorescence 

diffuse sont observées après 2 heures d’incubation avec les cellules. Le peptide 

polyhistidine est donc très faiblement internalisé dans les cellules par endocytose, 

probablement dû à sa charge neutre à pH physiologique, et aucune translocation directe 

ou sortie des endosomes ne sont observées dans les conditions testées.  
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Figure 3.6. Images de microscopie confocale à fluorescence de cellules vivantes après incubation des 

cellules CHO-K1 avec les peptides CF-R9 et CF-H4 (10 µM) pendant 2 h. La carboxyfluorescéine est 

représentée en vert et le colorant Hoechst en bleu. Barres d'échelle : 20 µm.  

3.2.3. Comparaison de la distribution intracellulaire des nanoparticules 

cœur-coquilles avec et sans peptides 

Une étude de la distribution intracellulaire des nanoparticules cœur-coquilles seules CC1 

et fonctionnalisées avec les peptides CF-R9-CC1, CF-H4-CC1 et CF-H4/R9*-CC1 a été 

réalisée par imagerie de fluorescence confocale sur cellules vivantes pour déterminer si 

la conjugaison des peptides améliore l’internalisation des nanoparticules. Initialement, un 

temps d’incubation de 2 heures a été choisi pour incuber les NP cœur-coquilles avec les 

cellules CHO-K1 et après incubation, les cellules ont été uniquement lavées avec du milieu 

de culture, sans autre traitement. La comparaison de la localisation cellulaire des objets a 

été réalisée avec les images obtenues grâce au canal de la rhodamine. L’analyse par 

microscopie confocale sur cellules vivantes, représentée en figure 3.7, a montré des 

niveaux appréciables de fluorescence ponctuée entourant le noyau en présence et en 

absence des peptides. De plus, une fluorescence diffuse est observable dans les cellules 

surtout en présence des peptides pour CF-R9-CC1, CF-H4-CC1 et CF-H4/R9*-CC1 

(figure 3.7).  
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Figure 3.7. Images de microscopie confocale à fluorescence de cellules vivantes après incubation à 37 °C de 

cellules CHO-K1 avec CC1, CF-R9-CC1, CF-H4-CC1 et CF-H4/R9*-CC1 (0,56 mM en fer) pendant 2 h. La 

rhodamine est représentée en rouge et le colorant Hoechst permettant la visualisation des noyaux des 

cellules en bleu. Barres d'échelle : 20 µm. 

 

Les nanoparticules cœur-coquilles seules ou après greffage des peptides sont chargées 

positivement. Elles peuvent donc interagir plus ou moins fortement avec la membrane 

des cellules qui possède des composants chargés négativement. Après incubation des 

cellules avec les différents composés, le lavage permet d’éliminer une partie des 

nanoparticules n’ayant pas été internalisées mais ne permet pas forcément de rompre 

toutes les liaisons non covalentes entre les objets et la membrane plasmique. Il peut alors 

être difficile de différencier les nanoparticules qui sont présentes à l’intérieur des cellules, 

de celles liées à la membrane plasmique.  
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3.2.4. Extinction de la fluorescence verte par le bleu de trypan 

Afin de visualiser uniquement les espèces intracellulaires, un traitement des cellules au 

bleu de trypan (BT) a été effectué après incubation avec les nanoparticules porteuses de 

peptides fluorescents. Le bleu de trypan est un colorant bleu qui contient deux 

chromophores azoïques. Au contact de la carboxyfluorescéine, il agit comme un agent 

d'extinction de sa fluorescence verte. Cette utilisation a déjà été décrite dans la littérature 

par Busetto et al. et par Illien et al. au laboratoire des Biomolécules.125,168 Le bleu de 

trypan est visualisable en microscopie à fluorescence par son émission rouge. La 

fluorescence rouge extracellulaire et la délimitation des cellules en présence du bleu de 

trypan prouvent leur intégrité membranaire (figure 3.8).  

 

 

Figure 3.8. Images de microscopie confocale à fluorescence sur cellules vivantes de cellules CHO-K1 (sans 

internalisation de NP) après ajout du bleu de trypan (BT). La membrane plasmique des cellules est 

observable par la délimitation rouge du BT. Le bleu de trypan est représenté en rouge et le colorant Hoechst 

en bleu. Barres d'échelle : 20 µm.  

 

Le bleu de trypan étant incapable de pénétrer dans les cellules, il entraîne uniquement 

l'extinction de fluorescence des conjugués carboxyfluorescéine-nanoparticules liés à la 

membrane et permet donc de visualiser uniquement des conjugués intracellulaires. Lors 

d'une comparaison directe d'images de cellules incubées avec les différents types de NP 

et traitées ou non traitées au bleu de trypan, des niveaux similaires de fluorescence 

ponctuée ont été observés indiquant un piégeage endosomal. Cependant, la fluorescence 

diffuse observée en absence de bleu de trypan (figure 3.9a) n'était plus détectable pour 

les cellules traitées au bleu de trypan (figure 3.9b).  
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Figure 3.9. Images de microscopie confocale à fluorescence sur cellules vivantes CHO-K1 non traitées au 

bleu de trypan (a) et sur cellules traitées au bleu de trypan (b) après incubation avec CF-R9-CC1, CF-H4-

CC1 et CF-H4/R9*-CC1 (0,56 mM en fer) pendant 2 h à 37 °C. La carboxyfluorescéine est représentée en 

vert et le colorant Hoechst en bleu. Barres d'échelle : 20 µm.  

 

La distribution diffuse initialement observée, en absence de bleu de trypan, correspondait 

donc vraisemblablement à du peptide membranaire. De ce fait, l'ajout du bleu de trypan 
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avant l'imagerie est essentiel pour obtenir une représentation précise de la localisation 

des nanoparticules dans les cellules. D’après les images obtenues, il apparaît qu’après 

2 heures d’incubation, toutes les espèces internalisées sont présentes dans les 

endosomes. Il est à noter que pour les nanoparticules cœur-coquilles CC1 sans peptide, la 

fluorescence des composés ne peut pas être éteinte avec l’aide du bleu de trypan. En effet, 

même si une carboxyfluorescéine était introduite dans la couche de silice des 

nanoparticules cœur-coquilles, le fluorophore, ne serait pas accessible au bleu de trypan 

et sa fluorescence ne pourrait être éteinte. 

 

L’extinction de fluorescence, grâce au bleu de trypan, a également été évaluée sur les 

nanoparticules en solution. Pour ceci, les NP cœur-coquilles CF-R9-CC1 et CF-H4-CC1 ont 

été incubées dans du milieu de culture (DMEM-F12 sans sérum) pendant 6 heures à 37 °C. 

Après incubation, la moitié de l’échantillon a été traitée au bleu de trypan et l’intensité de 

fluorescence de la carboxyfluorescéine a été directement mesurée au spectrofluorimètre 

(figure 3.10). La comparaison de l’intensité de fluorescence avant et après ajout du bleu 

de trypan confirme l’extinction totale de la fluorescence verte en solution après 

traitement au bleu de trypan. De plus, cette extinction de fluorescence est observable 

malgré une forte agrégation des objets après 6 heures d’incubation dans le milieu de 

culture. Une diminution de l’intensité de fluorescence par deux ou trois est également à 

noter entre les composés CF-H4-CC1 et CF-R9-CC1 avant ajout du bleu de trypan. La plus 

faible intensité de fluorescence pour CF-R9-CC1 peut être due à un phénomène d’auto-

extinction de la fluorescence de la carboxyfluorescéine, la quantité de peptide fluorescent 

introduite à la surface des nanoparticules étant plus élevée pour CF-R9-CC1 que pour CF-

H4-CC1. Ce même phénomène d’auto-extinction avait été observé précédemment au 

laboratoire pour des peptides fonctionnalisés par de la fluorescéine lorsqu’ils étaient 

présents à forte concentration dans certains compartiments intracellulaires.169 De plus, 

l’agrégation de CF-R9-CC1 est plus rapide que celle de CF-H4-CC1 dans le milieu de 

culture (partie 3.2.1.), donc après 6 heures d’incubation, les nanoparticules contenant le 

peptide R9 peuvent former de plus gros agrégats, les peptides se retrouvant plus proches 

entre eux, ceci peut induire un phénomène d’extinction de fluorescence.  
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Figure 3.10. Extinction de fluorescence de la carboxyfluorescéine des peptides greffés sur les NP cœur-

coquilles CF-R9-CC1 et CF-H4-CC1 en solution dans du milieu de culture (DMEM-F12 sans sérum) après 

ajout du bleu de trypan (BT). Les composés ont été incubés pendant 6 h à 37 °C avec une concentration en 

fer de 0,56 mM. 

3.3. Quantification des nanoparticules dans les cellules 

3.3.1. Etude comparative de différentes techniques de quantification 

Le greffage des peptides à la surface des nanoparticules cœur-coquilles peut modifier leur 

capacité de liaison à la membrane des cellules et leur efficacité d’internalisation. Cette 

tendance peut être étudiée par une quantification des nanoparticules associées aux 

cellules. Du fait de la présence de fluorophore dans la couche de silice, il est possible de 

détecter un signal fluorescent plus ou moins important par cellule en utilisant la 

cytométrie en flux. Cette méthode ne permet pas de remonter à une quantité d’objet par 

cellule mais elle permet de réaliser une quantification relative.  En revanche, il existe deux 

méthodes qui permettent de déterminer la quantité absolue de fer associée par cellule, 

qui sont le dosage d’ions fer dans un culot cellulaire par spectrophotométrie d’absorption 

atomique et la mesure de la vitesse de déplacement des cellules sous champ magnétique 

par magnétophorèse. Grâce à ces deux techniques, il est possible de déterminer une masse 

de fer obtenue par cellule dans chacune des conditions étudiées. 

 

Ces trois méthodes d’analyse ont été utilisées sur des cellules traitées dans les mêmes 

conditions, permettant de comparer les résultats obtenus. Les nanoparticules CC1, CF-

R9-CC1 et CF-H4-CC1 (0,28 mM en fer) ont été incubées dans du milieu de culture 
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pendant 4 heures à 37 °C avec des cellules CHO-K1 adhérentes. Les cellules ont ensuite 

été lavées et réincubées 2 heures supplémentaires dans du milieu de culture frais sans 

nanoparticules. Ces 2 dernières heures d’incubation devraient permettre à un grand 

nombre de nanoparticules présentes au niveau de la membrane plasmique des cellules 

d’être internalisées. Il est à noter que les techniques d’analyse utilisées ici ne permettent 

pas de différencier les nanoparticules liées à la membrane plasmique des nanoparticules 

présentes au niveau intracellulaire. On dose donc dans les trois cas la quantité totale de 

nanoparticules associées aux cellules, incluant celles internalisées dans les cellules et 

également celles potentiellement liées à leur surface.  

 

3.3.1.1. Quantification de la fluorescence par cytométrie en flux 

L’internalisation des nanoparticules cœur-coquilles avec ou sans peptides greffés à leur 

surface permet aux cellules de devenir fluorescentes grâce à la rhodamine qui est 

présente dans la couche de silice des NP cœur-coquilles. La fluorescence des cellules a été 

analysée par cytométrie en flux. La quantité de peptide CF-R9 et CF-H4 n’étant pas la 

même à la surface des NP, il n’était pas possible de suivre la fluorescence de la 

carboxyfluorescéine pour cette étude. De plus, la rhodamine est le seul fluorophore 

présent sur les nanoparticules cœur-coquilles en absence de peptide (CC1), il était donc 

indispensable de suivre la rhodamine pour pouvoir comparer l’internalisation cellulaire 

des NP CC1, CF-R9-CC1 et CF-H4-CC1. 

 

Le principe de la cytométrie en flux est détaillé figure 3.11. Chaque cellule traverse le laser 

de lumière et l’émission de fluorescence du fluorophore fournit des informations sur les 

propriétés de la cellule. Deux détecteurs sont généralement utilisés, le FSC (Forward 

Scatter) qui donne une estimation de la taille des cellules avec les particules plus grosses 

réfractant plus de lumière que les petites. L’autre détecteur est situé à 90 ° par rapport à 

la ligne d’excitation et est appelé SSC (Side Scatter). Le SSC peut fournir des informations 

sur la granularité des cellules (Figure 3.11).  
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Figure 3.11. Principe de la cytométrie en flux. FSC = forward scatter et SSC = side scatter. 

 

La quantité de nanoparticules cœur-coquilles présentes dans les cellules CHO-K1 après 

6 heures d’incubation a donc été étudiée par cytométrie en flux en analysant la 

fluorescence de 2 000 cellules pour chaque condition. L’intensité de fluorescence 

moyenne mesurée pour CF-R9-CC1 et CF-H4-CC1 a été comparée à l’intensité de 

fluorescence des nanoparticules cœur-coquilles non fonctionnalisées par les peptides. Il 

est à noter que toutes les cellules contenaient de la rhodamine dans les conditions 

étudiées. Une faible diminution de l’intensité de fluorescence est observée figure 3.12a en 

présence des peptides greffés à la surface des nanoparticules cœur-coquilles par rapport 

aux NP cœur-coquilles seules CC1.   

 

 

Figure 3.12. a) Comparaison de l’intensité de fluorescence (rhodamine) obtenue par cytométrie en flux des 

cellules après incubation avec CC1, CF-R9-CC1 et CF-H4-CC1 (0,28 mM en fer) pendant 6 h à 37 °C. b) Table 

des résultats obtenus, indiqués en moyenne ± écart-type. Les mesures ont été réalisées en duplicata. 
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L’intensité de fluorescence obtenue en cytométrie en flux est proportionnelle à la quantité 

de nanoparticules cœur-coquilles associées aux cellules. Il apparaît que cette quantité est 

similaire quel que soit le peptide greffé à la surface des cœur-coquilles. De plus, les ratios 

CF-R9-CC1:CC1 et CF-H4-CC1:CC1 sont d’environ 0,8, soit une diminution de 20 % de la 

quantité de nanoparticules porteuses de peptides par rapport aux nanoparticules cœur-

coquilles seules CC1 (figure 3.12b). 

 

3.3.1.2. Quantification par magnétophorèse cellulaire 

L’incubation des cellules avec les nanoparticules cœur-coquilles permet également aux 

cellules de devenir magnétiques. Il est alors possible de mesurer la charge magnétique 

des cellules par une technique appelée magnétophorèse cellulaire.170 Les cellules ont été 

soumises à un gradient de champ magnétique calibré puis à partir de séquences vidéos, 

le diamètre (dcell) et la vitesse (vcell) des cellules vers l’aimant ont été mesurées. 

L’aimantation d’une cellule seule (Mcell) a été obtenue en équilibrant sa force de 

frottement visqueuse ( Fvis = 3π.η.dcell.vcell) à la force magnétique (Fmag = Mcell.gradB) car 

les cellules ont été attirées et déplacées par un gradient magnétique constant (gradB). La 

magnétisation d’une cellule seule donne ainsi la charge magnétique d’une cellule en terme 

de masse équivalente de fer (exprimée en pg). 

 

La magnétophorèse cellulaire a été réalisée par Claire Wilhelm (Institut Curie). Les 

résultats obtenus indiquent que les nanoparticules cœur-coquilles ont été internalisées 

un peu moins efficacement en présence des peptides greffés avec une charge moyenne en 

fer de 10 pg par cellule pour les NP cœur-coquilles CC1, contre environ 8 pg de fer par 

cellule pour les NP CF-R9-CC1 et CF-H4/R9*-CC1 et 7 pg de fer par cellule pour les NP 

CF-H4-CC1 (Figure 3.13, Table 3.1). 
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Figure 3.13. Répartition de la charge en fer par cellule, exprimée en pg de fer, qui a été mesurée pour un 

nombre n de cellules individuelles par magnétophorèse cellulaire. Les cellules ont été incubées pendant 6 h 

à 37 °C avec les échantillons CC1 (a), CF-R9-CC1 (b), CF-H4-CC1 (c) et CF-H4/R9*-CC1 (d). Les différents 

échantillons ont été incubés avec les cellules à une concentration en fer de 0,28 mM. Expériences de 

magnétophorèse réalisées par Claire Wilhelm (Institut Curie). 

 

Les résultats obtenus avec cette méthode corrèlent bien avec ceux issus de la cytométrie 

en flux. Une diminution de la quantité de fer par cellule d’environ 20 % est observée lors 

de l’internalisation de CF-R9-CC1 et CF-H4/R9*-CC1 par rapport à CC1. En revanche, 

pour CF-H4-CC1 la diminution de la charge en fer par cellule est de 30 % par rapport à 

CC1 (table 3.1). Cependant le nombre de cellules prises en compte pour la quantification 

en fer était un peu faible pour CF-R9-CC1 (39 cellules) et CF-H4-CC1 (51 cellules), ce qui 

pourrait altérer la moyenne obtenue de la charge en fer par cellule. 

 

 

Table 3.1. Résumé de la quantification de fer par cellule (en pg fer/cellule) en utilisant la magnétophorèse, 

après incubation des cellules avec CC1, CF-R9-CC1, CF-H4-CC1 et CF-H4/R9*-CC1 à une concentration en 

fer de 0,28 mM pendant 6 h à 37 °C. Les résultats sont indiqués en moyenne ± écart-type. 
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3.3.1.3. Quantification par spectrométrie d’absorption atomique (AAS) 

La dernière technique utilisée pour quantifier les nanoparticules associées aux cellules 

est le dosage des ions fer par spectrophotométrie d’absorption atomique (AAS). Cette 

technique a permis de déterminer une masse de fer par cellule. Les cellules contenant les 

oxydes de fer ont été lysées et les nanoparticules dégradées en présence d’acide 

chlorhydrique, puis les solutions obtenues ont été dosées par AAS. La concentration en 

fer mesurée par cette méthode peut être rapportée au nombre moyen de cellules 

présentes dans l’échantillon. Les résultats obtenus sont indiqués en quantité moyenne de 

fer par cellule (exprimée en pg) et sont représentés figure 3.14a. Quelle que soit la 

condition, une quantité de fer d’environ 8 pg par cellule a été mesurée. 

 

 

Figure 3.14. a) Résultat de la quantification de fer par cellule (en pg fer/cellule) obtenue par AAS, après 

incubation des cellules avec CC1, CF-R9-CC1, CF-H4-CC1 et CF-H4/R9*-CC1 à une concentration en fer de 

0,28 mM pendant 6 h à 37 °C. b) Table des résultats obtenus, indiqués en moyenne ± écart-type. Les mesures 

ont été réalisées en duplicata. 

 

Avec cette méthode, le ratio obtenu pour CF-H4-CC1:CC1 et CF-H4/R9*-CC1:CC1 est 

de 1. Le ratio est très légèrement plus faible pour CF-R9-CC1:CC1, une diminution de 

l’internalisation de 10 % est observée en présence du peptide polyarginine par rapport 

aux autres conditions. A partir de ces résultats, il est également possible de déterminer le 

pourcentage de fer associé aux cellules par rapport à la quantité de fer introduite 

initialement dans le surnageant des cellules. Celui-ci, après les 6 heures d’incubation, 

correspond à 15-16 % de la quantité de fer totale ajoutée (figure 3.14b).  

 



Chapitre 3 : Etude de l’internalisation des nanoparticules cœur-coquilles fonctionnalisées avec les 
peptides cationiques 

143 
 

3.3.1.4. Conclusion sur la quantification des nanoparticules dans les cellules 

Les trois méthodes de quantification que nous avons utilisées sont complémentaires et 

permettent de comparer la quantité de nanoparticules cœur-coquilles associées aux 

cellules en présence ou non du greffage des peptides. Quel que soit la méthode d’analyse, 

une légère diminution de l’internalisation est observée en présence des peptides sur les 

nanoparticules. De plus, il est important de noter que la charge en fer dosée dans les 

cellules est similaire avec les deux techniques utilisées (magnétophorèse et AAS).  

3.3.2. Etude de l’internalisation des nanoparticules en fonction du temps 

d’incubation 

Une investigation plus poussée a été réalisée pour étudier l’effet du temps d’incubation 

des NP avec les cellules. Pour cette étude, les échantillons CC1, CF-R9-CC1, CF-H4-CC1 et 

CF-H4/R9*-CC1 ont été incubés avec des cellules CHO-K1 adhérentes pendant 2, 4 et 6 

heures à 37 °C, en utilisant cette fois-ci une concentration en fer de 0,56 mM. Il est à noter 

également que les cellules n’ont pas été incubées avec du milieu seul après incubation 

avec les NP. Les résultats ont été obtenus grâce au dosage des ions fer par AAS.  

 

Une augmentation de la quantité de fer par cellule est observée pour tous les échantillons 

lorsque l’on augmente le temps d’incubation (figure 3.15a). De plus, lorsque les cellules 

sont incubées avec les échantillons à une concentration de 0,56 mM en fer, les 

nanoparticules cœur-coquilles CC1 conduisent à une quantité de fer associée aux cellules 

moindre que celles observée avec les conjugués peptide-nanoparticule CF-R9-CC1, CF-

H4-CC1 et CF-H4/R9*-CC1. Cette observation est valable à tous les temps étudiés. Les 

valeurs les plus importantes sont obtenues avec les composés CF-R9-CC1 et CF-H4/R9*-

CC1, à nouveau pour tous les temps d’incubation. Néanmoins, l’écart entre les échantillons 

CC1, CF-H4-CC1 et CF-R9-CC1 se réduit au cours du temps (figure 3.15).  
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Figure 3.15. Evolution de la quantité de fer par cellule (exprimée en pg fer/cellule) et du pourcentage de 

fer associé aux cellules par rapport à la quantité initialement introduite, en fonction du temps d’incubation 

des cellules avec les échantillons CC1, CF-R9-CC1, CF-H4-CC1 et CF-H4/R9*-CC1. Les différents 

échantillons ont été incubés à 37 °C avec les cellules CHO-K1 à une concentration en fer de 0,56 mM. Les 

mesures ont été réalisées par AAS en duplicata. b) Table résumant la quantification de fer par cellule (en pg 

fer/cellule) par AAS. Les résultats sont indiqués en moyenne ± écart-type. 

 

En présence des peptides, une augmentation rapide de la quantité de fer associée aux 

cellules est notable jusqu’à 4 heures d’incubation, on semble ensuite tendre vers un 

plateau. En revanche, en absence des peptides, la quantité de fer associée aux cellules 

augmente de façon plus linéaire avec un doublement entre 2 et 4 heures (figure 3.15a). 

Après 6 heures d’incubation, on mesure 20 pg de fer/cellule (35 % du fer initial) pour les 

nanoparticules CC1, 24 pg de fer (43 % du fer initial) pour CF-H4-CC1 et 27 pg (48 % du 

fer initial) pour CF-R9-CC1 et CF-H4/R9*-CC1 (figure 3.15b). 

 

On peut donc noter qu’en présence du peptide R9 on obtient une quantité de fer associée 

aux cellules significativement plus élevée. Cette observation pourrait s’expliquer par une 

plus forte interaction du peptide R9 avec la membrane plasmique. 
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3.4. Le peptide vecteur R9 permet-il la translocation cellulaire des 

nanoparticules cœur-coquilles ? 

L’endocytose et la translocation directe sont deux mécanismes envisageables pour 

l’internalisation des NP CF-R9-CC1. Pour distinguer les deux voies d’entrée, nous avons 

comparé l’internalisation du composé à 37 °C et 4 °C.  En effet, à 37 °C, l’endocytose et la 

translocation peuvent théoriquement avoir lieu. En revanche, à 4 °C les voies 

d’endocytose sont inhibées et seule la translocation reste possible. Une étude de 

l’internalisation à 4 °C peut donc permettre de mettre en évidence si le greffage du peptide 

R9 sur les nanoparticules promeut leur entrée par translocation directe. De plus, à l’aide 

du traitement des cellules par le bleu de trypan, il est possible de détecter uniquement les 

nanoparticules présentes à l’intérieur des cellules, que ce soit par cytométrie en flux que 

par microscopie confocale. 

3.4.1. Analyse par cytométrie en flux 

Une première étude des voies d’entrée des NP CF-R9-CC1 a été réalisée par cytométrie en 

flux. Nous avons au préalable déterminé la quantité nécessaire de bleu de trypan pour 

permettre l’extinction de fluorescence de la carboxyfluorescéine au niveau des 

membranes. Des cellules en suspension ont été incubées à 37 °C pendant 2 heures avec le 

conjugué CF-R9-CC1 avant l’ajout de différentes quantités de bleu de trypan en amont de 

la mesure avec le cytomètre. La figure 3.16 montre une importante diminution de 

l’intensité de fluorescence après traitement avec le bleu de trypan, l’extinction de 

fluorescence membranaire maximale étant atteinte dès l’ajout de 0,1 % de bleu de trypan. 

Il est important de noter qu’après 2 heures d’incubation, 70 % de la fluorescence se trouve 

au niveau de la membrane plasmique et seulement 30 % de la fluorescence détectée se 

trouve au niveau intracellulaire. Ce résultat confirme que lors de la quantification de la 

rhodamine des NP par cytométrie en flux (partie 3.3.1.1), des NP associées à la membrane 

plasmique étaient certainement également quantifiées avec les NP internalisées, même si 

les conditions d’incubation sont différentes dans les deux expériences. En particulier ici 

l’expérience a été faite avec des cellules en suspension, ce qui augmente de façon 

importante la surface membranaire et les lavages des cellules sont plus délicats. On 



Chapitre 3 : Etude de l’internalisation des nanoparticules cœur-coquilles fonctionnalisées avec les 
peptides cationiques  

146 
 

s’attend donc à ce que la fraction membranaire soit nettement plus importante que dans 

les expériences sur cellules adhérentes. 

  

 

Figure 3.16. Evaluation de l’extinction de fluorescence de la carboxyfluorescéine par cytométrie en flux en 

présence de bleu de trypan (en % m/vol). Les cellules ont été incubées pendant 2 h à 37 °C avec 0,28 mM 

en fer de CF-R9-CC1. Après lavages, les cellules ont été analysées en présence ou absence de bleu de trypan. 

 

L’analyse par cytométrie en flux a ensuite été réalisée en présence ou non de bleu de 

trypan (0,2 %) après incubation des cellules avec les NP CF-R9-CC1 à 4 °C ou à 37 °C 

pendant 2 heures. Les cellules ont été incubées avec les NP à trois concentrations 

différentes (0,14 mM ; 0,28 mM et 0,56 mM en fer). Ce qui est notable figure 3.17, c’est 

qu’en l’absence de traitement au bleu de trypan, l’intensité de fluorescence des cellules 

est du même ordre de grandeur après incubation à 4 °C et à 37 °C. Le traitement au bleu 

de trypan conduit à nouveau à une diminution importante de l’intensité de fluorescence 

pour les cellules incubées à 37 °C, le phénomène étant encore plus marqué à 4°C (figure 

3.17). La comparaison des données obtenues à 37°C et 4°C en présence de bleu de trypan 

montre que l’entrée des NP se fait exclusivement par endocytose, et ce quel que soient les 

concentrations initiales de CF-R9-CC1 que nous avons utilisées. 
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Figure 3.17. a) Comparaison de l’intensité de fluorescence des cellules après incubation en présence de CF-

R9-CC1 (0,14 ; 0,28 ; 0,56 mM en fer) pendant 2 h à 4 °C et 37 °C.  Après lavages, les cellules ont été analysées 

en cytométrie en flux en présence ou absence de 0,2 % de bleu de trypan (BT). L’autofluorescence des 

cellules (mesurée sans NP) a été soustraite de l’intensité de fluorescence des cellules après incubation avec 

les NP. b) Histogrammes de l’intensité de fluorescence des cellules après incubation en présence de CF-R9-

CC1 après traitement au bleu de trypan (nanoparticules internalisées). 

3.4.2. Analyse par microscopie confocale à fluorescence 

La microscopie confocale est également largement utilisée pour étudier l’internalisation 

cellulaire des nanoparticules et des peptides. Une observation sur cellules vivantes est 

préférable étant donné la quantité importante de nanoparticules se trouvant au niveau de 

la membrane plasmique, un traitement au bleu de trypan permet alors de visualiser 

uniquement les conjugués peptide-nanoparticule présents à l’intérieur des cellules. Cette 

technique de microscopie permet d’étudier la localisation intracellulaire des composés et 

donne donc des éléments sur le mécanisme d’internalisation. La translocation directe des 

composés les amène à se situer dans le cytosol et est généralement associée à un 

marquage diffus dans le cytoplasme, alors qu’un marquage ponctué est indicatif d’une 

localisation vésiculaire par endocytose.88,142 Néanmoins un marquage vésiculaire très 

intense peut masquer un marquage diffus du cytoplasme, ce qui peut conduire à des 

observations trompeuses. C’est pourquoi, les nanoparticules cœur-coquilles seules CC1 et 

conjuguées au peptide R9 CF-R9-CC1 ont été incubées avec les cellules CHO-K1 à 4 et 37°C 

pendant 2 heures, pour analyser leur mécanisme d’entrée. 
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Etude de l’internalisation des nanoparticules cœur-coquilles seules CC1 

Tout d’abord, nous avons observé que les nanoparticules cœur-coquilles CC1 sont 

internalisées très efficacement à 37 °C dans les cellules CHO-K1, où une ponctuation de la 

fluorescence rouge (rhodamine) est visualisée en particulier autour des noyaux (figure 

3.18) indiquant une entrée par endocytose. A l’inverse, à 4 °C, l’intensité de fluorescence 

trouvée au niveau des cellules est beaucoup plus faible, et est située à distance du noyau 

(figure 3.18). Ce signal provient probablement des nanoparticules se trouvant au niveau 

de la membrane plasmique et non à l’intérieur des cellules. Les nanoparticules cœur-

coquilles CC1 semblent donc être internalisées dans les cellules exclusivement par 

endocytose, aucune fluorescence diffuse indiquant une possible translocation n’a pu être 

observée. 

 

 

Figure 3.18. Images de microscopie confocale à fluorescence sur cellules vivantes après incubation des 

cellules CHO-K1 à 4 °C et à 37 °C avec CC1 (0,28 mM en fer) pendant 2 h. La rhodamine est représentée en 

rouge et le colorant Hoechst en cyan. Barres d'échelle : 20 µm. 

 

Etude de l’internalisation des nanoparticules cœur-coquilles conjuguées au CPP R9  

Après incubation des cellules avec les nanoparticules CF-R9-CC1 à 37 °C, on observe à la 

fois de la fluorescence ponctuée et diffuse lorsque les cellules ne sont pas traitées au bleu 

de trypan (figure 3.19). La visualisation de la distribution de la carboxyfluorescéine dans 

les cellules permet d’utiliser le bleu de trypan pour éteindre cette fluorescence verte au 

niveau de la membrane plasmique et d’observer uniquement les nanoparticules CF-R9-

CC1 internalisées à l’intérieur des cellules. Les images de microscopie après traitement 
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des cellules au bleu de trypan montrent uniquement une fluorescence ponctuée autour 

des noyaux (figure 3.19). La distribution cellulaire des NP CF-R9-CC1 est donc similaire à 

celle des NP CC1, et montre que ces NP pénètrent également principalement par 

endocytose. Aucune fluorescence diffuse n’est observable à 37 °C. Cependant, la 

fluorescence diffuse peut être dissimulée par l’intense signal ponctué vésiculaire. Une 

analyse de l’internalisation des cellules à 4 °C en présence des nanoparticules cœur-

coquilles CF-R9-CC1 va permettre de déterminer si une translocation des objets est 

possible. 

 

 

Figure 3.19. Images de microscopie confocale à fluorescence de cellules CHO-K1 vivantes qui ont été 

incubées à 37 °C avec CF-R9-CC1 (0,28 mM en fer) pendant 2 h puis traitées ou non au bleu de trypan. La 

rhodamine est représentée en rouge, la carboxyfluorescéine en vert et le colorant Hoechst en bleu. Barres 

d'échelle : 20 µm.  

 

Les résultats de l’incubation à 4 °C des NP CF-R9-CC1 avec les cellules CHO-K1 sont 

montrés figure 3.20. La fluorescence rouge et verte, correspondant respectivement à la 

rhodamine et à la carboxyfluorescéine, sont observables au contour des cellules, 

probablement au niveau de la membrane plasmique. Cette hypothèse a été confirmée 

après traitement des cellules au bleu de trypan, où aucune fluorescence verte n’est 

détectable sur les images de microscopie (figure 3.20). Le bleu de trypan émet également 

dans le rouge, donc la fluorescence rouge observable après ajout du bleu de trypan peut 
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provenir à la fois de la rhodamine des cœur-coquilles et du bleu de trypan. Cette 

fluorescence rouge permet de visualiser le contour des cellules. 

 

 

Figure 3.20. Images de microscopie confocale à fluorescence de cellules CHO-K1 vivantes qui ont été 

incubées à 4 °C avec CF-R9-CC1 (0,28 mM) pendant 2 h puis traitées ou non au bleu de trypan. La rhodamine 

est représentée en rouge, la carboxyfluorescéine en vert et le colorant Hoechst en bleu. Barres d'échelle : 

20 µm. 

3.4.3. Conclusion sur la possibilité de translocation des nanoparticules grâce 

au CPP polyarginine 

La cytométrie en flux et la microscopie confocale ont été utilisées pour étudier l’effet du 

greffage covalent du CPP R9 à la surface des nanoparticules cœur-coquilles sur 

l’internalisation cellulaire. L’incubation des cellules à 4 °C permet de bloquer l’endocytose 

et de visualiser uniquement l’internalisation par translocation. Il est à noter que la 

membrane plasmique est sûrement moins fluide à 4 °C qu’à 37 °C, conduisant 

probablement à une translocation directe moins efficace à basse température. D’après les 

résultats obtenus à 37 °C et à 4 °C, aucune translocation des conjugués peptide-

nanoparticule n’a été observée, que ce soit en cytométrie en flux ou en microscopie 

confocale. Le peptide CF-R9, bien qu’il soit capable de transloquer dans les cellules 
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lorsqu’il est non conjugué,127 ne permet donc pas de promouvoir la translocation des 

nanoparticules à travers la membrane plasmique. Ceci peut provenir de la taille finale, 

relativement importante, de nos nanoparticules (diamètre hydrodynamique d’environ 58 

nm). Par ailleurs, d’après certaines données de la littérature une agrégation des CPP R9 

au niveau de la membrane plasmique favorise leur entrée par translocation.128 Or ici les 

peptides se retrouvent covalemment liés à la surface des nanoparticules, ce qui modifie 

leur mode d’interaction avec les différents composants de la membrane plasmique et par 

conséquent, leur mode d’internalisation. Les peptides riches en résidus arginines ont 

parfois été utilisés dans la littérature pour induire une fuite endosomale.171 Ainsi, suite à 

ces premières expériences, nous avons voulu examiner la capacité de fuite des endosomes 

de nos NP cœur-coquilles fonctionnalisées par ce CPP ou par le peptide polyhistidine.  

3.5. Les peptides riches en résidus arginine ou histidine permettent-

ils la sortie des endosomes des nanoparticules ? 

Lors de l’étude précédente (partie 3.2), l’observation des cellules réalisée après 2 heures 

d’incubation à 37 °C avec les nanoparticules avait fait apparaître une fluorescence 

exclusivement ponctuée (après traitement au bleu de trypan), indiquant que dans ces 

conditions, les conjugués étaient piégés dans les endosomes. Nous avons pensé qu’un 

temps d'incubation plus long pourrait favoriser l’observation d’un échappement 

endosomal des nanoparticules qui serait facilité par les peptides. Il a donc été choisi 

d’incuber les différentes nanoparticules avec les cellules CHO-K1, cette fois-ci pendant 

6 heures. 

 

Préalablement, la distribution des peptides non conjugués dans les cellules CHO-K1 a été 

étudiée après 6 heures d’incubation avec 10 µM de peptides fluorescents CF-R9 et CF-H4. 

Les images de microscopie confocale présentées figure 3.21, montrent une localisation 

intracellulaire similaire pour le peptide CF-R9 après 2 et 6 heures d’incubation (figure 3.6, 

partie 3.2.2). D’après ces expériences il est difficile de savoir si le peptide polyarginine 

induit une fuite endosomale. En effet, le peptide était déjà présent en quantité importante 

dans le cytosol après 2 heures d’incubation. Nous n’avons pas étudié ici en détail le 

mécanisme d’entrée de ce CPP, mais les travaux antérieurs du laboratoire (LBM) 
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indiquent que ce peptide est capable de transloquer efficacement,127 il est donc probable 

que les espèces cytosoliques observées ici provenaient en grande partie d’une 

translocation de la membrane plasmique. Une fluorescence ponctuée est toujours 

présente témoignant de l’existence d’endosomes contenant les peptides R9. Le peptide 

CF-H4 présente quant à lui une très faible fluorescence ponctuée après 6 heures 

d’incubation avec les cellules, comme observé après 2 heures d’incubation. Ce peptide 

pénètre donc très peu par endocytose, certainement du fait de sa charge neutre à pH 

physiologique (figure 3.21). De plus, aucune fluorescence diffuse n’est observée. Il ne 

pénètre donc pas dans les cellules par translocation directe et aucune fuite des endosomes 

n’est observée, peut-être du fait de sa faible concentration dans les endosomes.  

 

 

Figure 3.21. Images de microscopie confocale à fluorescence de cellules vivantes après incubation des 

cellules CHO-K1 avec les peptides CF-R9 et CF-H4 (10 µM) pendant 6 h. La carboxyfluorescéine est 

représentée en vert et le colorant Hoechst en bleu. Barres d'échelle : 20 µm.  

3.5.1. Suivi des nanoparticules cœur-coquilles fluorescentes par microscopie 

confocale sur cellules vivantes 

Une première observation des cellules au microscope confocal visualisant la rhodamine 

présente dans la couche de silice des nanoparticules cœur-coquilles a été réalisée après 

6 heures d’incubation (figure 3.22). Un niveau appréciable de fluorescence ponctuée est 

observable pour toutes les NP cœur-coquilles, avec et sans peptides. En revanche, du fait 
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de l’impossibilité d’éteindre la fluorescence au niveau de la membrane plasmique, une 

visualisation avec la carboxyfluorescéine en présence de bleu de trypan a été favorisée 

pour les nanoparticules contenant les peptides.  

 

 

Figure 3.22. Images de microscopie confocale à fluorescence de cellules vivantes après incubation des 

cellules CHO-K1 avec CC1, CF-R9-CC1, CF-H4-CC1 ou CF-H4/R9*-CC1 (0,56 mM en fer) pendant 6 h. La 

rhodamine est représentée en rouge et le colorant Hoechst en bleu. Barres d'échelle : 20 µm. 

 

La figure 3.23 correspond aux images de microscopie confocale obtenues après 

traitement des cellules au bleu de trypan. La fluorescence ponctuée, significative du 

piégeage de nanoparticules dans des vésicules est toujours observée. Cependant, de façon 

intéressante, une fluorescence intracellulaire diffuse est également observée pour les NP 

cœur-coquilles fonctionnalisées par le peptide polyhistidine (CF-H4-CC1 et CF-H4/R9*-

CC1), suggérant la présence de conjugués peptide-nanoparticule dans le cytosol.  
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Figure 3.23. Images de microscopie confocale à fluorescence de cellules vivantes traitées au bleu de trypan 

après incubation des cellules CHO-K1 avec CF-R9-CC1, CF-H4-CC1 ou CF-H4/R9*-CC1 (0,56 mM en fer) 

pendant 6 h. La carboxyfluorescéine est représentée en vert et le colorant Hoechst en bleu. Barres 

d'échelle : 20 µm. 

 

Cette fluorescence diffuse n’étant pas observée après 2 heures d’incubation avec les NP 

CF-H4-CC1 et CF-H4/R9*-CC1 (voir partie 3.2.4.), il est probable que ces espèces ayant 

rejoint le cytosol se soient échappées des endosomes. Comme indiqué dans l’introduction 

de ce manuscrit, la maturation des endosomes est un processus cellulaire qui 

s’accompagne d’une acidification du milieu intra-vésiculaire. Les histidines, piégées dans 

les endosomes, se protonent lorsque le pH devient inférieur à 6. Il a été proposé dans la 

littérature que la protonation de composés riches en His tamponne le lumen des 

endosomes induisant un influx de protons, d’ions chlorures et également d’eau dans ces 

vésicules, pouvant provoquer la rupture des membranes endosomales.172 Le contenu de 

ces compartiments est alors déversé dans le cytosol. En revanche, aucun changement dans 

la localisation cellulaire n’a été observé pour le conjugué lié à R9 entre 2 et 6 heures 

d’incubation. Suite à ces observations, une étude plus approfondie du mécanisme 

d’internalisation a été réalisée.  
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3.5.2. Visualisation de la distribution des nanoparticules cœur-coquilles 

dans les lysosomes par microscopie confocale sur cellules vivantes 

Nous avons examiné si les nanoparticules cœur-coquilles avec ou sans peptides sont 

présentes dans les lysosomes, en utilisant un lysotracker pour visualiser ces organites 

ayant un lumen à pH acide.   

 

Le lysotracker choisi émet dans le proche infra-rouge et est visualisé en rouge figure 3.24. 

Pour éviter toute interférence avec ce marqueur, nous avons supprimé la rhodamine 

habituellement présente dans la couche de silice de nos NP cœur-coquilles.  Nous avons 

ainsi synthétisé une nouvelle série de nanoparticules cœur-coquilles (nommées CC2) qui 

ne possèdent pas de fluorophore dans leur couche de silice et sont fonctionnalisées par 

les peptides à leur surface. Les peptides possèdent toujours la carboxyfluorescéine qui 

sera suivie, et pourra être combinée avec l’utilisation de bleu de trypan. Les NP cœur-

coquilles nommées CC3 contenant de la fluorescéine dans leur couche de silice et sans 

peptides en surface ont également été préparées pour cette expérience. La 

carboxyfluorescéine étant alors piégée dans la couche de silice, sa fluorescence ne pourra 

pas être éteinte en présence de bleu de trypan.  Il est d’ailleurs possible d’observer un peu 

de fluorescence diffuse sur les images de microscopie confocale des cellules incubées avec 

les NP CC3, sûrement due à la fluorescence des nanoparticules CC3 au niveau des 

membranes plasmiques des cellules. A l’inverse, aucune fluorescence diffuse n’est 

observable pour CF-R9-CC2 sur les images de microscopie après traitement au bleu de 

trypan (figure 3.24). Comme précédemment, une fluorescence diffuse cytosolique est 

encore visible en présence des composés CF-H4-CC2 et CF-H4/R9*-CC2 après traitement 

au bleu de trypan, confirmant encore cette différence de comportement en présence des 

peptides H4, avec une possible fuite des nanoparticules grâce aux résidus histidine. 

 

Le lysotracker présente une fluorescence ponctuée rouge intracellulaire pour toutes les 

conditions.  Les images indiquent une superposition partielle entre le lysotracker et les 

nanoparticules cœur-coquilles, en présence ou non des peptides à leur surface.  
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Figure 3.24. Images de microscopie confocale à fluorescence de cellules vivantes traitées au bleu de trypan 

après incubation des cellules CHO-K1 avec CC3 (contenant de la carboxyfluorescéine dans la couche de 

silice), CF-R9-CC2, CF-H4-CC2 ou CF-H4/R9*-CC2 (sans fluorophore dans la couche de silice) à 0,56 mM 

en fer pendant 6 h. La carboxyfluorescéine est représentée en vert, le lysotracker en rouge et le colorant 

Hoechst en bleu. Barres d'échelle : 20 µm. 

 

Une corrélation de fluorescence entre la carboxyfluorescéine et le lysotracker a été 

réalisée par traitement des images sur imageJ. Deux images contenant une dizaine de 

cellules/image ont été analysées, permettant d’obtenir le coefficient de corrélation de 

Pearson (PCC). Les valeurs obtenues sont comprises entre 0,2 et 0,4 pour toutes les 

conditions, indiquant un niveau de corrélation faible entre les nanoparticules cœur-

coquilles et les lysosomes (figure 3.25).  
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Figure 3.25. Valeurs de coefficient de corrélation de Pearson (PCC, Pearson’s correlation coefficient) 

obtenues pour la fluorescence de la carboxyfluorescéine de CC3, CF-R9-CC2, CF-H4-CC2 et CF-H4/R9*-

CC2 avec la fluorescence du lysotracker. Les données sont représentées en moyenne ± écart-type (n = 2). 

 

En conclusion, après 6 heures d’incubation, seule une minorité de nanoparticules cœur-

coquilles sont présentes dans des lysosomes. On note de plus que les peptides greffés à la 

surface des NP cœur-coquilles n’ont pas d’influence sur la distribution des nanoparticules 

dans les lysosomes.  

3.5.3. Visualisation de la distribution intracellulaire de la calcéine par 

microscopie confocale sur cellules vivantes 

Les images de microscopie confocale après 6 heures d’incubation étant prometteuses, 

nous avons poursuivi nos recherches pour évaluer la capacité des résidus histidine à 

induire l'échappement endosomal en réalisant des expériences de fuite de calcéine. Ce 

colorant fluorescent vert, lorsqu’il est incubé seul avec des cellules, est internalisé par 

endocytose et se retrouve en grande partie piégé dans les endosomes. Ce composé a été 

utilisé précédemment dans la littérature pour évaluer la capacité de nanomatériaux à 

perturber des vésicules endosomales.173 La libération de calcéine dans le cytosol permet 

en effet une mesure indirecte de la perturbation des endosomes causée par exemple par 

des nanoparticules de polymère sensible au pH.174 Pour éviter la compétition lors de la 

visualisation de la fluorescence verte de la calcéine, des versions non fluorescentes des 

azidopeptides R9*, H4* ont été conjuguées aux nanoparticules cœur-coquilles contenant 

de la rhodamine. Des cellules CHO-K1 ont alors été co-incubées avec les hybrides 

résultants R9*-CC1, H4*-CC1 et de la calcéine pendant 6 heures. Les nanoparticules 

cœur-coquilles bi-fonctionnalisées (porteuses des deux peptides), n’ont pas été étudiées 
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dans cette expérience, leur comportement étant similaire à celui des NP fonctionnalisées 

par le peptide H4 seul.  

 

Il est à noter que la calcéine est une molécule chargée négativement, alors que les 

nanoparticules cœur-coquilles sont chargées positivement. Lors de la co-incubation de la 

calcéine et des nanoparticules avec les cellules, la calcéine peut venir s’adsorber à la 

surface des NP cœur-coquilles par interactions électrostatiques. L'internalisation 

simultanée de la calcéine et des nanoparticules via endocytose a été confirmée par 

l’observation d’une colocalisation de la calcéine et de la rhodamine par microscopie 

confocale (figure 3.26a). De plus, grâce aux images de microscopie, une corrélation de 

fluorescence entre la calcéine et la rhodamine a été réalisée comme précédemment, en 

analysant trois images par condition (avec une dizaine de cellules/image) sur imageJ. Les 

valeurs de PCC obtenues sont comprises entre 0,8 et 0,9 pour toutes les conditions, 

indiquant un niveau de corrélation fort entre les nanoparticules cœur-coquilles et la 

calcéine (figure 3.26b). De plus, il est important de noter qu’une petite diminution de 

corrélation est observée pour CF-H4-CC1. 

 

 

Figure 3.26. a) Images de microscopie confocale à fluorescence de cellules vivantes après co-incubation de 

cellules CHO-K1 avec CC1, R9*-CC1 ou H4*-CC1 (0,56 mM en fer) et de la calcéine (160 µM) pendant 6 h. 

La rhodamine est représentée en rouge et la calcéine en vert. Barres d'échelle : 20 µm. b) Valeurs de 

coefficient de corrélation de Pearson (PCC, Pearson’s correlation coefficient) pour les images de 

microscopie confocale obtenues après 6 h d’incubation des composés CC1, R9*-CC1 et H4*-CC1 dans les 

cellules CHO-K1. Les données sont représentées en moyenne ± écart-type (n = 2). 
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Du fait de sa fluorescence verte, la calcéine peut être éteinte par le bleu de trypan 

lorsqu’elle est présente sur la membrane plasmique des cellules et dans le milieu 

extracellulaire.  L'analyse de la distribution de la calcéine par microscopie confocale sur 

cellules vivantes a été réalisée après traitement au bleu de trypan. Les images obtenues, 

figure 3.27, montrent que seules les cellules incubées avec H4*-CC1 présentent une 

fluorescence diffuse significative de la calcéine dans le cytosol et le noyau.  

 

 

Figure 3.27. Images de microscopie confocale à fluorescence de cellules vivantes CHO-K1 traitées au bleu 

trypan après co-incubation de CC1, R9*-CC1 ou H4*-CC1 (0,56 mM en fer) avec de la calcéine (160 µM) 

pendant 6 h. Une expérience témoin a été réalisée avec une incubation de calcéine (160 µM) seule. La 

calcéine est représentée en vert et le colorant Hoechst en bleu. Barres d'échelle : 20 µm.  

 

En revanche, on observe uniquement une fluorescence cytoplasmique ponctuée de la 

calcéine pour les cellules traitées avec les cœur-coquilles R9*-CC1 ou CC1 (figure 3.27). 
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De plus, des expériences contrôle ont été réalisées en incubant des cellules en présence 

de calcéine seule. Les images résultantes confirment une internalisation de la calcéine par 

endocytose.  

 

Une quantification de l'intensité moyenne de fluorescence observée dans le noyau lors de 

l'incubation avec les différents conjugués de nanoparticules a été réalisée sur trente 

cellules, afin d’évaluer l’échappement de la calcéine des endosomes. Les résultats 

montrent une nette augmentation de l’intensité de fluorescence pour les cellules traitées 

avec des nanoparticules liées au peptide H4 (figure 3.28). Ces données sont en accord avec 

une internalisation simultanée de la calcéine et des nanoparticules via endocytose, suivie 

d'une rupture des vésicules qui serait facilitée par le motif tétra-histidine entraînant la 

libération de calcéine des endosomes et sa redistribution dans le cytosol et le noyau 

(figure 3.29). 

 

 

Figure 3.28. a) Analyse d’une image de microscopie confocale à fluorescence de cellules vivantes CHO-K1 

traitées au bleu trypan après co-incubation de H4*-CC1 (0,56 mM en fer) avec de la calcéine (160 µM) 

pendant 6 h. La calcéine est représentée en vert. Les cercles jaunes représentent l’aire prise en compte pour 

mesurer l’intensité moyenne de fluorescence. Barres d'échelle : 20 µm. b) Analyse de l’intensité de 

fluorescence des images de microscopie confocale après 6 h d’incubation des NP CC1, R9*-CC1 et H4*-CC1 

avec la calcéine ou incubation de la calcéine seule (contrôle) et après traitement au bleu de trypan. Intensité 

de fluorescence moyenne correspondante de la calcéine trouvée dans le noyau. Les données sont 

représentées en moyenne ± SD (n = 30). **** : p < 0,0001. 
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Figure 3.29. Représentation de l’échappement endosomal de la calcéine grâce au peptide polyhistidine 

greffé sur les nanoparticules cœur-coquilles. 

 

Ces résultats sont comparables à ceux de Chen et al. et Galliani et al., qui ont utilisé le 

même type d’expérience de fuite de calcéine pour suivre l’échappement endosomal de 

leurs particules fonctionnalisées.175,176  

3.5.4. Visualisation de la distribution intracellulaire des nanoparticules 

cœur-coquilles par microscopie électronique à transmission 

Enfin, une étude de l’internalisation des NP a été réalisée par microscopie électronique à 

transmission (TEM) sur des coupes minces fixées de cellules incubées avec les différentes 

nanoparticules (CC1, CF-R9-CC1 et CF-H4-CC1) pendant 6 heures. La préparation des 

échantillons a été réalisée avec l’aide de Michaël Trichet (Institut de Biologie Paris-Seine 

(IBPS), service de microscopie électronique). 

 

La visualisation des membranes intracellulaires est primordiale pour cette analyse. Elle 

permet de différencier les vésicules endosomales contenant des nanoparticules qui 

possèdent une membrane intègre, des vésicules qui présentent une membrane 

discontinue et dont les nanoparticules s’échappent. Une coloration des cellules au cyanure 

de potassium a donc été effectuée après la fixation des cellules et avant l’inclusion des 

cellules dans la résine pour augmenter le contraste des membranes lors de l’observation 

au microscope électronique à transmission (figure 3.30). Il est possible de visualiser les 

deux cas de figure : une membrane continue avec les nanoparticules piégées à l’intérieur 

des endosomes, ou une rupture ou interruption de la membrane et un échappement des 

nanoparticules (flèches blanches sur la figure 3.30) dans le cytosol. Il est également 
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intéressant de noter que les nanoparticules cœur-coquilles sont parfaitement 

identifiables dans la cellule avec leur cœur d’oxydes de fer en noir et la couche de silice en 

gris foncé. Les images de TEM ont été réalisées par Michaël Trichet (IBPS). 

 

 

Figure 3.30. Images de TEM de cellules CHO-K1 incubées avec des nanoparticules cœur-coquilles 

fonctionnalisées ou non avec les peptides (0,56 mM en fer) pendant 6 h. La ligne rouge correspond à la 

membrane autour des vésicules, qui est continue pour les endosomes ayant une membrane intègre ou qui 

s’interrompt lors d’échappement de NP des endosomes. Les flèches blanches correspondent à une rupture 

de la membrane. Barres d'échelle des 2 images à gauche : 500 nm ; barres d'échelle des autres images : 

200 nm.  

 

Les images de TEM (figure 3.31) montrent que les nanoparticules (CC1, CF-R9-CC1 ou 

CF-H4-CC1) internalisées, sont essentiellement localisées dans des vésicules, en accord 

avec nos expériences de microscopie confocale. Les études de TEM après incubation de 

cellules avec différentes nanoparticules décrites par Di Corato et al., ont également 

montré les nanoparticules à l’intérieur d’endosomes.95 Cependant, lors de nos analyses 

d’images, nous avons pu observer des évènements de rupture de membrane endosomale 

(figure 3.31), ceux-ci semblent plus fréquents pour les cellules traitées avec les 

nanoparticules fonctionnalisées avec le peptide polyhistidine CF-H4-CC1 par rapport aux 

nanoparticules CF-R9-CC1 et CC1. La rupture de la membrane endosomale engendre une 

« fuite » des NP. 
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Figure 3.31. Images de TEM de cellules CHO-K1 incubées avec CC1, CF-R9-CC1 ou CF-H4-CC1 (0,56 mM 

en fer) pendant 6 h. Barres d'échelle colonne de gauche : 10 µm ; barres d'échelle colonne du milieu : 

500 nm ; barres d'échelle colonne de droite : 200 nm. Sur ces images, les NP CC1 sont visualisées dans un 

endosome, les NP CF-R9-CC1 dans un endosome qui a fusionné avec un endosome tardif et les NP CF-H4-

CC1 s’échappent d’un endosome.  

 

Les images de TEM obtenues sont donc très intéressantes mais peu de cellules ont pu être 

observées (environ cinq cellules pour chaque condition) et donc un nombre restreint 

d’évènements cellulaires ont pu être analysés. Pour renforcer ces observations 

préliminaires, Michaël Trichet (IBPS) a automatisé les acquisitions d’images avec un 

microscope électronique en transmission à balayage (STEM) et nous avons choisi de 

comparer les NP cœur-coquilles sans peptide, et celles fonctionnalisées par le peptide H4. 

 

Analyse par microscope électronique en transmission à balayage  

La quantification des évènements intracellulaires associés à la présence de NP a été 

réalisée pour les cellules incubées avec CC1 et CF-H4-CC1 en imageant deux carreaux de 



Chapitre 3 : Etude de l’internalisation des nanoparticules cœur-coquilles fonctionnalisées avec les 
peptides cationiques  

164 
 

grille de TEM. Les images obtenues correspondent cette fois-ci à environ quarante cellules 

et à plus de huit cents évènements pour chaque condition. Il est également à noter que 

dans toutes les observations en STEM, aucune indication d’une redistribution 

artéfactuelle des NP due à la préparation des échantillons n’a été observée (absence de 

trous faits par un déplacement des NP lors de l’ultramicrotomie par exemple). Le 

contraste des membranes a été ajusté lors du comptage des évènements pour éviter toute 

mauvaise interprétation due à un manque de contraste. Les évènements ont été classés 

en cinq groupes : les NP dans des endosomes précoces ; les NP dans des corps 

multivésiculaires (MVB) ou dans des endosomes tardifs ; les NP dans des 

autophagosomes ; les NP s’échappant des endosomes avec une rupture de la membrane et 

les NP libres dans le cytosol (figure 3.32). Certains évènements, ne pouvant pas être 

classés sans ambiguïté dans un groupe d’appartenance, n’ont pas été comptabilisés. 

 

 

Figure 3.32. Exemple d’image de STEM d’une cellule CHO-K1 après incubation avec les nanoparticules 

cœur-coquilles CC1 (0,56 mM en fer) pendant 6 h à 37 °C, lors du comptage manuel des différents 

évènements.  

 

Les cinq groupes utilisés pour le comptage des évènements cellulaires sont illustrés 

figure 3.33. A la différence des endosomes précoces, les endosomes tardifs ou MVB 
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contiennent de petites vésicules intraluminales (ILV), bien reconnaissables. Les 

endosomes précoces et endosomes tardifs ou MVB contiennent une simple membrane, à 

l’inverse des autophagosomes qui présentent une double membrane. L’autophagosome 

peut fusionner avec différentes parties du compartiment endo-lysosomal et permet 

également la dégradation de son contenu. Les endosomes précoces, endosomes tardifs, 

MVB et autophagosomes présentent une membrane intègre et on peut visualiser des 

nanoparticules piégées dans ces vésicules. Il est aussi possible d’observer des endosomes 

présentant une rupture ou discontinuité de leur membrane ou des vésicules avec des 

nanoparticules qui s’échappent (flèches blanches sur la figure 3.33) et dans quelques cas 

de visualiser des nanoparticules dans le cytosol sans aucune membrane les entourant 

(flèche rouge sur la figure 3.33).  

 

 

Figure 3.33. Images obtenues en STEM de cellules CHO-K1 après incubation avec les nanoparticules cœur-

coquilles CC1 ou CF-H4-CC1 (0,56 mM en fer) pendant 6 h à 37 °C. Les images représentent un exemple de 

chaque groupe de localisation des NP cœur-coquilles retenu pour le comptage manuel des différents 

évènements. Barres d’échelle : 300 nm. 

 

Les résultats du comptage manuel des différents évènements ont été résumés table 3.2 et 

figure 3.34. Il apparaît qu’après 6 heures d’incubation, les nanoparticules CC1 et CF-H4-
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CC1 sont majoritairement présentes dans les endosomes précoces (EE) à 55 % et 44 % 

respectivement. Le deuxième groupe d’évènement le plus représenté est la rupture de la 

membrane des endosomes avec la fuite des NP dans le cytosol (20 % des évènements pour 

CC1 et 33 % pour CF-H4-CC1). Peu de nanoparticules sont localisées dans les endosomes 

tardifs (LE) ou MVB (6 % des évènements pour CC1 et 2 % pour CF-H4-CC1) en accord 

avec nos expériences de colocalisation des NP avec le lysotracker par microscopie 

confocale (figure 3.24). En revanche, une part importante des nanoparticules cœur-

coquilles se trouvent dans des autophagosomes (14 % pour CC1 et 18 % pour CF-H4-

CC1). Il a été mentionné dans le chapitre 1, partie 1.6.1, que certaines nanoparticules sont 

connues pour activer ou provoquer l’autophagie dans certaines cellules.177,178 Nos 

nanoparticules d’oxyde de fer enrobées de silice semblent également induire l’autophagie. 

Une quantité d’autophagosomes plus importante a été retrouvée pour CF-H4-CC1 

comparé à CC1, cette observation pourrait suggérer une augmentation des 

autophagosomes due à l'échappement endosomal des NP. Enfin, une faible proportion des 

NP est retrouvée dans le cytosol sans aucune membrane les entourant (5 % pour CC1 et 

3 % pour CF-H4-CC1) (table 3.2, figure 3.34).  

 

 

Table 3.2. Résumé du comptage manuel des évènements cellulaires correspondant à la localisation des 

nanoparticules cœur-coquilles sur les images de STEM pour CC1 et CF-H4-CC1 après 6 h d’incubation avec 

les cellules CHO-K1 (0,56 mM en fer) à 37 °C. MVB = corps multivésiculaires. 

 

 



Chapitre 3 : Etude de l’internalisation des nanoparticules cœur-coquilles fonctionnalisées avec les 
peptides cationiques 

167 
 

 

Figure 3.34. Résumé du comptage manuel en pourcentage d’évènements cellulaires correspondant à la 

localisation des nanoparticules cœur-coquilles sur les images de STEM pour CC1 et CF-H4-CC1 après 6 h 

d’incubation avec les cellules CHO-K1 (0,56 mM en fer). EE = endosome précoce, MVB = corps 

multivésiculaires, LE = endosome tardif.  

 

Un test d’indépendance de χ² a été réalisé pour déterminer si la distribution cellulaire des 

nanoparticules était significativement différente dans les deux conditions (CC1 vs CF-H4-

CC1). L’hypothèse H0 consiste à considérer que les variables aléatoires sont 

indépendantes, et correspond à l’hypothèse : « la distribution des nanoparticules dans les 

cellules n’est pas liée à la présence du peptide polyhistidine ». A l’inverse, l’hypothèse H1 

considère que les variables aléatoires sont liées : « la distribution des nanoparticules dans 

les cellules dépend de la présence du peptide polyhistidine ». Les résultats de ce test ont 

montré une différence significative entre les distributions de CC1 et CF-H4-CC1. En effet, 

la valeur de χ² trouvée est égale à 64,44 et est bien supérieure à 18,47 (valeur seuil pour 

une erreur p < 0,001). L’hypothèse H0 est alors rejetée, la distribution des évènements est 

donc liée à la présence de polyhistidine à la surface des NP.  

 

Ces analyses confirment une rupture de la membrane des endosomes plus importante en 

présence des résidus histidine, certainement provoquée par la protonation de celles-ci 

lors de l’acidification des endosomes au cours de leur maturation.  
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3.6. Conclusion sur les études d’internalisation des différents 

systèmes 

Les nanoparticules cœur-coquilles seules et fonctionnalisées avec les peptides 

cationiques CF-R9 et CF-H4 n’induisent pas de cytotoxicité à 0,56 mM en fer après 6 et 

24 heures d’incubation avec les cellules CHO-K1. Leur stabilité en solution dans le milieu 

de culture (DMEM F-12 sans sérum) est limitée surtout en présence du peptide 

polyarginine, où une agrégation des NP est observée après 40 minutes d’incubation à 

37 °C.  

 

L’internalisation des conjugués peptide-nanoparticule a été comparée à celle des NP 

cœur-coquilles seules par différentes méthodes complémentaires. Lors d’une incubation 

de cellules CHO-K1en présence des différentes NP (CC1, CF-R9-CC1, CF-H4-CC1 et CF-

H4/R9*-CC1) à 0,28 mM en fer, la quantité de fer associée par cellule (à l’intérieur et sur 

les membranes) est similaire dans tous les cas. Néanmoins, lorsque les cellules sont 

incubées avec les NP à concentration plus élevée (0,56 mM en fer), la quantité de fer 

associée aux cellules est plus importante lorsque le peptide H4 et surtout le peptide R9 

est greffé à la surface des NP et elle augmente avec le temps d’incubation. La forte 

interaction des peptides avec la membrane plasmique a été mise en évidence en 

comparant les images de microscopie confocale des cellules vivantes incubées avec les NP 

fonctionnalisées par les peptides grâce au traitement effectué avec le bleu de trypan.  

 

La distribution intracellulaire des NP seules ou en présence des peptides polyarginine et 

polyhistidine est similaire après 2 heures d’incubation, l’internalisation s’effectuant par 

endocytose. Le CPP R9 non conjugué pénètre dans la cellule par translocation et par 

endocytose mais une fois greffé sur les NP ne permet pas la translocation des conjugués. 

Le peptide H4 seul est quant à lui très faiblement internalisé dans les cellules, 

probablement du fait de sa charge globale nulle à pH 7,4. Il est néanmoins visualisé dans 

quelques endosomes, même après un temps d’incubation long (6 heures). Dans ces 

conditions, il ne semble donc pas promouvoir la fuite endosomale. Au contraire, les NP 

fonctionnalisées avec le peptide H4 sont internalisées très efficacement dans les cellules, 

probablement du fait des fonctions amine présentes à la surface des NP. De manière très 

intéressante, l’augmentation du temps d’incubation avec les cellules, de 2 à 6 heures, des 
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NP fonctionnalisées par H4 a permis la détection d’une fluorescence verte plus diffuse à 

l’intérieur des cellules faisant penser à une distribution cytosolique et donc à un 

échappement des NP des endosomes. Cette observation a pu être confirmée par des tests 

de fuite endosomale de la calcéine co-incubée avec les NP. Seules les cellules incubées 

avec les NP contenant des histidines à leur surface montrent une fluorescence diffuse de 

la calcéine, dans la cellule et en particulier dans les noyaux.  

 

La rupture des membranes des endosomes a été mise en évidence par microscopie 

électronique à transmission. Le nombre d’évènements correspondant à une fuite 

endosomale est plus élevé lorsque le peptide H4 est utilisé pour fonctionnaliser les NP, 

confirmant la capacité de ce peptide lorsqu’il est greffé sur les nanoparticules à induire 

une perturbation de la membrane des endosomes.  
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Ce travail de thèse a porté sur le développement d’un nouveau système composé de 

peptides cationiques couplés à des nanoparticules magnétiques (NPM) permettant 

d’atteindre le cytosol des cellules. L’objectif à plus long terme est de pouvoir manipuler 

individuellement les NPM au niveau intracellulaire et ainsi pouvoir les stimuler 

thermiquement et contrôler leur diffusion par un gradient de champ magnétique. Pour 

cela, nous avons synthétisé des nanoparticules de type cœur-coquilles comportant un 

cœur d’oxyde de fer enrobé d’une couche de silice fluorescente. La silice a été bi-

fonctionnalisée par des fonctions amine et des chaînes PEG. Les nanoparticules 

synthétisées sont chargées positivement à pH physiologique et mesurent une quarantaine 

de nanomètres. Nous avons montré que ces nanoparticules cœur-coquilles conservent 

leur caractère superparamagnétique en présence de la couche de silice. Les NP ont ensuite 

été fonctionnalisées par un lien réagissant sur les fonctions amine, permettant 

l’introduction d’un alcyne contraint, le DBCO, à la surface des nanoparticules pour leur 

fonctionnalisation par chimie click sans cuivre.  

 

Par ailleurs, deux types de peptides cationiques ont été synthétisés, les peptides R9 et H4 

afin de tester deux approches différentes pour promouvoir l’accès des NP dans le cytosol. 

Le CPP R9 est connu pour être internalisé dans les cellules par translocation de la 

membrane plasmique, lui permettant de rejoindre le cytosol, alors que les séquences 

polyhistidines peuvent favoriser un échappement des endosomes par effet « éponge à 

protons ». Les peptides synthétisés en stratégie Fmoc possèdent un azoture permettant 

leur greffage covalent à la surface des nanoparticules par réaction avec le DBCO. De plus, 

les peptides sont fluorescents, ceci a permis le contrôle de la bonne fonctionnalisation des 

nanoparticules par microscopie à fluorescence après internalisation dans les cellules. Nos 

expériences ont ainsi permis de sélectionner un protocole de fonctionnalisation et 

purification des NP efficace. La versatilité du système a également permis une bi-

fonctionnalisation contrôlée de la surface des NP par deux entités (CPP/sonde). 

 

L’internalisation des NPM fonctionnalisées par les peptides a ensuite été étudiée in vitro 

sur des cellules CHO sauvages par différentes techniques complémentaires (cytométrie 

en flux, magnétophorèse et spectrométrie d’absorption atomique). Une étude de leur 

distribution intracellulaire a été réalisée par microscopie confocale et microscopie 

électronique à transmission. Il apparaît que les NP fonctionnalisées ou non par les 
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peptides sont internalisées par endocytose. D’après les études effectuées à 4 °C, en 

cytométrie en flux et en microscopie confocale, le peptide R9 ne permet pas la 

translocation des NP. Cependant, nous avons pu montrer que le peptide comportant 

uniquement quatre résidus histidine favorise l’échappement des NP des endosomes. Ceci 

a été mis en évidence à la fois par des expériences de co-incubation de la calcéine avec les 

NP, et les observations par microscopie électronique. Il est vraisemblable que la fuite 

endosomale des NP soit liée à la protonation des histidines au pH acide des endosomes, 

induisant une perturbation de la membrane de ces organites. Les images de STEM ont en 

effet fait apparaître des endosomes possédant une membrane endommagée, ce 

phénomène étant plus fréquemment observé dans les cellules incubées avec les NP 

porteuses de peptides H4 par rapport aux cellules incubées avec les NP sans peptides. En 

revanche, lorsqu’il n’est pas conjugué aux nanoparticules, le peptide H4 n’est pas capable 

de sortir des endosomes. Ces résultats s’expliquent probablement par le fait que les NP 

pénètrent très efficacement par endocytose. Les concentrations endosomales en résidus 

histidine obtenues sont donc bien supérieures lorsque le peptide H4 est conjugué aux NP 

par rapport au peptide non conjugué. Ces expériences suggèrent donc que la 

déstabilisation des endosomes requiert une concentration endosomale élevée en résidus 

histidine. L’effet synergique entre les NP et le peptide oligo-His est donc très important, 

permettant d’obtenir une concentration endosomale suffisante en résidus histidine pour 

déclencher une fuite endosomale. 

 

Nous avons donc réussi à développer un système nanométrique, permettant d’atteindre 

le cytosol grâce aux peptides. Néanmoins, une optimisation des conditions d’incubation 

ou de la fonctionnalisation du système est certainement possible pour obtenir une fuite 

endosomale plus efficace. La concentration en histidine dans les endosomes étant un 

critère qui semble important, on pourrait augmenter le temps d’incubation des NP avec 

les cellules. Nous avons vu qu’il n’était pas possible d’augmenter le taux de greffage du 

peptide polyhistidine, du fait de la déstabilisation des NP. Pour obtenir une concentration 

endosomale en résidus His plus élevée, on pourrait envisager de greffer des séquences 

poly-His plus longues tout en conservant le même taux de greffage. Une alternative serait 

de greffer des séquences comportant à la fois un domaine polyhistidine et un domaine 

polyarginine, permettant de rétablir une répulsion électrostatique entre NP, il serait alors 

peut-être possible d’augmenter le taux de greffage du peptide. Il sera également 
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primordial de tester les NP sur différents types cellulaires et sur des lignées cancéreuses 

pour comparer le potentiel d’échappement endosomal des NP grâce aux polyhistidines.  

 

Par ailleurs, il serait intéressant de greffer à la surface des NP, en plus des polyhistidines, 

une autre molécule (molécule thérapeutique, protéine d’intérêt etc.) ayant une cible 

cytosolique ou nucléaire et permettant le suivi d’une activité biologique. Ceci pourrait 

notamment aider à optimiser les NP en permettant d’identifier plus directement les 

systèmes induisant un échappement endosomal efficace. Cette molécule pourra être liée 

de manière covalente soit par une liaison stable dans la cellule (en utilisant à nouveau la 

chimie click), soit par une liaison réversible, de façon à permettre sa libération dans le 

cytosol des cellules. Cette liaison réversible pourrait être possible par formation d’un pont 

disulfure. Le glutathion présent dans le cytosol des cellules permettra la réduction du pont 

disulfure, délivrant la molécule de la surface des NP qui pourra alors diffuser librement 

dans la cellule.  

 

J’ai participé à l’encadrement de Mélody Perret (stagiaire de master 2, janvier – juillet 

2021) qui a développé une stratégie de fonctionnalisation des NP via pont disulfure en 

greffant une séquence polyhistidine à la surface de NP cœur-coquilles, comme indiqué 

dans la figure ci-dessous. La synthèse s’est révélée complexe du fait de l’oxydation très 

rapide des fonctions thiol introduites à la surface des nanoparticules et de la faible 

stabilité colloïdale résultant probablement de la formation de ponts disulfure entre 

nanoparticules. Différentes stratégies ont été testées. Une voie de synthèse efficace a pu 

être identifiée, elle implique la réaction des fonctions thiol des nanoparticules avec le 

DTNB (acide 5,5-dithio-bis-(2-nitrobenzoïque)). Cette étape permet à la fois de protéger 

les fonctions thiol des nanoparticules, évitant la formation de ponts disulfure entre 

nanoparticules, et de les activer vis-à-vis de la formation de ponts disulfure avec les 

peptides comportant une Cys libre.  
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Stratégie de fonctionnalisation des NP avec des peptides par la formation de ponts disulfure. 

 

L’étude du clivage du lien disulfure a déjà été réalisée en solution, dans un milieu 

contenant du glutathion et s’est révélée efficace. Les résultats sont donc prometteurs et 

l’étude de l’internalisation cellulaire de ces NP fonctionnalisées est la prochaine étape de 

ce projet pour notamment étudier la réduction du lien disulfure dans les cellules.  

 

Par ailleurs, la manipulation des NP pour diverses applications mentionnées dans 

l’introduction de ce manuscrit, serait possible grâce à la présence des NP dans le cytosol, 

ne nécessitant plus la microinjection de NP dans les cellules. Il serait intéressant alors 

d’observer si les NP fonctionnalisées avec les polyhistidines peuvent être attirées par un 

gradient de champ magnétique dans le cytosol. La contrainte du point de vue physique est 

de pouvoir générer un gradient fort à proximité des NPM sachant qu’il décroit de manière 

exponentielle avec la distance à l’aimant. Cette expérience nécessite donc la mise en place 

d’un gradient de champ suffisamment fort (100 - 1 000 T/m) à l’aide d’une pointe 

magnétique par exemple.  

 

 

Images obtenues après microinjection de nanoparticules magnétiques (visualisées en rouge) dans des 

cellules. Au voisinage de la pointe magnétique, une accumulation des NPM est observée (encerclée en 

blanc). La pointe magnétique est également fluorescente due à l’attraction des NPM dans le milieu.  
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La manipulation de particules magnétiques dans le cytosol permettrait alors d’envisager 

le recrutement et la concentration de protéines d’intérêt impliquées par exemple dans les 

mécanismes de croissance ou de différenciation cellulaire. Cette étape représente un 

challenge très important car la manipulation intracellulaire n’a jamais été décrite à notre 

connaissance après internalisation des NPM mais seulement avec l’utilisation de 

méthodes invasives permettant l’entrée des NP dans la cellule. 

 

De plus, comme décrit dans l’introduction de ce manuscrit, les propriétés d’hyperthermie 

des NPM chutent lorsqu’elles sont piégées dans les endosomes. Le fait que les séquences 

oligo-His greffées à la surface des NPM aient favorisé l’échappement des endosomes 

pourrait avoir une influence sur l’échauffement généré et donc sur la mort cellulaire. Les 

conditions d’hyperthermie (fréquence, intensité du champ magnétique) doivent être 

optimisées tout en restant en deçà du seuil toléré pour les applications in vivo 

(f.H < 4,85.108 A/m/s). Les mécanismes d’apoptose étant déclenchés pour des 

températures de l’ordre de 42-43 °C, on peut imaginer que la quantité de NPM dans le 

cytosol doit à la fois être plus importante et que celles-ci ne doivent pas être agrégées ce 

qui aurait pour conséquence de diminuer leur pourvoir chauffant. Une alternative à cette 

approche d’échauffement global serait d’exploiter leur échauffement local sachant que la 

température estimée à proximité des NPM est d’environ 60-65 °C. Ces estimations 

reposent sur des expériences de dépliement de brins d’ADN ou de transitions de phases 

de polymères. Il est important de préciser qu’elles sont réalisées sans élévation globale 

de température. A l’échelle cellulaire cette génération locale de chaleur pourrait être 

utilisée pour cibler de protéines thermosensibles ou pour activer des canaux ioniques. 
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1. Réactifs chimiques 

Les réactifs chimiques et biologiques ont été obtenus auprès des fournisseurs suivants :  

Fmoc-His(Trt)-OH, Fmoc-Trp(Boc)-OH, Fmoc-Lys(Alloc)-OH: Iris BiotechGmbH. 

Résine Rink Amide AM, DIC, HOBt, HBTU, DIEA Pd(PPh3)4, PhSiH3, Fmoc-ε-Ahx-OH, N3-

CH2-COOH, Tétraéthylorthosilicate (TEOS), 3-aminopropyltriéthoxysilane (APTS), 

rhodamine B isothiocynate (RITC), citrate de sodium, diméthylsulfoxyde (DMSO), 

Dibenzocyclooctyne-PEG4-N-hydroxysuccinimidyl ester, tampon d’acide 3-(morpholino) 

propane-1-sulfonique (MOPS), tampon d’acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine-éthane-

sulfonique (HEPES), Hanks balanced salt solution (HBSS), sérum bovin fétal (FBS), bleu 

trypan colorant Hoechst 33342, calcéine, glutaraldéhyde, résine Epon et acide 

chlorhydrique 37% : Merck.  

DMF, acétonitrile, TFA, dichlorométhane, pipéridine, ammoniaque (22.5%) et acide 

citrique : Carlo Erba.  

Chlorure ferrique, chlorure ferreux, nitrate ferrique, acétone, éther diéthylique, éthanol 

(96%), acide nitrique (68%) : VWR.  

2-(méthoxy(polyéthylenéoxy)propyl)triméthoxysilane (PEOS) : Gelest.  

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM-F12), pénicilline, streptomycine, 

amphotéricine B et trypsine-EDTA (0,05 %) : Gibco.  

Lactacte dehydrogenase (LDH) et LysoBrite NIR : Invitrogen.  

2. Protocole général de synthèse et caractérisations des peptides 

2.a. Synthèse des peptides 

Les peptides ont été synthétisés sur support solide, en stratégie Fmoc. Le segment 

peptidique Arg9 a été assemblé par synthèse automatique assistée par micro-onde par 

Christophe Piesse (Plateforme d’ingénierie des protéines, service synthèse peptidique, 

IBPS, Sorbonne Université). L’élongation de cette séquence pour donner les peptides CF-

R9 et R9* a ensuite été réalisée manuellement en suivant les protocoles décrits ci-

dessous. Les peptides CF-H4 et H4* ont été synthétisés entièrement manuellement sur 

résine Rink Amide AM (taux de substitution 0,35 mmol/g de résine) avec une échelle de 

synthèse fixée à 0,1 mmol.  
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Les différentes étapes de synthèse de ces peptides sont résumées sur les figures ci-

dessous.  

 

 

Etapes de synthèse des peptides CF-R9 (pep = Arg9) et CF-H4 (pep = His4-Trp). 

 

 

 

Etapes de synthèse des peptides R9* (pep = Arg9) et H4*(pep = His4-Trp). 

 

Dans les protocoles généraux ci-dessous, le nombre d’équivalents est donné par rapport 

au peptide en élongation. 

 

Couplage manuel des acides aminés et du lien Fmoc-ℇ-Ahx-OH et déprotection des amines 

terminales 

Les résidus (Fmoc-Trp(Boc)-OH; Fmoc-His(Trt)-OH; Fmoc-Lys(Alloc)-OH ou Fmoc-ℇ-

Ahx-OH, 5 équiv.) ont été activés pendant 3 minutes par traitement avec une solution de 

HBTU (0,5 M dans du DMF; 4,5 équiv.) et de la DIEA (10 équiv.). La solution activée a 

ensuite été mise en contact de la résine pendant 30 minutes à température ambiante pour 

permettre le couplage du résidu. Après lavage de la résine par du DMF (2 x 2 mL), 

l’élimination du groupement Fmoc a été effectuée avec une solution de pipéridine 20 % 

dans le DMF (7 + 3 minutes). Après déprotection, la résine a été lavée 4 fois avec du DMF. 

La progression des réactions de couplage a été suivie par le test de Kaiser. 
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Couplage de la carboxyfluorescéine à l’extrémité N-terminale  

La 5(6)-carboxyfluorescéine (5 équiv.) a été activée  avec une solution de DIC (5 équiv.) 

et HOBt (10 équiv.) dans du DMF pendant 10 minutes. La solution activée a ensuite été 

ajoutée à la résine pendant 15 heures à température ambiante. Après couplage de la 

carboxyfluorescéine, la résine a été lavée 4 fois avec 2 mL d’une solution de pipéridine 

20 % dans du DMF puis encore 4 fois avec du DMF. 

 

Déprotection Alloc  

La résine a d’abord été lavée 3 fois avec du DCM anhydre. La déprotection sélective de la 

Lys(Alloc) a été réalisée en ajoutant une solution de Pd(PPh3)4 (0,25 équiv.), PhSiH3 (25 

équiv.) dans 2 mL de DCM anhydre à la résine pendant 1h30 sous argon à température 

ambiante. La résine a ensuite été lavée 6 fois avec une solution de pipéridine 20 % dans 

du DMF puis encore 4 fois avec du DCM et 4 fois avec du DMF. 

 

Conjugaison du groupe azido  

N3-CH2-COOH (5 équiv.) a été activé avec une solution de DIC (5 équiv.) et HOBt 

(10 équiv.) dans du DMF (2 mL) pendant 10 minutes. La solution activée a été ajoutée à la 

résine pendant 15 heures à température ambiante. Après couplage, la résine a été lavée 

4 fois avec du DMF. 

 

Test de Kaiser  

Le suivi des réactions de couplage et de déprotection a été réalisé par le test de Kaiser. Ce 

test colorimétrique permet la détection de fonctions amine libres sur la résine et donc 

d’évaluer l’efficacité d’une réaction de couplage. Trois solutions sont utilisées pour ce 

test : une solution de 5 g de ninhydrine dans 100 mL d’éthanol, une solution de 80 g de 

phénol dans 20 mL d’éthanol et une solution de 2 mL de cyanate de potassium (1 mM) 

dans 98 mL de pyridine. Après chaque couplage manuel, deux gouttes de chaque solution 

sont ajoutées à quelques billes de résine dans un tube hémolyse. Après chauffage à 100 °C 

pendant 3 minutes, la solution contenant la résine au préalable jaunâtre, ne change pas 

de couleur si le couplage de l’acide aminé est total (absence d’amines libres) et devient 

bleu foncé s’il est incomplet (présence d’amines libres). Si des amines libres sont 

détectées, un second couplage du résidu est réalisé. 
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Déprotection finale du peptide et clivage de la résine  

La résine a d’abord été lavée 2 fois avec du DCM puis 2 fois avec du MeOH avant d’être 

séchée sous vide. Le clivage a été réalisé par addition d’une solution de clivage (10 mL/g 

de résine, 95 % TFA, 2,5 % H2O, 2,5 % triisopropylsilane) pendant 4 heures à température 

ambiante. La résine a été éliminée par filtration et rincée une fois avec du TFA. Le TFA a 

été évaporé sous flux d’argon puis les peptides ont été précipités avec de l’éther 

diéthylique froid (15 mL) avant d’être incubés pendant 30 minutes à -20 °C. Les peptides 

ont ensuite été mis en culot par centrifugation puis les culots ont été séchés à l’air avant 

d’être solubilisés dans H2O distillée et lyophilisés. 

2.b. Caractérisation des peptides  

Les peptides ont été purifiés par HPLC sur un appareil Waters 2489, en phase inverse 

(colonne RP-C18, 5 µm, 250 x 16 mm, Macherey Nagel) en utilisant un débit de 10 mL/min 

et des gradients linéaires sur 30 minutes de solvant B/ A (solvant A : 0,1 % TFA dans H2O ; 

solvant B : 0,1 % TFA dans MeCN). Les peptides ont été détectés à 220 nm. La pureté des 

fractions a été évaluée par HPLC analytique (colonne RP-C18, 5 µm, 100 x 4,6 mm, Higgins 

Analytical) à un débit de 1 mL/min avec un gradient linéaire de solvant B/A sur 10 

minutes. Les fractions contenant les peptides purs souhaités ont été combinées et 

lyophilisées.  

 

Les peptides purs ont été caractérisés sur la plateforme MS3U (Sorbonne Université) par 

spectrométrie de masse MALDI-TOF (spectromètre Applied Biosystems 4700 ou AB Sciex 

Voyager DE-PRO) en mode positif réflecteur, en utilisant la résine CHCA (acide α-cyano-

4-hydroxycinnamique) à 10 mg/mL dans H2O/MeCN/TFA (1/1/0,01).  
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CF-R9, CF-Ahx-Lys(CO-CH2-N3)-(Arg)9-NH2 

Gradient pour purification : 10-40 % de solvant B/A en 30 min 

Gradient pour analyse : 1-60 % de solvant B/A en 10 min, tR = 7,6 min 

m/z attendue [M+H]+: 2106,19, m/z observées [M+H]+: 2078,40 et 2106,41 

 

 

Structure du peptide CF-R9. 

 

R9*, N3-CH2-CO-(Arg)9-NH2 

Gradient pour purification : 0-40 % de solvant B/A en 30 min 

Gradient pour analyse : 1-50 % de solvant B/A en 10 min, tR = 6,0 min 

m/z attendue [M+H]+: 1505,95, m/z observées [M+H]+: 1477,80 et 1505,79 

 

 

Structure du peptide R9*. 
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CF-H4, CF-Ahx-Lys(CO-CH2-N3)-(His)4-Trp-NH2 

Gradient pour purification : 1-30 % de solvant B/A en 30 min 

Gradient pour analyse : 20-60 % de solvant B/A en 10 min, tR = 5,8 min 

m/z attendue [M+H]+: 1435,59, m/z observées [M+H]+: 1407,92 et 1435,92 

 

 

Structure du peptide CF-H4. 

 

H4*, N3-CH2-CO-(His)4-Trp-NH2 

Gradient pour purification : 1-30 % de solvant B/A en 30 min 

Gradient pour analyse : 5-30 % de solvant B/A en 10 min, tR = 7,9 min 

m/z attendue [M+H]+: 835,36, m/z observées [M+H]+: 807,28 et 835,28 

 

 

 

Structure du peptide H4*. 

 

Lors de l’analyse MALDI-TOF, un pic supplémentaire a été trouvé pour tous les peptides 

( m/z: -28), suggérant une fragmentation du groupe azoture via l'expulsion de N2 

pendant l’analyse MALDI-TOF. 
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3. Protocole général de synthèse des nanoparticules cœur-coquilles 

3.a. Synthèse des nanoparticules de maghémite 

Les nanoparticules de maghémite γ-Fe2O3 ont été obtenues par la méthode de co-

précipitation de Massart.179 Une solution d'ammoniaque 22,5 % dans H2O (1 L) a été 

ajoutée à une solution acide d’ions fer (II) et fer (III) (180 g de FeCl2, 100 mL de HCl 37 %, 

500 mL de H2O distillée, 715 mL de FeCl3 27 %) et laissée sous agitation à température 

ambiante pendant 30 minutes. Après rinçage avec H2O distillée puis décantation 

magnétique, les nanoparticules de magnétite Fe3O4 obtenues ont été redispersées dans 

360 mL d'acide nitrique (52 %). L’oxydation des nanoparticules de magnétite obtenues a 

été réalisée en ajoutant une solution de nitrate de fer (III) (323 g) dans H2O distillée (800 

mL) et portée à ébullition (150° C) pendant 30 minutes pour donner des nanoparticules 

de maghémite γ-Fe2O3. Cette oxydation a été accomplie suivant la réaction d’oxydo-

réduction suivante : 

 

6 Fe3O4(s) + 2 NO3(aq)
− + 2 H(aq)

+  → 9 γ − Fe2O3(aq) + 2 NO(g) + H2O 

 

Cette réaction se traduit par un changement de couleur de la solution de noir à rouille. Les 

nanoparticules résultantes ont été lavées avec de l’acide nitrique (52 %, 360 mL), de 

l'acétone (3x, 1 L) et de l'éther diéthylique (2x, 0,5 L) avant d'être redispersées dans H2O 

distillée (1 L), donnant des nanoparticules de magnétite γ-Fe2O3 de taille polydisperse.  

 

Tri en taille 

Pour diminuer la polydispersité, un processus de tri par la taille a été effectué. L'ajout 

d'acide nitrique (52,5 %, 30 mL) a augmenté la force ionique, conduisant à la floculation 

des nanoparticules plus grosses, donc moins stables. Ces nanoparticules précipitées ont 

été séparées du reste du fluide magnétique, lavées avec de l'acétone (0,5 L) puis avec de 

l'éther diéthylique (0,3 L), et finalement redispersées dans H2O distillée. Le cycle de 

précipitation est ensuite répété pour obtenir plusieurs fractions de nanoparticules de 

différentes tailles. 
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Citratation 

Une stabilisation des nanoparticules magnétiques en milieu aqueux à pH 7 a été réalisée 

par addition de citrate de sodium. Le citrate est ajouté avec un rapport 0,13 par rapport 

au nombre de moles de fer. La solution est chauffée à 150 °C pendant 30 minutes puis 

lavée par décantation magnétique en utilisant de l’acétone et de l’éther diéthylique. Les 

nanoparticules ont été redispersées dans H2O distillée où elles sont stabilisées par 

répulsion électrostatique des charges négatives se trouvant à leur surface. 

3.b. Synthèse des nanoparticules cœur-coquilles  

La synthèse des nanoparticules cœur-coquilles découle d’une procédure sol-gel (synthèse 

de type Stöber) développée et optimisée au sein du laboratoire PHENIX.159 Avant le début 

de la synthèse des cœur-coquilles, une solution de rhodamine a été fonctionnalisée avec 

de l’APTS pour être incorporée dans la couche de silice. La rhodamine B isothiocyanate 

(10 mg) a été dispersée dans de l’éthanol (1 mL) et de l’APTS (9,5 µL) a été ajouté à la 

solution. Le mélange est agité pendant 15 heures avant d’être utilisé pour la synthèse des 

nanoparticules cœur-coquilles. Les NP cœur-coquilles sont synthétisées en deux étapes. 

Une dispersion de ferrofluide citratée triée (125 µL, [Fe] = 1,02 M) a été ajouté dans un 

mélange H2O:EtOH (1 :2). 112 µL de TEOS, 250 µL de NH3 30 % et 18,6 µL de rhodamine 

fonctionnalisée avec l’APTS ont été ajoutés et laissés réagir sous agitation pendant 

2 heures à température ambiante. L’enveloppe de silice a été fonctionnalisée par l’ajout 

de 39,1 µL de TEOS, 40,7 µL de PEOS et 19,7 µL d’APTS. Le mélange a été agité pendant 

15 heures à température ambiante. Les nanoparticules résultantes ont ensuite été rincées 

avec un mélange diéthyléther/éthanol (15:1) et redispersées dans 5 mL d’un tampon 

d’acide 3-morpholinopropane-1-sulfonique (MOPS 0,1 M, pH 7,4). La suspension est 

stable pendant plusieurs mois. 

3.c. Fonctionnalisation des nanoparticules cœur-coquilles avec le DBCO 

Les nanoparticules cœur-coquilles ont ensuite été fonctionnalisées par un alcyne 

stériquement contraint. L'ester de dibenzocyclooctyne-PEG4-N-hydroxysuccinimidyle 

(DBCO-PEG4-NHS, 1,9 μL correspondant à 0,06 équivalent ou 3,8 µL correspondant à 0,11 

équivalent, 10 mM dans DMSO) a été ajouté à une solution de dispersion cœur-coquilles 
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(100 μL, 26 mM) dans du MOPS (0,1 M, pH 7,4). Le mélange a été incubé pendant 1 heure 

à température ambiante. Les nanoparticules fonctionnalisées avec le DBCO ont ensuite 

été purifiées avec une colonne d'exclusion stérique Sephadex G-25 (colonnes PD10, GE 

Healthcare) et lavées avec du tampon HEPES (0,2 M, pH 7,4).  

4. Caractérisation des suspensions de nanoparticules  

4.a. Concentration en fer  

La concentration totale en fer de chaque échantillon a été déterminée par 

spectrophotométrie d’absorption atomique (AAS) à 248 nm (PerkinElmer Analyst 100). 

Avant les mesures AAS, les échantillons ont été dégradés à l’aide d’acide chloridrique 

37 % (500 µL) puis dilués dans de l’acide nitrique 2 %. 

4.b. Diffusion dynamique de la lumière (DLS, Dynamic Light Scattering) 

La diffusion dynamique de la lumière est une technique de mesure établie et précise pour 

caractériser la taille hydrodynamique des nanoparticules en suspension. Cette taille 

comprend la couche de solvatation présente autour des nanoparticules et des molécules 

organiques en surface. Cette technique est basée sur le mouvement brownien des 

particules, cela indique que les particules plus petites se déplacent plus rapidement alors 

que les plus grandes se déplacent plus lentement dans le liquide. La lumière diffusée par 

les particules donne des informations sur la vitesse de diffusion et donc sur la distribution 

granulométrique. Le coefficient de diffusion (D) des particules est inversement 

proportionnel à la taille (dp, diamètre hydrodynamique) des particules d’après l’équation 

de Stokes-Einstein : 

 

𝐷 =  
k. T

3π. η. d𝑝
 

 

Avec k = constante de Boltzmann ; T = température ; η = viscosité. 
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Les mesures DLS ont été effectuées sur un appareil Malvern Nanosizer à 20 °C dans une 

cuve à base carrée. Le laser Hélium-Néon fonctionnait à 633 nm avec un angle fixe de 173°. 

L’intensité de diffusion d’une particule est reliée à son coefficient de diffusion par une 

fonction d’autocorrélation, ce qui permet de calculer la taille hydrodynamique des 

nanoparticules, en formulant l’hypothèse qu’elles sont sphériques. Chaque échantillon a 

été dilué dans du tampon MOPS (0,1 M, pH 7.4) ou dans du tampon HEPES (0,2 M, pH 7.4) 

et a été mesuré 6 fois combinant 60 mesures à 20 °C. 

 

L’analyse des résultats est possible en intensité, en nombre et en volume. Une analyse en 

intensité favorise les plus grandes nanoparticules car le signal diffusé est proportionnel à 

d4 (d = diamètre des particules). Une analyse en nombre favorise les particules les plus 

nombreuses, c’est pourquoi cette analyse a été utilisée pour les résultats obtenus. Une 

analyse en volume donne une moyenne entre l’analyse en intensité et en nombre. 

4.c. Potentiométrie zêta  

Le potentiel zêta permet de donner une information sur la charge de surface des 

nanoparticules présentes en suspension dans la solution. Les mesures de potentiel zêta 

ont été effectuées à l’aide d’un Zêtasiser développé par Malvern (Nanosizer). Chaque 

échantillon a été dilué dans de l’eau distillée pour ne pas avoir d’interférence de forces 

ioniques des différents solvants ou tampons, et a été mesuré trois fois, combinant 

60 mesures à 20 °C. Le résultat obtenu est directement donné en mV. 

4.d. Microscopie électronique à transmission (TEM) 

Les expériences de TEM ont été obtenues après avoir placé une goutte (5 µL) de la 

suspension aqueuse de NP diluée au 1/1000 sur une grille de cuivre revêtue d’un film de 

carbone. La grille a été laissée à l’air pendant quelques heures à température ambiante. 

L’analyse TEM a été réalisée avec un microscope électronique à transmission Jeol 100 cx 

fonctionnant à 100 keV. La TEM permet l’observation de la morphologie et de la surface 

avec un champ profond. La résolution des images peut aller jusqu’au dixième de 

nanomètre. Les images ont été réalisées sur la plateforme de microscopie de l’UFR de 
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Chimie (Sorbonne Université) par Aude Michel (Ingénieur d’étude, laboratoire PHENIX) 

et Sirine El Mousli (Doctorante, laboratoire PHENIX). 

4.e. Mesure de l’aimantation à saturation 

Le magnétomètre à échantillons vibrants (VSM) utilisé pour enregistrer les courbes 

d’aimantation a été développé au laboratoire à partir d’une alimentation commercialisée 

par Caylar. Le magnétomètre contient deux bobines pour imposer le champ magnétique H 

uniforme. L’échantillon va acquérir une aimantation M, qui va perturber le flux 

magnétique traversant les bobines de détection. Ces bobines constituent la boucle 

supraconductrice, et ce flux magnétique doit rester constant. L’induction d’un courant 

électrique dans le système, permettant de compenser la variation de flux magnétique due 

à l’aimantation de l’échantillon, est alors mesurée. Pour chaque mesure, le champ 

magnétique H imposé varie. La courbe d’aimantation de l’échantillon est alors tracée avec 

l’aide des courbes de calibration qui permettent de retrouver les valeurs d’aimantation M 

de l’échantillon pour chaque champ magnétique H. 

 

Les courbes d’aimantation dépendant du champ ont été mesurées à 300 °K en fonction du 

champ externe, dans la gamme de -9000 à +9000 A/m (150 points) pour obtenir une 

aimantation à saturation. Le moment magnétique enregistré (en emu) peut directement 

être converti en grammes de fer, du fait de l’aimantation à saturation du matériau 

(exprimé en emu/g de γ-Fe2O3). 

4.f. Hyperthermie magnétique en solution 

Les mesures d’hyperthermie magnétique ont été réalisées sur le Magnetherm 

commercialisé par Nanotherics avec des fréquences autour de 111,0 kHz, 334,0 kHz, 

471,5 kHz, 535,0 kHz, 629,5 kHz, 753,5 kHz et 1000 kHz correspondant à un champ 

respectif de 21,0 mT, 14,0 mT, 10,0 mT, 13,0 mT, 6,5 mT, 8,0 mT et 3,0 mT. L’échantillon 

de ferrofluide ou la suspension de NP cœur-coquilles (V = 500 µL) est introduit dans une 

bobine de cuivre, qui fait partie d’un circuit RLC résonnant produisant un champ 

magnétique AC dans la gamme de fréquences 100-1000 kHz. La bobine est refroidie par 

une circulation d’eau pour éliminer l’influence de gradients thermiques dus à 
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l’échauffement de la bobine. La température de la solution de ferrofluide a été mesurée 

avec une fibre optique (Fluoroptic, Luxtron Corp.) placée au centre de l’échantillon. 

L’augmentation de température a été modélisée à l’aide de l’équation de Box-Lucas 

indiquée ci-dessous : 

∆T =  𝛼(1 − 𝑒𝜆(𝑡−𝑡0)) 

 

Avec ΔT la variation de température mesurée, t le temps et t0 le temps de début 

d’application du champ magnétique. Les paramètres a et λ sont déterminés par la 

modélisation puis la SLP (Specific Loss Power, exprimée en W/g) des nanoparticules est 

calculée selon l’équation suivante : 

 

SLP = α. λ.
Cp

ϕm
 

 

Avec Cp la capacité calorifique de l’eau (4,19 J/g/K), et ϕm la fraction massique de γ-Fe2O3. 

  

La perte de puissance intrinsèque (ILP, Intrinsic Loss Power, exprimée en m².nH/kg) est 

dépendante de la fréquence f et du champ magnétique H et a été calculée avec l’équation 

suivante  : 

ILP =  
SLP

f. H²
 

4.g. Mesure quantitative des groupes fonctionnels amine à la surface des 

nanoparticules par la fluorescamine 

Des solutions standard d’APTS, 0 µM, 2 µM, 8 µM, 14 µM, 20 µM et 26 µM ont été préparées 

dans une solution de fluorescamine (0,2 M dans de l’éthanol 99 %). 20 µL des suspensions 

de nanoparticules ont été ajoutées dans 5 mL de solution de fluorescamine (0,2 M dans 

de l’éthanol 99 %). Les solutions ont été conservées à l'obscurité pendant 2 heures. Les 

spectres d'émission de fluorescence ont été enregistrés sur un spectrophotomètre à 

fluorescence Cary Eclipse commercialisé par Agilent ou sur un lecteur de plaques 

SpectraMax i3x commercialisé par Molecular Devices, en utilisant une gamme de 450 à 

600 nm et une longueur d'onde d'excitation à 390 nm. Sur la base de la courbe 

d'étalonnage de l’APTS, la concentration en NH2 de chaque échantillon a été déterminée. 
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4.h. Spectroscopie de fluorescence 

L’incorporation effective de rhodamine dans la couche de silice des cœur-coquilles a été 

étudiée par l’enregistrement d’un spectre de fluorescence. Les mesures ont été effectuées 

sur un spectrophotomètre à fluorescence Cary Eclipse commercialisé par Agilent. Les 

spectres d’émission de fluorescence ont été enregistrés dans la gamme de 550 à 650 nm 

en utilisant la longueur d’onde d’excitation à 540 nm.  

5. Fonctionnalisation des nanoparticules cœur-coquilles avec les 

peptides 

5.a. Mono-fonctionnalisation des nanoparticules avec les peptides 

Une solution de peptide CF-R9/R9* (19,0 µL, 1 mM dans H2O) ou CF-H4/H4* (9,53 µL, 

1 mM dans H2O) a été incubée avec une suspension de NP cœur-coquilles, préalablement 

fonctionnalisées avec 0,11 et 0,06 équivalents de NHS-PEG4-DBCO (100 µL, 18 mM dans 

HEPES 0,2 M, pH 7,4) respectivement, avec un rapport molaire 2:1 (NHS-PEG4-

DBCO:peptide). Le mélange est laissé à température ambiante pendant 15 heures. Le 

mélange a ensuite été purifié par ultrafiltration utilisant une Nanosep (10 kDa) en éluant 

4 fois avec de l’EDTA (2 mM) dans un tampon HEPES (0,2 M, pH 7,4), puis lavé 6 fois avec 

le tampon HEPES (0,2 M, pH 7,4). 

5.b. Bi-fonctionnalisation des nanoparticules avec les peptides 

Une solution de peptide CF-R9 ou R9* (9,53 µL, 1 mM dans H2O) a été incubée avec une 

suspension de cœur-coquilles préalablement fonctionnalisées avec 0,11 équivalent de 

NHS-PEG4-DBCO (100 µL, 18 mM dans HEPES 0,2 M, pH 7,4) avec un rapport molaire 4:1 

(NHS-PEG4-DBCO:peptide). Le mélange est laissé à température ambiante pendant 

5 heures. Une solution de peptide CF-H4 ou une solution de Rh-N3 (9,53 µL, 1 mM dans 

H2O) est ensuite ajoutée au mélange, alors laissé pendant 15 heures à température 

ambiante. Le mélange a ensuite été purifié par ultrafiltration utilisant une Nanosep 

(10 kDa) en éluant 4 fois avec de l’EDTA (2 mM) dans un tampon HEPES (0,2 M, pH 7,4), 

puis lavé 6 fois avec le tampon HEPES (0,2 M, pH 7,4). 
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6. Protocoles généraux des expériences cellulaires 

6.a. Culture cellulaire 

Les cellules d’ovaires d’hamster chinois, de type sauvage (CHO-K1) ont été cultivées dans 

un milieu de croissance DMEM-F12 supplémenté avec 10 % de sérum bovin fœtal (FBS 

inactivé par la chaleur), de la pénicilline (100 000 UI/L), de la streptomycine 

(100 000 UI/L) et de l’amphotéricine B (1 mg/L) dans une atmosphère humidifiée 

contenant 5 % de CO2 à 37 °C. La culture cellulaire a été réalisée avec l’aide de Delphine 

Ravault et Françoise Illien (Laboratoire des Biomolécules, Sorbonne Université). 

6.b. Test de cytotoxicité cellulaire (LDH) 

Les cellules CHO-K1 ont été ensemencées dans des plaques à fond plat 96 puits (15 000 

cellules/puits pour 6 heures d’incubation et 5 000 cellules/puits pour 24 heures 

d’incubation, dans 100 µL de milieu DMEM-F12 contenant 10 % de sérum FBS). Les 

cellules ont été incubées à 37 °C dans une atmosphère à 5 % de CO2 pendant 24 heures 

avant que le milieu ne soit retiré, et un nouveau milieu (sans sérum) contenant les 

nanoparticules précisées à différentes concentrations de fer (0,14; 0,28; 0,56 et 1,12 mM) 

a été ajouté. Pour les 24 heures d’incubation, 50 µL de DMEM-F12 contenant 5 % de FBS 

a été ajouté après 6 heures d’incubation cellulaire avec les nanoparticules. Après 6 heures 

et 24 heures totales d’incubation, la libération de LDH dans le milieu cellulaire a été 

analysée en utilisant le kit d'analyse de cytotoxicité CyQUANT ™ LDH (Invitrogen). Pour 

ceci, le surnageant de chaque échantillon (50 µL) a été transféré dans une nouvelle plaque 

à fond plat 96 puits afin que les cellules n’interfèrent pas à la lecture de l’absorption de la 

solution. Le mélange réactionnel du kit d’analyse (50 µL) a ensuite été ajouté. Après 

30 minutes d’incubation, une solution stop (50 µL) a été ajoutée et l’absorbance a été lue 

à 490 nm et 680 nm avec un lecteur de plaques SpectraMax i3x commercialisé par 

Molecular Devices. Les contrôles (activité LDH spontanée correspondant aux cellules 

incubées sans NP et activité LDH maximale correspondant aux cellules mortes après 

incubation avec 20 µL de triton 10 % (sans NP) pendant 30 minutes) et les calculs de 

pourcentage de cytotoxicité ont été effectués selon le protocole du fabricant, comme 

indiqué ci-dessous : 
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% cytotoxicité =  
activité LDH de l′échantillon − activité LDH spontannée

activité LDH maximum − activité LDH spontannée
. 100 

 

Les expériences ont été menées en triplicata.  

6.c. Test de viabilité cellulaire à la calcéine-AM 

Les cellules CHO-K1 ont été ensemencées dans des plaques à fond plat 96 puits (15 000 

cellules/puits pour 6 heures d’incubation et 5 000 cellules/puits pour 24 heures 

d’incubation, dans 100 µL de milieu F12 contenant 10 % FBS). Les cellules ont été 

incubées à 37 °C dans une atmosphère à 5 % de CO2 pendant 24 heures avant que le milieu 

ne soit retiré, et un nouveau milieu (sans sérum) contenant les nanoparticules précisées 

à différentes concentrations de fer (0,14; 0,28; 0,56 et 1,12 mM) a été ajouté. Pour les 

24 heures d’incubation, 50 µL de DMEM-F12 contenant 5 % de FBS a été ajouté après 

6 heures d’incubation des cellules avec les nanoparticules. Après 6 heures et 24 heures 

totales d’incubation, les cellules ont été lavées 2 fois avec du DMEM-F12 et 3 fois avec de 

l’HBSS. Une solution de calcéine-AM (5 µM, 100 µL) a été ajoutée dans chaque puit. Après 

30 minutes d’incubation, la fluorescence a été lue à 530 nm avec un lecteur de plaques 

SpectraMax i3x commercialisé par Molecular Devices. Les contrôles (fluorescence à 

530 nm maximale correspondant aux cellules incubées sans NP et fluorescence à 530 nm 

minimale correspondant aux cellules mortes après incubation avec 20 µL de triton 10 % 

(sans NP) pendant 30 minutes) et les calculs de pourcentage de viabilité ont été effectués 

selon le protocole du fabricant, comme indiqué ci-dessous :  

 

% cellules vivantes =
F(530)échantillon − F(530)min

F(530)max − F(530)min
. 100 

 

Les expériences ont été menées en triplicata. 

6.d. Analyse de l’internalisation des NP sur cellules fixées par microscopie à 

fluorescence ou microscopie confocale 

Les cellules ont été ensemencées dans des plaques de culture cellulaire à 12 puits 

contenant une lamelle en verre de 15 mm (100 000 cellules/puit dans 500 µL). Les 
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cellules ont été incubées dans du milieu de culture (DMEM-F12) contenant 10 % FBS à 

37 °C dans une atmosphère à 5 % de CO2 pendant 24 heures avant que le milieu ne soit 

éliminé, et remplacé par un nouveau milieu (sans FBS) contenant les nanoparticules 

spécifiées. Les cellules ont été incubées pendant 1 heure supplémentaire, puis lavées 

2 fois avec du milieu de culture (1 mL) et 3 fois avec de l’HBSS (1 mL). Les cellules ont été 

fixées dans 300 µL de paraformaldéhyde à 3 % dans de l’HBSS pendant 10 minutes, avant 

d'être lavées 2 fois avec 500 µL de HBSS. La lamelle a ensuite été retirée et une lame de 

microscope avec un milieu de montage fluoromount a été appliquée. Les cellules ont 

ensuite été imagées sur un microscope à fluorescence inversé Nikon Eclipse TE2000-S en 

utilisant une lentille d’objectif à immersion d’huile 100x ou sur un microscope confocal 

Leica TCS SP5 inversé en utilisant une lentille d'objectif à immersion d'huile 63x. 

6.e. Analyse de l’internalisation des NP sur cellules vivantes par microscopie 

confocale à fluorescence  

Les cellules CHO-K1 ont été ensemencées dans des boîtes à fond de verre (10 000 

cellules/puits dans 200 µL, µ-Slide 8 Well IbiTreat). Les cellules ont été incubées à 37 °C 

dans une atmosphère à 5 % de CO2 pendant 48 heures dans du milieu de culture DMEM-

F12 contenant 10 % FBS avant que le milieu ne soit retiré, et remplacé par un nouveau 

milieu (sans FBS) contenant les nanoparticules précisées (0,28 mM et 0,56 mM en fer dans 

150 µL). Les cellules ont été incubées pendant 2 heures ou 6 heures supplémentaires 

(pour 6 heures d’incubation, le milieu de culture a été remplacé par du milieu frais sans 

NP après 4 heures), puis lavées 2 fois avec du milieu de culture (200 µL) et 3 fois avec de 

l’HBSS (200 µL) avant d'ajouter le colorant Hoechst 33342 (4 μg par puit). Après 

incubation pendant 15 minutes supplémentaires à 37 °C, les cellules ont ensuite été lavées 

avec du milieu de culture (200 µL) avant d'ajouter de l’HBSS (200 µL). Les cellules ont 

ensuite été immédiatement imagées sur un microscope confocal Leica TCS SP5 inversé en 

utilisant une lentille d'objectif à immersion d'huile 63x (Plateforme de microscopie 

photonique de l’Institut de Biologie Paris-Seine, Sorbonne Université) Si nécessaire, du 

bleu trypan (100 µL) a été ajouté aux cellules avant l'imagerie. Les images finales ont été 

générées sous la forme d'une projection d'intensité maximale de sept images empilées en 

Z (image finale z = 0,9 µm) en utilisant FIJI ImageJ. Les valeurs PCC (Pearson correlation 

coefficient) ont été obtenues à partir de coloc2 en utilisant FIJI ImageJ. Trois images de 
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cellules représentatives (> 30 cellules) ont été utilisées pour calculer les valeurs de PCC, 

et les résultats sont présentés sous forme de moyenne ± écart type.  

 

Co-localisation avec le Lysotracker 

Le marquage des lysosomes a été effectué, après incubation des cellules avec le milieu 

contenant les nanoparticules spécifiées (0,56 mM en fer dans 150 μL), par l’ajout du 

LysoBrite NIR (1/500) pendant 10 minutes à 37 °C. Les cellules ont ensuite été lavées avec 

de l’HBSS (200 µL) puis traitées et imagées comme précisé ci-dessus.  

 

Expériences de fuite de calcéine 

Pour examiner les fuites de calcéine, les cellules ont été incubées avec du milieu DMEM-

F12 contenant un mélange des nanoparticules précisées (0,56 mM en fer dans 150 μL) et 

de calcéine (160 μM). Un traitement avec de la calcéine (160 μM dans 150 µL) seule a été 

effectué comme contrôle. Les cellules ont ensuite été traitées et imagées comme décrit ci-

dessus. L'intensité moyenne de fluorescence (MFI) des noyaux cellulaires a été mesurée 

à l'aide du logiciel FIJI ImageJ. Trois images représentatives avec 10 noyaux/image ont 

été utilisées pour obtenir le MFI pour chaque condition. Les données ont été exprimées 

en moyenne ± écart type et ont été analysées à l'aide d'une analyse de variance 

unidirectionnelle (ANOVA). **** valeur p<0,0001 a été considérée comme 

statistiquement significative. L'analyse statistique a été réalisée à l'aide du progiciel Prism 

(PRISM 8.0; GraphPad Software, USA). 

6.f. Cytométrie en flux après internalisation des cellules en suspension à 4 °C 

et 37 °C 

Les cellules CHO-K1 ont été ensemencées dans une boite de pétri de 100 mm de diamètre 

et ont été incubées à 37 °C dans une atmosphère à 5 % de CO2 jusqu’à atteindre 90 % de 

confluence. Les cellules ont été dissociées avec de la trypsine-EDTA (0,05 %) (2 mL) à 

37 °C pendant 3 minutes puis de l’HBSS a été ajouté (5 mL). Les cellules ont ensuite été 

centrifugées pendant 5 minutes à 850 g et redispersées dans du milieu de culture (1 mL) 

avant d’être comptées. Un million de cellules en suspension ont été incubées dans un 

microtube avec un nouveau milieu contenant les nanoparticules spécifiées (0,14 mM, 
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0,28 mM ou 0,56 mM en fer dans 1 mL) pendant 2 heures à 4 °C ou 37 °C sous agitation. 

Un traitement sans nanoparticules a été effectué comme contrôle et permettra d’en 

déduire l’auto-fluorescence des cellules. Les cellules ont ensuite été centrifugées à 850 g 

pendant 5 minutes. Les culots cellulaires ont été lavés avec de l’HBSS (1 mL) et mis en 

suspension dans de l’HBSS (500 µL). La moitié de la suspension cellulaire a été utilisée 

pour mesurer la fluorescence totale, l’autre moitié a été traitée avec du bleu trypan 

(0,2 %). La fluorescence des cellules individuelles a été mesurée par cytométrie en flux à 

l’aide d’un FACSCalibur (BD Biosciences) et analysée par le logiciel BD CellQuestTM. Les 

longueurs d’ondes étaient de 488 nm pour l’excitation et de 525 nm pour la détection. 

10 000 évènements ont été enregistrés pour toutes les conditions expérimentales. La 

fluorescence moyenne d’un échantillon a été obtenue en soustrayant l’autofluorescence 

des cellules de la fluorescence moyenne mesurée des cellules en présence des 

nanoparticules. 

6.g. Quantification de l’internalisation cellulaire des nanoparticules par 

cytométrie en flux  

Les cellules CHO-K1 ont été ensemencées dans des plaques de culture cellulaire à 12 puits 

(150 000 cellules/puit dans 500 µL). Les cellules ont été incubées à 37 °C dans une 

atmosphère à 5 % de CO2 pendant 24 heures dans DMEM-F12 contenant 10 % FBS avant 

que le milieu ne soit retiré, et un nouveau milieu (sans FBS) contenant les nanoparticules 

précisées (0,28 mM en fer dans 500 µL) a été ajouté. Les cellules ont été incubées pendant 

6 heures supplémentaires (le milieu de culture a été remplacé par du milieu frais sans 

nanoparticules après 4 heures), puis lavées 2 fois avec du milieu de culture (1 mL) et 3 fois 

avec de l’HBSS (1 mL). Les cellules ont ensuite été incubées avec de la trypsine-EDTA 

(0,05 %) (400 µL) à 37 °C jusqu’à décollement des cellules, puis du sérum bovin fœtal 

inactivé (100 µL) et du milieu de culture (1 mL) ont été ajouté. Les cellules sont ensuite 

comptées et centrifugées pendant 5 minutes à 850 g. Les culots cellulaires ont été lavés 

avec de l’HBSS (1 mL) et mis en suspension dans de l’HBSS (500 µL). La fluorescence des 

cellules individuelles a été mesurée par cytométrie en flux à l’aide d’un analyseur 

MASCQuant et analysée grâce au logiciel FlowJo par Laurence Petit (Ingénieure, INSERM) 

à la plateforme de microscopie photonique de l’Institut de Biologie Paris-Seine (Sorbonne 
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Université). 20 000 évènements ont été enregistrés pour toutes les conditions 

expérimentales.  

6.h. Quantification du fer dans les cellules par spectrométrie d’absorption 

atomique (AAS) 

Les cellules CHO-K1 ont été ensemencées dans des plaques de culture cellulaire à 12 puits 

(150 000 cellules/puit dans 500 µL). Les cellules ont été incubées à 37 °C dans une 

atmosphère à 5 % de CO2 pendant 24 heures avant que le milieu ne soit retiré, et un 

nouveau milieu contenant les nanoparticules précisées (0,28 mM ou 0,56 mM en fer dans 

500 µL) a été ajouté. Les cellules ont été incubées pendant 2, 4 et 6 heures 

supplémentaires, puis lavées 2 fois avec du milieu de culture (1 mL) et 3 fois avec de 

l’HBSS (1 mL). Les cellules ont ensuite été incubées avec de la trypsine-EDTA (0,05 %) 

(400 µL) à 37 °C jusqu’à décollement des cellules, puis du sérum bovin fœtal inactivé 

(100 µL) et du milieu de culture (1 mL) ont été ajouté. Les cellules sont ensuite comptées 

et centrifugées pendant 10 minutes à 850 g. Après élimination du surnagent, les cellules 

sont lysées, et les cœur-coquilles dégradées par traitement à l’acide chloridrique 37 % 

(100 µL) pendant 15 heures. Avant les mesures au spectrophotomètre d’absorption 

atomique, les échantillons sont dilués dans de l’acide nitrique 2 % (3 mL). 

6.i. Microscopie électronique à transmission avec les coupes de cellules 

Les cellules CHO-K1 ont été ensemencées dans des plaques de culture cellulaire à 12 puits 

contenant une lamelle en verre de 15 mm (30 000 cellules/puit dans 500 µL). Les cellules 

ont été incubées à 37 °C dans une atmosphère à 5 % de CO2 pendant 48 heures avant que 

le milieu ne soit retiré, et un nouveau milieu contenant les nanoparticules spécifiées 

(0,56 mM en fer dans 500 µL) a été ajouté. Les cellules ont été incubées pendant 6 heures 

supplémentaires (le milieu de culture a été remplacé par du milieu frais après 4 heures), 

puis lavées 2 fois avec du milieu de culture (1 mL) et 3 fois avec de l’HBSS (1 mL). Les 

cellules ont été fixées avec du glutaraldéhyde (2 %) dans du tampon cacodylate (0,1 M, 

pH 7,4) à température ambiante pendant 2 heures. Les cellules fixées ont été lavées 5 fois 

avec du tampon cacodylate (0,1 M, pH 7,4). Les échantillons ont ensuite été postfixés avec 

1 % de tétroxyde d'osmium contenant 1,5 % de cyanoferrate de potassium pendant 
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1 heure à température ambiante, puis progressivement déshydratés dans de l'éthanol (de 

50 % à 100 %) et inclus dans la résine époxy Agar 100. Des coupes minces (80 nm) ont 

été collectées sur des grilles de cuivre de 200 mesh, et contre-colorées avec du citrate de 

plomb avant observation avec un microscope électronique à transmission JEM-2100 

fonctionnant à 80 kV avec un filament LaB6 (plateforme de microscopie électronique de 

l’Institut de Biologie Paris-Seine, Sorbonne Université). Les images ont été enregistrées 

avec un CCD Veleta 2k x 2k monté sur le côté piloté par le logiciel iTEM (Olympus). La 

préparation des échantillons a été réalisée sur la plateforme de microscopie électronique 

de l’Institut de Biologie Paris-Seine (Sorbonne Université), avec l’assistance de Michaël 

Trichet. L’ultramicrotomie et les observations en TEM ont été réalisées par Michaël 

Trichet.  

6.j. Microscopie électronique en transmission à balayage (STEM) 

Les grilles de TEM précédemment observées ont été recouvertes de 2 nm de carbone à 

l'aide d'un appareil ACE600 (Leica microsystems). Les grilles ont été automatiquement 

imagées en mode d'imagerie Scanning-TEM (STEM) dans un microscope électronique à 

balayage (SEM) GeminiSEM 500 fonctionnant à 20 kV avec une ouverture de 20 µm et un 

mode courant élevé, piloté par le logiciel Atlas 5 (Carl Zeiss Microscopy). Un processus 

automatisé d'acquisition en mosaïque (assemblage de 25 ROI adjacents de 24,6 x 24,6 µm 

FOV) a généré une grande carte à haute résolution (FOV 100 x 100 µm, 1,7 Gpix, 

3 nm/pixel). Toutes les images ont été acquises en mélangeant des électrons collectés 

simultanément en mode Bright Field (BF) et en mode High Angular Annular Dark Field 

(HAADF). Les acquisitions ont été réalisés par Michaël Trichet et Alexis Canette 

(plateforme de microscopie électronique de l’Institut de Biologie Paris-Seine, Sorbonne 

Université). Deux de ces cartes ont été examinées pour CC1 et pour CF-H4-CC1, 

représentant plus de 40 cellules par condition. Les nanoparticules ont été divisées en 

5 classes, selon leur localisation : endosome, corps multi-vésiculaire (MVB), 

autophagosome, rupture de membrane et cytosol. Deux comptages manuels ont été 

réalisés à l'aide du logiciel FIJI ImageJ et du plugin Cell Counter (Total des événements : 

820 pour CC1 et 834 pour CF-H4-CC1). Les évènements qui n’ont pas pu être attribués à 

un groupe sans ambiguïté n’ont pas été comptabilisés. Les données ont été analysées à 

l'aide du test d'indépendance χ2. L’hypothèse H0 consiste à considérer que les variables 
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aléatoires sont indépendantes, et correspond à l’hypothèse : « la distribution des 

nanoparticules dans les cellules n’est pas liée à la présence du peptide polyhistidine ». A 

l’inverse, l’hypothèse H1 considère que les variables aléatoires sont liées : « la distribution 

des nanoparticules dans les cellules dépend de la présence du peptide polyhistidine ». CC1 

et CF-H4-CC1 contiennent un nombre fini de valeurs, I pour CC1 et J pour CF-H4-CC1. On 

dispose d’un échantillonnage de N données. Notons Oij l’effectif observé de données pour 

lesquelles CC1 prend la valeur i et CF-H4-CC1 la valeur j. Sous l’hypothèse 

d’indépendance, on s’attend à une valeur théorique Eij définie par l’équation : 

 

𝐸𝑖𝑗 =
∑ 𝑂𝑖𝑗

𝐽
𝑗=1 . ∑ 𝑂𝑖𝑗

𝐼
𝑖=1

𝑁
 

 

L’écart à tester T entre les effectifs observés (Oij) et les effectifs théoriques s’il y avait 

indépendance (Eij) est ensuite calculé à partir de la formule suivante : 

 

𝑇 = ∑
(𝑂𝑖𝑗 − 𝐸𝑖𝑗)²

𝐸𝑖𝑗
𝑖,𝑗

 

 

Les calculs du test sont résumés dans le tableau ci-dessous : 

 

 

Test du ꭕ², les valeurs correspondent aux évènements cellulaires obtenus lors du comptage à partir des 

images de STEM pour CC1 et CF-H4-CC1 après 6 h d’incubation avec les cellules CHO-K1 (0,56 mM en fer). 

EE = endosome précoce, MVB = corps multivésiculaires, LE = endosome tardif.  

 

L’écart critique se lit dans la table de la loi du χ² avec un degré de liberté correspondant 

à 4 pour notre étude. Les comptages et l’analyse des données ont été réalisés avec l’aide 

de Michaël Trichet.  
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