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Polymères chélatants pour la décorporation ciblée des actinides : application à l’os et aux 

poumons 

Une exposition massive des populations aux actinides et au plutonium en particulier pourrait 

intervenir suite à l'inhalation, ou à l’entrée dans l’organisme, de petites particules dispersées 

par le vent après un accident (explosion dans l'industrie nucléaire, acte de guerre…). La 

rétention et le devenir des particules inhalées dépendent de leur taille et de leur forme physico-

chimique. En règle générale, plus elles sont petites et moins solubles, plus elles sont 

dangereuses, car elles vont atteindre les alvéoles pulmonaires et seront principalement retenues 

pendant de longues périodes (décennies) dans les macrophages alvéolaires qui vont constituer 

de véritables sanctuaires vis-à-vis de ces radioéléments. Quant à la fraction soluble, capable de 

passer dans la circulation, ou en cas de blessures, le Pu(IV) (degré d’oxydation en milieu 

biologique) sera rapidement transféré et stocké dans le foie et les os où la dose délivrée pendant 

de longues périodes contribuera à divers effets délétères (cancers notamment). A l’heure 

actuelle, le seul traitement approuvé par la pharmacopée (en France notamment) et la FDA 

(Food and Drug Administration, aux Etats Unis) pour traiter une contamination interne par des 

actinides est l’administration, par voie intraveineuse (i.v), de sels de Diéthylène Triamine 

Pentaacétate (DTPA). L’efficacité de ce traitement reste surtout limitée aux formes solubles 

circulantes du Pu. De plus, la courte biodisponibilité du DTPA empêche cette thérapie par 

chélation d'exercer un effet réel sur les principaux compartiments de séquestration biologique 

(poumons, os, foie). Pour surmonter cette limitation et fournir une approche complémentaire à 

la thérapie de décorporation par le DTPA, nous développons des analogues polymériques du 

DTPA, basés sur un polyéthylèneimine (PEI) commercial, pour cibler indirectement ces sites 

de rétention. Ce travail de thèse fait suite à une thèse dans laquelle nous avons démontré que le 

PEI-MC (analogue polymérique structurel du DTPA) et le PEI-MP (analogue phosphonate) 

étaient capables, in vitro, de complexer le Th(IV), le Pu(IV) et l’U(VI) avec des efficacités 

comparables à celle du DTPA. Cette thèse constitue une première étude concernant les capacités 

de décontamination du PEI-MC et du PEI-MP vis-à-vis du Th(IV), utilisé comme analogue du 

Pu(IV), et incorporé sous forme soluble dans une matrice d'hydroxyapatite ou sous forme 

colloïdale (nanoparticules de Th) dans des macrophages afin de mimer au mieux des 

contaminations osseuses ou pulmonaires. La forte affinité du PEI-MP pour un des constituants 

majoritaires de la matrice osseuse, l’hydroxyapatite (HAp), son absence de cytotoxicité sur les 

cellules constitutives de l’os (ostéocytes et ostéoblastes), ainsi que des études 

thermodynamiques et cinétiques sur la décontamination de HAp, permettent d’envisager le 

développement du PEI-MP comme un candidat sérieux pour la décontamination du Pu(IV) 

séquestré au sein du tissus osseux. D’autre part, en combinant deux techniques (MET et ICP-

MS) nous avons réalisé un suivi in cellulo des étapes de la phagocytose liées à la contamination 

de macrophages par des nanoparticules de thorium. Nous avons ensuite évalué l’efficacité de 

chélation de nos molécules vis-à-vis de ces formes insolubles à l’aide d’expériences in vitro 

(mise en contact avec les nanoparticules) et in cellulo (sur des macrophages contaminés). Ces 

résultats préliminaires mettent en évidence des paramètres importants liés à la contamination 

des macrophages par les actinides tels que la vitesse d’internalisation des nanoparticules de Th 

et l’effet des chélates en fonction de la dose et du temps. Globalement, cette thèse, a permis de 

mettre en place une méthodologie rigoureuse qui permet maintenant de tester ces polymères 

chélatants en conditions physiologiques sur leur(s) cible(s) biologique(s) réelle(s) : os, poumons 

voire foie qui agissent tous les trois comme des sites de rétention vis-à-vis des actinides en cas 

de contamination. 

Mots-clés : actinides ; décorporation ; polymères chélatants ; DTPA ; PEI-MP ; PEI-MC 



Chelating polymers for targeted decorporation of actinides: application to the bones and 

lungs 

 

Human exposure to actinides and plutonium in particular can occur through the inhalation, or 

entry into the body, of small particles dispersed by the wind after an accident (incident in the 

nuclear industry or act of war …). The retention and the fate of the inhaled particles depend on 

their size and physicochemical form. Generally, the smallest and less soluble particles are the 

most dangerous, because they are capable of reaching the lung alveoli and will be mainly 

retained for long periods (decades) by the alveolar macrophages, which will act as sanctuaries 

for these radioelements. For the soluble fraction, capable of reaching the circulation, or in case 

of wounding, Pu(IV) (biological oxidation state) will be transferred very fast and stored in the 

liver and bones where the dose delivered over very long periods will contribute to various 

deleterious effects (cancers in particular). 

Currently the only treatment approved by the pharmacopoeia (in France especially) and the 

FDA (Food and Drug Administration, in the United States) to treat internal contamination by 

actinides is the intravenous (i.v.) administration of Diethylene Triamine Pentaacetate (DTPA) 

salts. However, the effectiveness of DTPA is mainly confined to circulating actinides (soluble 

forms). Furthermore, the short biodisponibility of DTPA prevents this chelation therapy from 

having a real effect on the main biological sequestration compartments (lungs, bones, liver). 

To overcome this limitation and to provide a complementary approach to the (DTPA) 

decorporation therapy, our group has ben developing polymeric analogues of DTPA, based on 

a commercial polyethyleneimine (PEI), to indirectly target these retention sites. In a previous 

project we have demonstrated that PEI-MC (a structural polymeric analog of DTPA) and PEI-

MP (phosphonate analog) are able, in vitro, of complexing Th(IV), Pu(IV) and U(VI) with 

efficiencies comparable to that of DTPA. This project is a first study of the decontamination 

capacities of PEI-MC and PEI-MP towards Th(IV), used as an a surrogate of Pu(IV), and 

incorporated in soluble form in a hydroxyapatite matrix or in colloidal form in macrophages in 

order to mimic as well as possible bone or pulmonary contaminations.  

The high affinity of PEI-MP for one of the major constituents of the bone matrix, 

hydroxyapatite (HAp), its absence of cytotoxicity toward bone constitutive cells (osteocytes 

and osteoblasts), as well as thermodynamic and kinetic studies on the decontamination of HAp, 

make it possible to consider the development of PEI-MP as a serious candidate for the 

decontamination of Pu(IV) sequestered within the bone tissue. On the other hand, by combining 

two techniques (TEM and ICP-MS), we carried out an in cellulo follow-up of the phagocytosis 

steps related to the contamination of macrophages by thorium nanoparticles. We then evaluated 

the chelation efficiency of our molecules towards these insoluble forms using in vitro (contact 

with nanoparticles) and in cellulo (on contaminated macrophages) experiments. These 

preliminary results highlight important parameters related to the contamination of macrophages 

by actinides such as the internalization rate of Th nanoparticles and the effect of chelates as a 

function of dose and time. 

Overall, this thesis has allowed to set up a rigorous methodology which allows now to test these 

chelating polymers under physiological conditions on their real biological target(s): bones, 

lungs and even liver which all three act as retention sites for actinides in case of contamination. 

 

Keywords: actinides; decorporation; chelating polymers; DTPA; PEI-MP; PEI-MC 
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Une contamination par les actinides peut survenir suite à un incident dans l’industrie nucléaire, 

un acte malveillant visant une centrale nucléaire ou l’explosion d’une bombe sale. La 

contamination par des actinides est un sujet de préoccupation majeure car ces radioéléments 

présentent à la fois une toxicité chimique et radiologique (émetteurs α). 

L'exposition massive des populations au plutonium, un des éléments emblématiques de la série 

des actinides, peut se faire par l'inhalation de petites particules dispersées par le vent et la 

poussière après un accident (explosion dans l'industrie nucléaire, acte de guerre, terrorisme...). 

Ils font d’ailleurs partie intégrante de la menace NRBC (nucléaire, radiologique, biologique, 

chimique). 

En outre, et même si elle demeure limitée à une faible partie de la population, les actinides sont 

couramment manipulés par les travailleurs de l’industrie nucléaire, en amont et en aval du cycle 

du combustible, ce qui les exposent à une éventuelle contamination cutanée. 

L’inhalation et la contamination par blessures représentent ainsi les deux voies d’exposition 

majeures à ces agents radiologiques. 

La rétention et le devenir de ces particules inhalées dépendent de leur taille et de leur forme 

physico-chimique. En règle générale, plus elles sont petites et moins solubles, plus elles sont 

dangereuses, car elles vont atteindre les alvéoles pulmonaires et seront principalement retenues 

pendant de très longues périodes (décennies) dans les macrophages alvéolaires pulmonaires. 

Quant à la fraction soluble, capable de passer dans la circulation, ou en cas de blessures, le Pu 

sera très rapidement transféré et stocké dans le foie et les os où la dose délivrée contribuera à 

divers cancers. 

Des contre-mesures existent, notamment avec des injections i.v de diéthylène triamine penta 

acétate (DTPA) sous forme calcique ou zincique mais leur efficacité reste surtout limitée aux 

formes solubles circulantes du Pu. De plus, la courte biodisponibilité du DTPA empêche cette 

thérapie chélatrice d'exercer un effet réel sur les trois compartiments de séquestration 

biologique mentionnés ci-dessus (poumons, os, foie). 
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Par ailleurs, afin de limiter l’impact d’une contamination, et d’élaborer des stratégies de 

prévention et au besoin de décontamination, les interactions de ces radioéléments avec 

l’Homme doivent être mieux comprises, or malgré un nombre élevé d’études, à l’heure actuelle, 

des interrogations subsistent sur des points clés, notamment le devenir exact des particules 

insolubles piégées au sein des macrophages alvéolaires. 

Pour surmonter cette limitation et fournir une approche complémentaire à la thérapie de 

décorporation du diéthylène triamine penta acétique acide (DTPA), nous développons des 

analogues polymériques du DTPA, basés sur un polyéthylèneimine (PEI) commercial, pour 

cibler indirectement ces sites de rétention. Cette thèse constitue, quant à elle, une première étude 

concernant les capacités de décontamination de ces polymères chélatants vis-à-vis du Th(IV), 

utilisé comme analogue du Pu(IV), et incorporé sous formes solubles et/ou colloïdales (pour 

l’approche pulmonaire) dans une matrice d'hydroxyapatite ou dans des macrophages afin de 

mimer au plus près les modèles osseux et pulmonaires ciblés par les actinides en cas de 

contamination réelle.  

Ce sujet de thèse pluridisciplinaire s’articule autour de deux parties : 

La première partie de cette thèse sera consacrée à la décorporation osseuse c’est-à-dire à l’étude 

de l’efficacité de nos polymères chélatants et notamment du PEI-MP (phosphonate) vis-à-vis 

d’une matrice osseuse contaminée. Ce dernier a été spécialement développé pour cibler la 

matrice osseuse. Ainsi, une matrice d’étude osseuse constituée d’Hydroxyapatite (HAp), 

principale composante minérale de l’os a pu être contaminée de manière uniforme avec du 

thorium (IV). La spectroscopie d’absorption des rayons X (EXAFS) a permis d’élucider la 

spéciation du thorium au sein de cette matrice et de s’assurer de sa chimisorption au sein de la 

HAp. Par analyse thermogravimétrique (ATG), l’affinité des polymères pour la HAp a pu être 

évaluée. Les courbes de charges et de cinétique liées à la décontamination de la matrice osseuse 

ont pu être obtenues. Enfin la cytotoxicité de nos polymères a pu être évaluée sur des cellules 

constitutives de l’os (ostéoblastes et ostéocytes). 

La deuxième partie est quant à elle basée sur la décorporation pulmonaire de particules 

insolubles de thorium par des polymères chélatants. Elle s’articule en plusieurs points. 
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Afin de mimer les particules insolubles de PuO2 séquestrées au sein des macrophages 

alvéolaires et travailler dans des conditions les plus proches d’une situation réelle, une synthèse 

de nanoparticules de thorium (NPs) insolubles a pu être réalisée. L’analyse par Microscopie 

Electronique en Transmission (MET) a permis d’analyser leur aspect (forme, taille, 

polydispersité). Leur spéciation a été analysée par spectroscopie EXAFS. La capacité de nos 

polymères à déplacer l’équilibre « solide-liquide » et donc à « solubiliser » le Th au sein de ce 

système a été évaluée. Cette étude a été réalisée grâce au dosage du Th dans les différentes 

fractions au moyen d’ICP-MS. Enfin des tests biologiques sur macrophages RAW 264.7 

(monocytes de rats) ont été réalisés. Un suivi, in cellulo, de l’internalisation de ces 

nanoparticules a permis de visualiser les différentes étapes de phagocytose et l’évolution des 

nanoparticules à l’intérieur des macrophages afin de permettre une meilleure compréhension 

du processus d’internalisation (localisation interne finale) et de mettre en évidence une 

éventuelle excrétion. Ce suivi a été réalisé par microscopie MET couplée à un dosage du Th 

non internalisé par ICP-MS pour s’affranchir des biais éventuellement provoqués par les 

différentes étapes de lavage nécessaires à la culture cellulaire. Une dernière partie a consisté à 

mettre au point un test sur des macrophages contaminés par les nanoparticules de Th et traités 

par nos polymères chélatants. L’imagerie MET a permis de visualiser qualitativement ces 

expériences tandis que des mesures du Th « excrété » (déterminé par ICP-MS) ont permis 

d’obtenir une analyse quantitative de la capacité de nos polymères à décontaminer le Th in 

cellulo. Cette étude a, par ailleurs, été complétée par l’évaluation de la cytotoxicité de nos 

polymères chélatants sur les macrophages. 

Ce mémoire de thèse est articulé autour de trois chapitres :  

Le premier présente les deux éléments majeurs de notre étude : le thorium et le plutonium, leur 

distribution en cas de contamination par inhalation ou de contamination par blessure, leur 

toxicité (détaillée de façon épidémiologique dans la mesure du possible) ainsi que les états de 

l’art sur les agents de décorporation actuels. Cette dernière partie met notamment en avant 

l’insuffisance des moyens de décontamination à l’heure actuelle, et la nécessité d’une stratégie 

complémentaire à celle du DTPA. 

Le deuxième chapitre est consacré à l’étude de l’utilisation de nos polymères (PEI-MP et PEI-

MC) sur la décontamination du Th soluble au sein d’une matrice osseuse, et de particules de 

thorium insolubles au sein des macrophages.  
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Une première étude s’attache à mesurer l’efficacité de décontamination de nos polymères sur 

une matrice minérale osseuse (HAp) contaminée au thorium, avec notamment une étude 

détaillée sur les profils thermodynamiques et cinétiques de cette décontamination. La deuxième 

étude est consacrée aux particules insolubles de Th (NPs de Th), notamment à leur 

comportement face à nos polymères chélatants. Une étude détaillée sur la phagocytose (capacité 

d’internalisation, phases de la phagocytose et trafic intracellulaire) par les macrophages RAW 

264.7 des NPs de thorium y est notamment présentée. Enfin une première approche de tests de 

décontamination in cellulo par nos polymères chélatants, de particules insolubles de thorium, y 

est proposée. 

Le troisième chapitre rassemble l’ensemble des méthodologies et protocoles mis en place au 

sein de cette thèse. 

Enfin une conclusion de ce travail ainsi que des perspectives sont proposées. 
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A. Introduction générale sur les actinides 

I Généralités sur les actinides 

Les actinides représentent une famille de 14 éléments du bas du tableau périodique de 

Mendeleïev. Ils s’échelonnent du thorium, Z = 90, au lawrencium, Z =103, (Tableau 1) et, 

correspondent au remplissage des électrons situés dans les orbitales 5f (de configuration 

électronique générale [Rn] 5fn6dm7s2). Les isotopes dont le numéro atomique est supérieur à 83 

(bismuth) étant tous radioactifs (atomes instables naturellement), tous les éléments de la famille 

des actinides sont des radioéléments.  

Tableau 1 : Les éléments de la famille des actinides. 

90Th 91Pa 92U 93Np 94Pu 95Am 96Cm 97Bk 98Cf 99Es 100Fm 101Md 102No 103Lr 

 

Souvent comparés aux lanthanides, étant donné leur structure électronique analogue 

([Xe]4fn5dm6s2  pour les lanthanides) il est important de noter que les 1ers éléments de la série 

des actinides possèdent des propriétés bien différentes des 1ers éléments de la famille des 

lanthanides.1 Il est admis que les premiers éléments de la famille des actinides (jusqu’à 

l’américium) possèdent des propriétés identiques à celles de l’uranium. En effet, bien que 

possédant comme les lanthanides des orbitales f très localisées, dues à l’écrantage réalisé 

respectivement par les orbitales 5s2 et 5p6 pour les lanthanides et 6s2et 6p6
 pour les actinides, 

les électrons de la couche 5f, moins localisés que ceux des couches 4f, sont à des niveaux 

d’énergies proches des orbitales 7s, 7p et 6d, permettant des hybridations entre ces différentes 

orbitales (Figure 1). 
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Figure 1 : Diagramme d’orbitales moléculaires de l’uranyle. 

 

Ainsi ils participent à la formation de liaisons chimiques avec les ligands, entrainant par 

conséquent un grand nombre d’états d’oxydation (+II à +VII) (Tableau 2). Par ce caractère, ils 

sont donc plus proches des métaux de transitions.  

Tableau 2 : Etats d’oxydation et configuration électronique des premiers éléments des 

actinides, en gras le degré d’oxydation le plus stable obtenu en solutions aqueuses, en italique 

les autres degrés d’oxydation possibles (spécifiques aux conditions du milieu).2 

Eléments Configuration électronique Etats d’oxydation 

Th  [Rn] 6d
2
7s

2  +IV 

Pa [Rn] 5f
2
6d

1
7s

2 +IV, +V 

U [Rn] 5f
3
6d

1
7s

2 +III, +IV, +V, +VI 

Np [Rn] 5f
4
6d

1
7s

2 +III, +IV, +V, +VI, +VII 

Pu [Rn] 5f
6
7s

2 +III, +IV, +V, +VI, +VII,  

 

Nous allons nous intéresser particulièrement aux premiers éléments de la série des actinides, et 

plus particulièrement au thorium (Z = 90) et au plutonium (Z = 94). 
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Le Th est rencontré principalement à un degré d’oxydation +IV (sauf conditions extrêmes). Le 

grand nombre d’états d’oxydation du Pu(+III à +VII) lui confère une chimie en solution 

particulièrement riche. Ils sont particulièrement sensibles à l’hydrolyse, formant facilement des 

réseaux macromoléculaires insolubles appelés formes colloïdales.  

II Le thorium 

Le thorium est le premier élément de la série des actinides. De numéro atomique 90, il a été 

identifié en 1829 par le chimiste suédois Jöns Jacob Berzelius, qui le nomme ainsi d’après Thor, 

le dieu du tonnerre dans la mythologie nordique.  

Dans la nature, il est retrouvé presque exclusivement sous forme d’un seul isotope : le thorium 

232, dont la demi-vie est très longue 14,05 ± 0,06 × 109
 années soit environ 3 fois l’âge de la 

Terre.3  

Il est le plus souvent retrouvé au sein de la monazite, un minéral constitué principalement de 

phosphate. On estime que les ressources actuelles en thorium sont d’environ 6,2 millions de 

tonnes avec une concentration dans la croute terrestre comprise entre 10 et 15 ppm.4 Cela reste 

néanmoins une estimation approximative. En effet, malgré son abondance, au sein de la croute 

terrestre, environ 3 fois supérieure à celle de l’uranium, ce métal n’est pas d’une haute 

importance stratégique. Le thorium n’étant pas fissile (éléments qui sont susceptibles de subir 

une fission, quelque soit l’énergie des neutrons qui les percutent) en lui-même, il n’est donc pas 

utilisable, tel quel, dans un réacteur à neutrons thermiques. Néanmoins, il peut, par absorption 

d’un neutron, se transmuter en uranium-233, qui est un excellent isotope fissile via la séquence 

de réaction suivante : 

 

 

La fission de l’uranium-233 produit des neutrons,  permettant de recommencer le cycle. Ce 

cycle de réaction est connu sous le nom de cycle du combustible nucléaire au thorium. 
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Même si le Th n’est, à l’heure actuelle, pas un métal d’importance stratégique, il pourrait être 

amené à le devenir dans les décennies qui viennent.  

En effet, en raison de la rapide déplétion des ressources en uranium, le thorium-232 est envisagé 

comme une solution viable pour le futur du nucléaire. La Chine vient notamment d’achever la 

construction de son premier réacteur nucléaire à sels fondus qui fonctionne au thorium. Une 

start-up française, NAAREA, développe actuellement des réacteurs à sels fondus qu’elle 

compte alimenter avec du thorium. 

Sa chimie en solution est moins complexe que pour d’autres éléments de la famille des actinides 

comme le plutonium en raison de sa présence uniquement au degré d’oxydation +IV. Etant le 

plus large cation tétravalent de la série des actinides, le Th4+
(aq) est aussi le moins hydrolysable.3 

En raison de sa taille, il est moins hydrolysable que beaucoup de cations multichargés tel que 

le Fe (III), il est donc possible de l’étudier pour une large gamme de concentrations à des valeurs 

de pH allant jusqu’à 4. Néanmoins il a tendance à subir des réactions de polynucléation et de 

formation de colloïdes au-delà de pH : 4. La Figure 2 présente l’hydrolyse du Th.   

 

Figure 2 : Diagramme de spéciation du thorium en milieu aqueux non complexant ([NaCl] : 

0,1 M, [Th4+] : 10-8 M).  
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III Le plutonium 

Elément central de la « course à la bombe », le plutonium a été découvert en 1940 par G.T. 

Seaborg à Berkeley.  

Contrairement au thorium, c’est un métal considéré comme principalement produit par 

l’Homme au sein des réacteurs nucléaires. Il n’est en effet pas présent en quantité pondérable à 

l’état naturel et est donc considéré comme principalement d’origine anthropogénique.5 De 

faibles quantités d’isotopes dit « naturels » sont retrouvées : du Pu-244 et Pu-239, issus de 

l’explosion des supernovas, et du Pu-239 issu de la fission spontanée de l’uranium-238. Les 

activités nucléaires humaines comme les tests atmosphériques des armes nucléaires, le 

retraitement du fuel, et les incidents nucléaires sont la principale source de Pu dans 

l’environnement.6 Le plutonium est produit dans les réacteurs nucléaires par les réactions 

nucléaires présentées en  Figure 3. 

 

Figure 3 : Réactions nucléaires conduisant à la formation de différents isotopes du plutonium 

et d’actinides mineurs.7 
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La production de plutonium de qualité militaire a pour but d’obtenir du Pu avec une abondance 

en Pu-239 élevée, en effet ce dernier est fissile alors que les isotopes 240 et 242 du plutonium 

ne le sont pas. 

Au sein des réacteurs nucléaires, le Pu-239 est produit suivant le schéma de désintégration 

suivant : 

 

 

La fission du Pu-239 via l’émission d’une particule produit une grande quantité d’énergie (2,3 

x 107 kWh.kg-1), en faisant une arme atomique de choix. Entre 1945 et 1975, les essais 

nucléaires atmosphériques ont disséminé environ 13 PBq de Pu-239 et Pu-240 dont 80 % dans 

l'hémisphère Nord.8 Néanmoins, depuis 1963, la plupart des pays réalisent désormais ces essais 

de façon « souterraine ». La principale contribution à l’augmentation du stock de plutonium 

dans les années à venir sera probablement celle d’origine civile. En effet, l’accroissement de 

l’utilisation d’énergie produite par les centrales nucléaires génère du combustible usagé 

contenant du plutonium (principalement Pu-239 et Pu-240). Des solutions permettent 

néanmoins la diminution de ce stock de Pu comme le recyclage du combustible usagé pour son 

utilisation sous forme de combustible « mélange d’Oxydes » (MOx). Ce combustible composé 

à 90 % d’uranium appauvri et d’environ 10 % en masse de plutonium9 est produit uniquement 

par l’usine française Melox (du groupe Orano). A l’heure actuelle, vingt-quatre réacteurs 

français sont autorisés à utiliser du MOx comme combustible.10 

Le plutonium a une chimie riche, comme la plupart des 1ers éléments de la série des actinides, 

on peut le retrouver sous plusieurs degrés d’oxydation : de +III à +VII. En milieu aqueux, on 

le retrouve sous des degrés d’oxydation allant essentiellement de +III à +VI : Pu3+, Pu4+, PuO2
+ 

et PuO2
2+. 
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Il possède notamment la particularité de pouvoir coexister sous ses 4 degrés d’oxydation 

(Figure 4) simultanément en milieu acide, due à la propension de Pu(IV) et Pu(V) à la 

dismutation. 

 

Figure 4 : Diagramme de Latimer du Pu en milieu HNO3 1 M à 25°C. Les potentiels sont 

exprimés en V par rapport à l’ESH.5 

 

Le plutonium est très sensible à l’hydrolyse. Les complexes hydroxo formés, peuvent donner 

lieu à la formation de réseaux macromoléculaires colloïdales, quasiment inertes à toute réaction 

chimique et particulièrement insolubles.5 La Figure 5 présente l’hydrolyse du plutonium.  
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Figure 5 :  Spéciation du plutonium (IV) dans l’eau ([Pu] = 2,5 mM) à 25 °C. Ce calcul a été 

réalisé à l’aide du logiciel JChess©. La précipitation du Pu n’a pas été prise en compte.11 

 

On observe une hydrolyse rapide du plutonium, à pH 1, presque l’intégralité du Pu4+ est sous 

forme d’hydroxydes.  

La connaissance de la spéciation du plutonium est primordiale. En effet, comme tous les 

actinides, le plutonium n’est pas métabolisé par les organismes vivants. Sa radioactivité fait de 

lui un élément toxique. A titre d’exemple la demi-vie de Pu-239 est suffisamment courte 

(24 065 ans) pour qu'un microgramme de matière subisse plus de 2000 désintégrations par 

seconde mais assez longue pour permettre à ce microgramme de se désintégrer à un taux 

approximativement constant pendant des milliers d’années.12 Sa biodistribution va notamment 

dépendre de sa spéciation. La plupart des formes chimiques du plutonium sont peu solubles et 

vont ainsi se retrouver piéger dans des organes de rétention (poumons, foie, os, reins…). 
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B. Toxicité des actinides  

I Les principaux modes d’exposition : généralités 

L’accumulation de données sur la biodistribution des actinides au sein du corps humain a 

commencé avec le projet Manhattan à la fin des années 1940. Principalement focalisées sur le 

plutonium dans un 1er temps, des données ont ensuite été obtenues sur l’uranium, le thorium… 

En fonction du mode de contamination (Figure 6), la voie biologique suivie par les actinides au 

sein du corps sera différente. Il existe 4 voies principales d’entrée et routes d’excrétion.

 

Figure 6 : Les principales voies d’entrée, de transfert et d’excrétion des radionucléides dans le 

corps.13 
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Chaque voie de contamination a un impact radiologique différent dépendant de la quantité 

absorbée, et de la biocinétique du radioélément (caractérisée par sa biodistribution au sein du 

corps, sa rétention au niveau des organes et son excrétion).  

La contamination interne par des émetteurs alpha comme le plutonium présente un défi majeur 

notamment dans la mise au point et l’application de contre-mesures. En effet, contrairement à 

une exposition externe à des rayons gamma, une contamination interne conduit, dans un 1er 

temps, au dépôt d’élément radioactif au sein du site de contamination (poumons en cas 

d’inhalation ou site de la blessure dans les autres cas), puis par la suite, au sein de tissus 

« cibles » qui retiennent ces éléments, occasionnant une exposition sur le long terme. Malgré 

les mesures de protection actuelles, les travailleurs du nucléaire restent exposés à un risque de 

contamination à différents stades du combustible nucléaire : préparation et recyclage du 

combustible, démantèlement des réacteurs… Différents cas de contamination ont été recensés 

comme à Hanford (1976),14 Mayak (1948-1992)15 ou encore plus récemment à Marcoule. 

Une partie des incidents de contamination touchant les travailleurs du nucléaire en France est 

consignée dans le rapport CEA-R-6097 « Exposition aux actinides : bilan des injections de Ca-

DTPA dans les centres CEA-COGEMA », exposant 548 cas des centres CEA-AREVA entre 

1970 et 2003.16 Le CEA-AREVA a conclu que les deux processus majoritaires en cas de 

contamination par des actinides sont l’inhalation et la contamination par blessures (81 % du 

total des cas) (Figure 7). 
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Figure 7 : Répartition du mode d’exposition dans chacun des quatre groupes indépendants.16 

 

a. L’inhalation : généralités 

L’inhalation est la principale voie d’entrée des radionucléides dans le corps, que ce soit sous 

forme de poussières, de gaz ou d’aérosols. Elle représente en effet une voie d’entrée majeure 

des fines particules d’actinides et donc du plutonium en cas de dissémination après une 

explosion. L'appareil respiratoire est alors largement impacté lors de l'inhalation de particules 

d'oxydes d'actinides. La distribution des particules d’actinides au sein des poumons et leur 

transfert au sein de la circulation générale dépendent de nombreux facteurs que nous allons 

aborder ci-dessous.  

Le paramètre de taille le plus souvent considéré est le diamètre aérodynamique médian en 

activité (DAMA). Il est particulièrement important pour déterminer si les particules seront 

déposées en profondeur dans la région alvéolaire.17 Nous nous intéresserons ici principalement 

aux particules de taille nanométriques (< 1 µm). En effet, ce sont elles qui vont se retrouver 

piégées, le plus profondément, dans les alvéoles pulmonaires, où elles vont délivrer leur toxicité 

(Figure 8). Elles deviennent dès lors peu accessibles aux traitements de décontamination 

classiques. 
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Figure 8 : Diagramme schématique montrant les zones de déposition des particules en fonction 

de leur taille au sein des poumons.18 

 

i) Distribution des particules au sein de l’appareil respiratoire en fonction de la 

taille 

Comme le montre la Figure 9, la CIPR (Commission Internationale de Protection Radiologique) 

considère quatre principales régions anatomiques au sein de l'appareil respiratoire : 

- ET : Compartiment extra thoracique, comprenant le nez antérieur (ET1) et le nez postérieur, 

le pharynx et le larynx (ET2) 

- BB : Région bronchique, 

- bb : Région bronchiolaire 

- AI : Région alvéolo-interstitielle 
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Figure 9 : Les régions anatomiques du système respiratoire selon le modèle CIPR 66.19 

 

Le modèle développé par la CIPR considère les différents compartiments du tractus respiratoire 

comme des filtres successifs durant l'inspiration et l'expiration. Ce modèle permet d'évaluer les 

fractions d'aérosols déposées dans chacune des parties de l'appareil respiratoire en fonction du 

DAMA des particules (Figure 10). 
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Figure 10 : Distribution des particules dans les différents compartiments du système 

respiratoire en fonction de leur diamètre aérodynamique pour un homme adulte caucasien 

(avec une respiration moyenne de 1,2 m3.h-1).20 

 

Les agglomérats de nanoparticules avec un diamètre de l’ordre du micron se comportent comme 

des particules fines et montrent un faible dépôt, ils se retrouvent principalement contenus dans 

la partie extra thoracique (ET1 et ET2). 

Les nanoparticules de l’ordre de la dizaine de nanomètres (5-100 nm) vont se retrouver 

distribuées dans la région alvéolaire interstitielle (AI). Les particules centrées vers 3 nm sont 

principalement dispersées au niveau des bronchioles (bb). En dessous de 3 nm, les 

nanoparticules sont localisées dans les bronches (BB) pour ~ 10 % tandis que le reste est excrété 

vers le compartiment extra-thoracique où elles pourront être expirées lors des mouvements 

respiratoires. Globalement, on voit quand même que c’est la zone alvéolaire interstitielle (AI) 

qui retient la fraction la plus importante et ce, sur une plage assez large. 
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Après inhalation, une fois déposés au sein du compartiment cible, les radionucléides peuvent 

être transférés vers le sang, pour être éventuellement excrétés, par 2 mécanismes distincts : i) 

la diffusion de certaines formes chimiques après dissolution des particules ii) le transport des 

particules vers les espaces endovasculaires. 

ii) L’excrétion des particules 

Le phénomène de transport de particules directement vers le compartiment sanguin n’est pas 

pris en compte par la CIPR car il n’a été rapporté qu’après inhalation de particules ultrafines 

d’oxydes d’actinides.21,22 

La cinétique d’excrétion des particules radioactives ayant pénétrées le système respiratoire est 

particulièrement importante puisqu’elle définit les doses délivrées au sein des tissus 

pulmonaires mais aussi aux autres organes (os, foie) qui seront atteints après le transfert des 

radionucléides dans le sang ou au sein du tractus gastro-intestinal. 

Dans le cas de la diffusion de certaines formes chimiques après dissolution, le taux de transfert 

des poumons vers le système sanguin est directement déterminé par la solubilité du composé. 

A partir de données humaines et animales et afin de comparer les coefficients de dose, la 

commission internationale de protection radiologique (CIPR 66) a classé les particules en 3 

types, en fonction du taux de transfert des poumons vers la circulation sanguine : rapide (F), 

modéré (M), et lent (S). En règle générale, on associe les types F et M par défaut pour les cas 

non spécifiés. 

Ainsi, alors que l’élimination des particules de type F ou M va plutôt avoir lieu de manière 

prépondérante par dissolution des particules, l’élimination des particules de type S va reposer 

principalement sur le transport des particules d’actinides vers les espaces endovasculaires. Les 

composés de type F et M vont donc principalement exposer leur toxicité vers les organes cibles 

(foie, os) atteints via le sang, tandis que les composés faiblement transférables, dits de type S 

(pour la plupart des oxydes et hydroxydes), resteront longtemps au sein du site de contamination 

primaire. La Figure 11 permet d’estimer le pourcentage, en activité, de la fraction inhalée qui 

est transférée dans le sang en fonction du diamètre aérodynamique médian et du type (F, M ou 

S). 
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Figure 11 : Pourcentage de la fraction inhalée transférée dans le sang en fonction du DAMA. 

En trait plein, dans le cas d’un travailleur, en pointillés dans le cas d’un individu mâle. 19 

 

Les particules d’oxydes d’actinides, rencontrées notamment en cas de contamination 

accidentelle, sont essentiellement considérées comme des particules de type S, dû à leur 

formation à haute température, et seront donc éliminées préférentiellement par transport. Ce 

transport correspond à la migration des particules séquestrées au sein de l’appareil respiratoire 

vers le compartiment gastro-intestinal via le pharynx, vers les nodules lymphatiques via les 

canaux lymphatiques, ou d'un compartiment du tractus respiratoire vers un autre. Les 

principaux mécanismes impliqués dans ce transport sont liés à la migration des macrophages 

ayant phagocytés ces particules et/ou à la remontée du mucus sous l'action des cellules ciliées. 

La Figure 12 présente les différents compartiments du système respiratoire ainsi que les 

transferts existants entre chaque compartiment pour une particule de type S. 
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Figure 12 : Modèle à compartiments représentant le transport de particules en fonction du 

temps à partir de chaque région des voies respiratoires dans le modèle CIPR. Le long des 

flèches est indiqué la fraction (en pourcentage) du dépôt, dans chaque compartiment, qui est 

éliminée chaque jour. Ce modèle décrit la rétention et la clairance de particules de type 

insoluble (type S).23 

 

Dans ce modèle, de nouveaux compartiments sont définis par rapport au modèle précèdent, afin 

de prendre en compte un mode de transport à la surface épithéliale (via le mucus qui tapisse les 

surfaces) et par voie lymphatique (en pénétrant les espaces interstitiels pour rejoindre la lymphe 

et les ganglions lymphatiques). Au sein des voies respiratoires revêtues d’un épithélium cilié 

(des fosses nasales aux bronchioles), les particules inhalées sont rapidement éliminées par 

remontée trachéobronchique même si la clairance est plus faible dans les compartiments plus 

petits (bronchioles). La clairance est plus lente dans les compartiments alvéolaires (Figure 12), 

dépourvus de cils à leur surface : au sein de ces compartiments ce sont les macrophages qui 

tapissent la surface qui assurent principalement la clairance des particules via le transport des 

particules. Une partie sera éliminée par transport, via remontée du mucus, jusqu’au sein des 

voies respiratoires supérieures et avalée, une petite fraction sera séquestrée au sein des 

macrophages alvéolaires, lesquels vont rejoindre les ganglions lymphatiques thoraciques, cette 

fraction aura donc une clairance lente.  
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Enfin il est admis que certains macrophages peuvent être retenus au sein des tissus conjonctifs 

pulmonaires, les particules ingérées vont alors se dissoudre lentement dans le temps. 

b. Contamination par blessures 

En cas de blessure, le risque de contamination est accru. En effet, la rupture de l’épiderme réduit 

son rôle de barrière protectrice et la brèche vasculaire va permettre une entrée rapide de 

l’actinide dans la circulation sanguine. Les produits très solubles vont rentrer rapidement dans 

la circulation générale (l’absorption est en générale complète après 24 h). Pour les produits 

modérément ou faiblement solubles, de type particules et/ou agrégats, l’entrée dans la 

circulation sanguine se fera graduellement. Des blessures peuvent aussi être occasionnées par 

des solutions acides d’actinides comme ce fut le cas à Rocky Flats en 196424 (plutonium) et à 

Hanford14 (solution acide d’américium) en 1976 endommageant doublement l’épiderme. 

Le modèle de la CIPR est utilisé pour décrire ce transfert en fonction de la forme physico-

chimique. Ce modèle permet de faire la distinction entre quatre formes physico-chimiques 

(solubles, colloïdales, particulaires, fragments) afin de prédire les zones de rétention des 

actinides. 

Après passage dans la circulation et en fonction de sa nature, le modèle d’entrée est couplé au 

modèle systémique afin d’obtenir une prédiction du pourcentage de rétention au sein des tissus. 

Le Tableau 3 présente un résumé de quelques paramètres biocinétiques pour le Th, Pu et U 

après entrée dans le sang via injection, cas le plus proche d’une contamination à travers une 

peau lésée.  
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Tableau 3 : Répartition des actinides dans le sang et dans les principaux organes de rétention 

après leur injection sous formes solubles (ICRP Publications 48, 67 et 69).25–29 

 

Ainsi on voit que le plutonium se répartit majoritairement (80 %) dans deux sites : le squelette 

(50 %) et le foie (30 %). Le thorium quant à lui présente un tropisme marqué pour les os (70 %).  

 

Actinides Thorium Plutonium Uranium 

Forme chimique Th4+ Pu4+ UO2
2+ 

Temps de résidence 

dans le sang 

10 % 1 jour 

0,3 % 10 jours 
< 1 % 1 jour 

25 % 

5 mins 

Complexe dans le 

sang 
100 % Transferrine 100 % Transferrine 

50 % HCO3
- 

30 % Transferrine 

20 % globules 

rouges 

Organes/sites de 

rétention 
   

Squelette 70 % 50 % 10-15 % 

Foie 5 % 30 % - 

Reins 3 % - 15-25 % 

Tissus mous 4 % 10 % 5 % 

Urines 4-6 % 5 jours 0,4 % en 1 jour 65 % en 1 jour 

Excrétion 7-9 % en 20 jours 1,4 % en 14 jours 70 % en 6 jours 
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Bien sûr, ces modèles sont en évolution constante mais ils fournissent des outils permettant de 

mieux appréhender la contamination par les actinides. 

Il apparait ainsi clairement que le squelette est un site de dépôt des actinides (i.v): les os 

possèdent des sites et ligands ayant une affinité pour les actinides.30–32 Au regard du squelette, 

les actinides sont classés en deux catégories : ceux ciblant la surface osseuse comme le thorium, 

le plutonium ou l’américium, et ceux ciblant plutôt le volume osseux tel que l’uranium.33 

Les actinides ciblant la surface osseuse dit « Pu-like elements » diffusent moins au sein de l’os, 

le volume cortical et trabéculaire ne sont donc pas divisés en deux compartiments : échangeable 

et non échangeable (contrairement au modèle « Ca-like » auquel appartient l’uranium) au vu de 

la lenteur des échanges.  

Le modèle biocinétique pour le thorium et le plutonium est le modèle CIPR 67 (1993) : 

biocinétique générique pour l’os (Figure 14).34 Selon ce modèle, le squelette est subdivisé en 

os cortical et os trabéculaire, chacun de ces compartiments étant subdivisés en : cavités, surface 

et volume. 

L’os cortical est plus dense et entoure la moelle osseuse, il est également appelé os compact. Il 

est peu poreux et constitue la couche externe de l'os Il est organisé en ostéons, unité de base du 

compartiment osseux. Au centre de chaque ostéon, le canal de Havers regroupe les vaisseaux 

sanguins, les vaisseaux lymphatiques et des nerfs qui permettent la vascularisation et 

l’innervation du tissu osseux. Des lamelles successives de matrices osseuses concentriques se 

succèdent et renferment le réseau lacuno-canaliculaire, qui entoure les ostéocytes (cellules du 

tissus osseux ayant perdu la faculté de produire du tissu osseux). 

L’os trabéculaire, quant à lui, aussi appelé os spongieux, a une structure en nid d’abeille. Il est 

recouvert par l’os compact et est intercalé sous forme de travées autour de cavités remplies de 

moelle osseuse rouge (siège de l’hématopoïèse, processus par lequel les cellules souches 

prolifèrent et se différencient en cellules sanguines notamment). Les ostéoblastes (cellules dont 

la fonction principale est la synthèse de la matrice osseuse) recouvrent les travées et c’est aussi 

le lieu de positionnement des ostéoclastes (cellules responsables de la résorption osseuse) en 

cas de résorption (Figure 13). Il est plus vascularisé que l’os cortical.  
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Figure 13 : Structure du tissus osseux (image issue de Servier Medical ART). 

 

Le transfert de l’activité, de l’os cortical ou trabéculaire, aux autres compartiments dépend du 

« turn-over » de l’os cortical et trabéculaire. Ce « turn-over » est de 3 et 19 % par an 

respectivement. L’activité est transférée de la surface au volume lors de la formation osseuse 

ou à la moelle osseuse par résorption osseuse. Après avoir atteint le volume osseux, les actinides 

peuvent retourner directement dans le plasma via la surface osseuse ou être retenus au sein du 

volume cortical ou trabéculaire non échangeable, puis être transférés dans le système sanguin 

au cours du temps via le remodelage osseux. L’activité va alors être redistribuée selon le même 

modèle que lors de son 1er passage par le sang. 
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Figure 14 : Le modèle CIPR pour les éléments dits « affins de la surface osseuse » ou « Pu 

like » : Th, Np, Pu, Am et Cm. Sur les flèches sont indiqués les temps de « demi-vie » moyens 

chez l’adulte pour le transfert d’un compartiment à l’autre.33 

 

Ainsi, le plutonium, initialement déposé sur la surface osseuse, est ensuite redistribué dans le 

temps. Il est alors soit relargué  dans la circulation via l’activité ostéoclastique et éliminé 

(seulement pour une petite fraction), soit redéposé sur une nouvelle surface osseuse,35 soit 

enfoui lors de processus d’apposition et de formation de l’os.36–38 S’il est enfoui dans l’os, le 

plutonium peut y être retenu durant de longues périodes jusqu’à son relargage lors de la 

résorption osseuse par les ostéoclastes associés au remodelage osseux.  
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II La contamination par le Th : données 

épidémiologiques 

L’exposition de la population générale au thorium reste limitée due à sa faible présence dans 

l’environnement. Cependant, les travailleurs peuvent recevoir des doses non négligeables 

notamment ceux travaillant dans l’extraction du minerai.39 En effet, certains minerais comme 

la monazite sont d’importantes sources de lanthanides notamment le lanthane et le cérium. Or 

la monazite contient 3 à 10 % de thorium (sous forme d’oxydes).40 D’autre part, si les centrales 

à sels fondus de thorium venaient à se développer, le risque lié à son exposition croîtrait en 

proportion. 

Peu de données sont à l’heure actuelle disponibles, les effets sur la santé et la toxicité du thorium 

ayant fait l’objet de très peu d’études, ou d’études anciennes comme c’est le cas sur le 

Thorothrast ®,41 un produit de contraste contenant une suspension d’oxydes de Th utilisé jusque 

dans les années cinquante... Ici sont rassemblées quelques données . 

a. Inhalation de Th 

L’absorption du Th après inhalation dépend de sa nature chimique (soluble/insoluble), de sa 

forme physico-chimique initiale et de la taille des particules et de son isotopie.  

Une étude42 menée sur des rats, après inhalation de Th sous forme soluble (citrate ou chlorure), 

montre une répartition du Th principalement localisée au niveau des poumons (jusqu’à 83 % 

dans les voies respiratoires inférieures, c’est-à-dire en dessous de la bifurcation de la trachée). 

Par ailleurs, la nature chimique induit des différences. Environ deux fois plus de Th-234 est 

absorbé au niveau des poumons des rats exposés au citrate de thorium soluble (33 %) par rapport 

au chlorure de thorium soluble (19 %). Toutefois, en dépit de la différence initiale d'absorption, 

le thorium présente le même profil de distribution et d'excrétion, quelle que soit la forme initiale 

du Th (citrate ou chlorure). La forme chimique induit ici une répartition similaire au sein des 

organes mais une différence des degrés d’absorption, mettant en avant la difficulté de classer 

seulement les composés entre solubles et insolubles et la nécessité de la constante évolution du 

modèle CIPR.  
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Il apparait néanmoins que quelle que soit la forme chimique, dans le cas d’une contamination 

par inhalation, le Th se retrouve principalement au niveau des voies respiratoires inférieures. 

Cette étude souligne aussi l’importance du mode de contamination (via une blessure (simulée 

par injection) ou via inhalation), en effet, la comparaison d’études de Thomas & al.43 et de 

Boecker & al.44 montrait une distribution différente entre le chlorure de thorium (administré 

par inhalation) et le citrate de thorium (administré par injection) bien plus significative que dans 

cette étude, cette différence serait donc principalement liée à leur mode de contamination.  

Selon la modélisation de la CIPR, les organes contribuant de façon majoritaire à la dose efficace 

(≥ 10 %) après inhalation de thorium sont les suivants :   

- type M : moelle osseuse (21 %), surface osseuse (60 %), gonades (10 %). 

- type S : poumons (40 %), moelle osseuse (14 %), surface osseuse (36 %).  

Par exemple, dans le cas du dioxyde de thorium (particule de type S), l’absorption est plus faible 

(1 à 5 % après 1 jour) mais il a tendance à rester pour une longue période au sein des poumons 

(68-73 % du thorium-232 est encore présent après 1 jour et 15-30 % après 21 mois). On 

observera principalement un transfert de la trachée aux bronchioles (1-10 jours) puis des 

alvéoles pulmonaires au sang (au-delà de 100 jours).45 Le Th peut ainsi rester plusieurs mois 

dans les tissus pulmonaires, dont les alvéoles. Au sein de ces alvéoles il va être phagocyté par 

les macrophages alvéolaires et y demeurer, conduisant à des inflammations et à des dommages 

tissulaires. 

Pour les particules les plus grosses, le Th est principalement éliminé par des mécanismes de 

clairance ciliaire puis avalé et excrété dans les fèces.  

Enfin, la période radioactive notablement différente entre deux isotopes du Th peut affecter sa 

demi-vie biologique.46 Le Th-232 semble retenu au niveau des poumons plus longtemps que le 

Th-230. Ainsi la demi-vie biologique du Th-232 est de 5,3 ans quand elle est de 1,4 an pour le 

Th-230 pour des gens vivant près de mines d’uranium. Des différences sont observées pour des 

gens vivants plus loin des mines avec des demi-vies de 2,6 et 1 ans respectivement. De telles 

différences peuvent être dues à la durée d’exposition et/ou à la taille des particules inhalées. 
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b. Le Th après injection, au niveau osseux 

Dans le cas d’une contamination par le Th suite à une blessure, donc via la circulation, le 

compartiment osseux constitue une cible privilégiée. Le thorium est en effet reconnu comme 

une substance ostéotropique et a une rétention prolongée au niveau du squelette.29 

Les études suivantes ont été réalisées avec du Th administré sous forme injectable, afin de 

mimer une contamination par blessures. 

L’étude précédente (inhalation) menée avec l’administration de citrate de thorium a également 

été réalisée par injection intraveineuse (i.v) afin d’étudier les différences de distribution du Th 

en fonction du mode d’exposition.43 Sans surprise, le thorium est principalement retrouvé au 

niveau osseux. Cependant, l’étude montre que la distribution du Th est affectée par sa 

concentration initiale injectée. Une concentration initiale élevée (6x10-3 g/kg contre 6x10-6
 g/kg 

pour la concentration la plus faible) conduit en effet à une variation dans la biodistribution avec 

dans ce cas, un dépôt majoritaire du Th au sein du foie. Le constat est le même pour une étude 

menée par Peter-Witt & al.,47 concernant l’injection intraveineuse de Th-234. Au-delà d’une 

concentration critique de thorium, située entre 10-7 et 10-6 M le thorium s'hydrolyse, devient 

colloïdal et se distribue principalement dans les organes du système réticulo-endothélial. En 

dessous de cette concentration, le thorium est distribué principalement au compartiment osseux  

Une autre étude réalisée sur des chiens (beagles25) montrent que, après une injection 

intraveineuse de citrate de thorium, 70 % se dépose au niveau du squelette. Sur le long terme 

(> 100 jours), le thorium est retenu à 80 % dans les os, le reste se distribuant principalement 

dans les tissus mous avec des concentrations plus élevées dans le foie et les reins. Ceci confirme 

donc les résultats de l’étude précédente réalisée sur les rats. L’étude montre également que la 

diminution de la quantité de thorium est plus rapide au niveau des tissus mous qu’au niveau des 

tissus osseux.  

Des comparaisons48 notamment entre la distribution du thorium au sein des organes après une 

exposition au thorium à des concentrations environnementales entre l’humain et le beagle 

suggèrent que le beagle peut être un bon modèle expérimental  au regard de la distribution sur 

le long terme au sein du corps.  
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Des données sur le comportement du Th au sein du corps humain ont pu être obtenues grâce à 

l’utilisation du Thorotrast ®, utilisé comme produit de contraste jusque dans les années 50. Il 

apparait qu’après une injection de Thorotrast ®, 97 % du Th est pris en charge par le système 

réticuloendothélial et distribué au foie (59 %), à la rate (29 %), à la moelle osseuse (9 %) et au 

squelette (2 %).49 Le pourcentage élevé de thorium retrouvé au niveau du foie peut s’expliquer 

par la forme colloïdale du Thorotrast ® contrairement aux études effectuées avec du thorium 

soluble. 

Une autre étude50 basée sur l’analyse du Th au sein d’un individu ayant reçu du Thorothrast ® 

36 ans avant sa mort a permis d’obtenir plus de précision quant à la localisation du Th au sein 

du squelette. Il apparait en effet que, 60 à 80 % de l’activité demeure localisée dans la moelle 

rouge (où les cellules du sang sont produites) lorsque l’os en contient. Quand l’os contient de 

la moelle jaune (surtout composée de graisse) seulement 40 % de l’activité totale au sein de l’os 

reste située au sein de cette moelle. 

Les injections de Thorotrast ® ont notamment été associées à l’apparition de leucémie, de 

cirrhose du foie et d’anémie aplasique et ont depuis été interdites. 

III La contamination par le Pu 

« Plutonium has a quite extraordinary relationship with people. They made it, and it kills them » 

Ian Hacking 

Contrairement au thorium, le plutonium a toujours été un élément de préoccupation majeure. 

En effet, une contamination interne peut survenir à la suite de rejets accidentels d’une centrale 

nucléaire. De plus son activité spécifique est bien plus élevée que celle du thorium. 

Une liste répertoriant un certain nombre de radioéléments, dont l’américium et le plutonium, 

pouvant être utilisés en tant qu’éléments radiologiques dispersibles a d’ailleurs été établie. 

Le plutonium fait, par ailleurs, partie de la menace NRBC (nucléaire, radiologique, biologique, 

chimique), un acte malveillant utilisant des radioéléments pouvant être envisagé, notamment 

depuis les attentats du 11 septembre 2001.  
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Ainsi, lors d’un sommet sur le nucléaire en 2016, Barack Obama a déclaré « There is no doubt 

that if these madmen ever got their hands on a nuclear bomb or nuclear material they most 

certainly would use it to kill as many innocent people as possible ». 

L’exposition à ces agents radioactifs peut certes intervenir au cours d’un incident industriel, 

mais également suite à un acte de malveillance (terrorisme) et peut donc toucher une part 

importante de la population en dehors d’éventuels travailleurs du domaine.  

a. Inhalation de Pu 

La rétention de particules de plutonium, en cas de contamination par inhalation, au sein des 

différents compartiments pulmonaires est le résultat d’interactions physiques, chimiques et 

biologiques complexes. La rétention des aérosols radioactifs au sein de l’appareil respiratoire 

est, comme déjà vu, déterminée principalement par la taille des particules (CIPR 1994, CIPR 

1979), tandis que l’excrétion, notamment le transfert du plutonium dans le système sanguin est 

déterminée par la forme chimique du plutonium inhalé.19,51,52  

Les propriétés chimiques de la majorité des composés du plutonium (oxydes, colloïdes) le 

rendent peu soluble dans les fluides « humains » (sang, urines…). Selon la CIPR, à partir de 

données humaines et animales, les deux types de solubilités rencontrées pour le Pu-239 sont le 

type S (absorption sanguine lente) plutôt associé aux oxydes, et le type M (absorption sanguine 

moyenne), pour les cas non spécifiés par défaut.  Les particules d’oxydes de Pu (type S) seront 

donc éliminées très lentement avec une demi-vie biologique d’environ 500-1000 jours, 

principalement par transport. 

Selon la modélisation de la CIPR, les organes contribuant principalement à la dose efficace en 

cas de contamination par inhalation (contribution ≥ 10 %) sont les suivants : 

 -Type M : foie (33 %), moelle osseuse (18 %), surface osseuse (31 %).  

 -Type S : poumons (67 %), foie (12 %), surface osseuse (11 %).  

La fraction de Pu déposée dans les poumons, dépend fortement de la forme chimique inhalée.   
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Ainsi sur le long terme, des années après la 1ère inhalation, si le Pu a été inhalé sous sa forme 

nitrate (soluble), on  en retrouve 1-3 % retenu dans les poumons alors que pour du dioxyde de 

plutonium (insoluble), le taux monte à 20-40 %.53 Ces données concordent avec la modélisation 

CIPR. 

Au sein des poumons, le plutonium peut être retenu au sein des macrophages alvéolaires, ainsi 

que dans des tissus interstitiels et des tissus cicatriciels54–56 et peut parfois conduire à 

l’apparition, de pneumonies et/ou de fibroses pulmonaires (lésion des poumons caractérisée par 

la présence d'un excès de tissu conjonctif fibreux). Le développement de fibroses pulmonaires 

a été observé chez de nombreuses espèces (rat, souris, chien)57–59 tout comme chez les 

humains.54,60,61 

Comme le montre le Tableau 4, la taille des particules d'oxyde de plutonium inhalées, influence 

également la surface de poumon irradiée puisque le parcours dans la matière vivante des 

rayonnements alpha émis par le plutonium est d’environ 40 m. Pour une activité de 600 Bq 

d’oxyde de plutonium-239, la fraction du poumon irradiée varie de 0,03 % à 30 % si la taille 

des particules varie de 1 m à 0,1 m.62 L’inhalation de nanoparticules de thorium est donc 

particulièrement délétère.  

Tableau 4 : Effet de la taille sur le pourcentage de tissu pulmonaire irradié pour un même dépôt 

pulmonaire (activité) après inhalation de 239PuO2 (aérosol monodispersé). 

Diamètre des 

particules (µm) 

Nombre de 

particules 

Activité par 

particule (mBq) 

Cellules 

irradiées 

Fraction du 

poumon irradiée 

(%) 

0,1 5,4 x 107 0,01 3 x 107 30 

0,3 2,0 x 106 0,4 1,3 x106 1 

0,7 1,8 x 105 3 1,2 x 105 0,1 

1,0 5,4 x 104 11 3,6 x 104 0,03 
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b. Contamination de l’os par le plutonium 

Dans les centrales modernes qui utilisent notamment le MOx, les contaminations à travers de 

la peau saine sont faibles. En effet les travailleurs sont protégés et décontaminés après chaque 

journée de travail. Une contamination peut néanmoins avoir lieu à travers une blessure. Dans 

ce cas, la fraction absorbée du Pu (et son transport) dépend notamment de la taille de la blessure 

(lacération, incision) et de la forme chimique du plutonium. Les composés avec une faible 

solubilité, comme les oxydes de plutonium, peuvent rester « capturés », au niveau de la 

blessure, dans la cicatrice et ne jamais atteindre le système sanguin. Tandis que le Pu-239 sous 

forme nitrate (ou citrate), plus soluble, est facilement absorbé et va être transféré rapidement 

dans le sang et déposé au niveau des organes (dans les minutes ou les heures suivant la 

contamination). 

Stover & al.63 dans une étude comparable à celle effectuée avec le Th-228, ont étudié la 

distribution de  Pu(IV) après injection chez des beagles. Bien que la majorité du plutonium soit 

retrouvée au niveau du squelette (jusqu’à 66 %, 44 jours après l’injection), une quantité non 

négligeable est aussi retrouvée au sein des tissus mous, notamment le foie (22 %, 44 jours après 

l’injection). Ces résultats sont très similaires à ceux des études précédentes.64 

Ces deux études25,63 permettent notamment de comparer la distribution du Th et du Pu. En effet, 

ils ont, tous les deux, été injectés au degré d’oxydation +IV, en tampon citrate, à des 

concentrations similaires, au même pH et à des doses équivalentes en milliers de becquerel 

(même si le nombre d’atomes de Pu et de Th diffèrent). Après 22 jours, on observe des taux 

d’excrétion du même ordre de grandeur (environ 10 %) et des taux de rétention similaires (de 

l’ordre de 80 % après une année, principalement au sein du squelette). Il est cependant 

intéressant de remarquer que les modes d’excrétion différent : l) l’excrétion fécale est 

majoritaire dans le cas du Pu (contrairement au Th où on observe principalement une excrétion 

urinaire) ; 2) le rapport excrétion fécale/urinaire diminue au cours du temps pour le Pu alors 

qu’il augmente pour le Th ; 3) la clairance rénale du Th est plus de 100 fois plus élevée que 

celle du Pu.  

Alors que la majeure partie du Pu qui n’est pas dans le squelette est déposée au niveau du foie, 

on observe un dépôt plus diffus pour le Th (foie, reins…). Là où le Pu est excrété à un taux 

similaire pour le foie et les os, le Th est excrété plus rapidement des tissus mous que des os.  
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Ainsi même si le thorium demeure un analogue du plutonium, et si la répartition reste similaire 

entre le thorium et le plutonium, les différences mentionnées précédemment soulignent le fait 

de considérer cette approche avec précaution. 

Des études plus récentes notamment celle de Griffiths & al.65 ont permis d’étudier la 

distribution du plutonium en cas de blessures. Une incision est réalisée sur la patte arrière, et 

l’animal (ici le rat) est contaminé par une solution de MOx (contenant une fraction de Pu 

insoluble) ou de nitrate de plutonium (Pu soluble). On observe que les MOx vont 

principalement rester au niveau du site de la blessure (jusqu’à 98 % après 7 jours), le reste, 

faible, se distribuant au squelette et au foie. Le nitrate de plutonium, va être plus facilement 

transféré au compartiment sanguin puis redistribué, et retrouvé principalement au niveau du 

squelette et du foie. 

c. Etude d’un cas concret de contamination au Pu : le cas 

des travailleurs de Mayak 

Peu de données épidémiologiques sont disponibles pour évaluer les effets d’une contamination 

au plutonium sur des sujets humains. La cohorte des ouvriers Mayak est la seule, à l’heure 

actuelle, à fournir des données statistiques significatives sur le risque de mortalité et l’incidence 

des cancers pulmonaires et hépatiques à la suite d’une exposition au Pu-239. 

Dans le contexte de la guerre froide, lors de la course à l’armement nucléaire, le complexe de 

Mayak a été construit à la hâte entre 1945 et 1948 afin de produire et enrichir en Pu de qualité 

militaire pour la production de têtes de missiles.66 Les faibles niveaux de protection, de 

mécanisation et d’automatisation des procédés dans les premières années de l’ouverture du 

complexe ont conduit à de hauts niveaux d’émissions d’aérosols de Pu au sein des zones de 

travail des ouvriers (Figure 15). 
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Figure 15 : Concentration dans l’air des particules alpha au sein de l’usine radiochimique et 

du site de production du plutonium (figure traduite de Romanov & al.67). 

 

De nombreux ouvriers ont été contaminés par du Pu principalement via l’inhalation (de 

particules inférieures à 10 µm), qui se sont ensuite accumulées dans les principaux organes de 

dépôt du Pu (poumons, foie, os).68–70 

Au sein de la cohorte étudiée, des travailleurs ont développé des fibroses pulmonaires induites 

par le Pu, entrainant la mort d’une partie des travailleurs (Figure 16). 
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Figure 16 : Plutonium au sein du parenchyme pulmonaire (histoautoradiographie 

conventionnelle).54 

 

L’étude a montré que l’incidence des fibroses pulmonaires augmentait significativement avec 

la dose de radiations alpha internes due à l’incorporation du Pu-239, et ce, sans lien aucun avec 

les doses externes reçues de rayonnement gamma (Figure 17).15 
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Figure 17 : Pourcentage d’incidence des fibroses pulmonaires a) chez des travailleurs exposés 

au rayonnement gamma externe b) et chez des travailleurs exposés au rayonnement alpha 

interne du à la contamination par des aérosols de particules de plutonium ( figure traduite de 

Azizova & al.15). 

a) 

b) 
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Ces résultats corroborent ceux obtenus lors d’études sur des spécimens de  rats70 et de chiens71 

irradiés. Un autre étude menée sur une cohorte de 326 travailleurs exposés au plutonium (et 194 

non exposés au Pu) au sein du site de Rocky Flat obtient d’ailleurs les mêmes conclusions.60 

En comparant la sévérité des anomalies interstitielles observées lors de radiographies 

pulmonaires, les auteurs ont conclu qu’une exposition cumulée de 10 Sv ou plus augmentait 

par 5,3 le risque de développer des anomalies de type fibrose pulmonaire par rapport à des 

individus non exposés (en prenant en compte d’autres facteurs tel que l’âge, le statut fumeur ou 

non). La fibrose pulmonaire induite par le Pu étant considérée comme un effet déterministe 

(réaction des tissus après une exposition aux rayonnements alpha ionisant) ayant une dose seuil 

et augmentant en sévérité avec la dose de radiation.72,73  

D’autres études sont en cours,67 en effet, un des principaux avantages de cette cohorte est la 

mise à disposition de tissus pulmonaires prélevés « post mortem » qui permettront dans un 

second temps de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans l’apparition d’un cancer 

chez les travailleurs exposés à des radiations alpha internes. 

Le deuxième principal réservoir de dépôt du Pu étudié dans cette étude est le compartiment 

osseux. 

En effet, la radiométrie post-mortem montre que 90 % de l’activité du Pu, hors zone pulmonaire, 

est située au niveau du foie (42%) et du squelette (50 %) (Figure 18), 14 ans après la dernière 

exposition.74 
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Figure 18 : Plutonium dans le tissus osseux (autoradiographie).67 

 

En se basant sur une régression linéaire, les auteurs ont estimé que, lors de la contamination 

initiale, la répartition était plus favorable au foie (50 %) qu’au squelette (38 %). Cependant, la 

fraction de Pu retrouvée dans le squelette augmente avec le temps (tandis que celle située au 

sein du foie décroit). De plus, une corrélation entre le rapport de répartition foie/squelette du 

Pu avec la sévérité des pathologies du foie a été observée. En effet, en cas de pathologies du 

foie (cirrhose…), les résultats ont montré que ce rapport diminue car la fraction de Pu séquestrée 

au niveau du foie va migrer vers le squelette.74–77 Par exemple, vingt-quatre ans après leur 

dernier contact avec du Pu, les travailleurs ayant un foie « sain » ont environ 42 % de Pu dans 

le foie et 50 % au niveau du squelette alors que lorsque les travailleurs présentent une pathologie 

du foie on retrouve jusqu’à 75 % du plutonium au niveau du squelette (et seulement 15 % au 

niveau du foie).74 Ainsi, si la personne développe une maladie causant une altération du foie de 

type cancer, métastase, cirrhose, le plutonium migre hors du foie et on retrouve une grosse 

partie au sein du squelette.75,76 

Cette redistribution n’est pas homogène : elle est plus favorable à l’os trabéculaire qui est plus 

vascularisé que l’os cortical. 
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Ces données sont amenées à être complétées durant les prochaines années et permettront 

certainement de fournir des données complémentaires aux modèles CIPR afin notamment de 

mieux évaluer la dose délivrée aux différents organes. 
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IV  Conclusion sur la toxicité du Th et du Pu 

Cette revue bibliographique a permis, en se focalisant sur la biodistribution du Th(IV) et du 

Pu(IV), d’explorer leur toxicité. Les deux voies d’exposition majeures sont la contamination 

par inhalation et celle par blessure. En fonction de leur voie d'exposition (inhalation et/ou 

blessure), les actinides suivront une voie particulière qui affectera spécifiquement certains 

tissus. 

Le poumon est le principal organe de rétention du Pu en cas de contamination par inhalation. 

Son transfert ultérieur du poumon à la circulation dépendra de la solubilité des composés 

inhalés. Dans le cas de particules insolubles, les macrophages alvéolaires pulmonaires 

constituent un compartiment de séquestration au sein duquel le Pu ou le Th peuvent irradier 

pendant de longues années, causant des dommages aux tissus environnants. En cas de transfert 

à la circulation sanguine, principalement pour la fraction soluble, ou en cas de contamination 

par blessure, le Pu sera très rapidement transféré et stocké dans le foie et les os où la dose 

délivrée contribuera à favoriser l’apparition de divers cancers. 
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C. Agents chélatants pour la décontamination des 

actinides 

I Généralités 

Différents agents chélatants ont été développés pour la décorporation du plutonium. On peut 

les classer selon leur fonction principale, (i) les polyaminocarboxylates tel que l’acide 

diéthylène triamine penta acétique (DTPA), la molécule de référence dans le traitement d’une 

contamination au plutonium (ii) les analogues de sidérophores possédant des fonctions 

chélatantes comme les catécholates (CAM), les groupements hydroxamates et 

hydroxypyridonates (HOPO). Leurs structures chimiques ainsi que certaines de leurs propriétés 

importantes sont rassemblées dans le Tableau 5 ainsi que la Figure 19. 

  

Figure 19: Structures chimiques de différents agents chélatants (polyaminocarboxylates et 

hydroxypyridones) pour la décorporation du plutonium (adaptée de Fattal & al.78). 
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Tableau 5 : Agents décorporant du plutonium (adapté de Fattal & al.78). 

Famille du 

ligand 

Agents 

chélatants 
Eléments 

Dose 

administrée 

Toxicité et effets 

secondaires 

Stade du 

développement 

clinique 

Acides 

polyaminés 

DTPA 

Ca, Zn, Na 

Pu(IV) 1 g par i.v ou 

inhalation 

durant 6 j 

chez 

l’homme 

30 µmol.kg-1 

et 

3,2 µmol.kg-1 

sous forme 

liposomale 

chez le rat 

Néphrotoxicité, à 

hautes doses 

(>>30 µmol/kg).79,

80 

Pas de toxicité 

observée aux doses 

administrées à 

l’Homme.81 

Clinique, par 

administration 

par voie 

pulmonaire et 

parentérale 

Sidérophores 3,4,3- LI-

CAM (S)  

3,4,3-LI-

CAM(C)  

 

3,4,3-

LI(1,2-

HOPO)        

 

 

 

 

 

 

5- LIO(Me

-3,2-

HOPO) 

Pu(IV)              

b                                                          

 

 

 

Pu(IV), 

U(VI), peut 

être utilisé 

pour les 

autres 

actinides 

 

 

 

Pu(IV), 

U(VI), peut 

être utilisé 

pour les 

autres 

actinides 

30 µmol.kg - 1 

chez le chien. 

 

 

 

30 µmol.kg- 1 

voie orale ou 

i.v chez la 

souris 

 

                     

A                              

a                                            

 

30 µmol.kg- 1 

voie orale ou 

i.v chez la 

souris 

Néphrotoxicité                

a 

 

 

 

Toxicité aigüe 

faible chez la 

souris et bien 

toléré à haute dose 

chez le rat (100-

150 µmol.kg- 1 par 

jour durant 28 

jours). 

 

Toxicité aigüe 

faible chez la 

souris et bien 

toléré à haute dose 

chez le rat (100-

150 µmol.kg- 1 par 

jour durant 28 

jours) 

Préclinique                     

a 

 

 

 

Phase 1 essai 

clinique 

 

 

 

 

 

 

 

Préclinique 
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II Focus sur le DTPA 

a. Utilisation classique 

Depuis son développement par la commission de l’énergie atomique des Etats-Unis et son 

utilisation dans les années 60, le DTPA représente l’agent de thérapie « classique » utilisé en 

cas de contamination par le plutonium.82 

Bénéficiant d’une autorisation de mise sur le marché en France (AMM du 12 février 2008),83 il 

est administré sous forme de sel calcique, Ca-DTPA (plus précisément CaNa3-DTPA), afin de 

limiter sa toxicité. On le retrouve aussi parfois administré sous forme de sel zincique, Zn-

DTPA. Il est ainsi administré en première intention sous forme de sels calciques,84 puisqu’il est 

plus efficace que sa forme zincique , durant les 24 premières heures après une contamination. 

Par la suite, de façon chronique, il est recommandé d’administrer le DTPA sous forme zincique 

(même si ce dernier n’a pas d’AMM en France). En effet, cette forme limite la toxicité du DTPA 

due à la déplétion de métaux endogènes présents à l’état de traces dans l’organisme, l’affinité 

du DTPA pour le zinc étant plus forte que pour le calcium. L’inhalation de DTPA sous forme 

nébulisée est autorisée en cas de contamination par inhalation, et l’irrigation par une solution 

contenant du DTPA est recommandée pour la décontamination de la peau ou en cas de 

blessures. 

Néanmoins, sa très faible demi-vie (90-99 % excrété dans les 24 heures après administration 

par i.v)85 et sa faible capacité à pénétrer à l’intérieur des cellules85 font de lui un décorporant 

du plutonium peu efficace en cas de contamination par inhalation. La réussite d’un traitement 

par le DTPA dépend notamment de la forme physico-chimique du plutonium à décorporer, de 

la voie d’administration du DTPA, de la durée du traitement, des délais d’administration après 

une exposition … Ainsi pour espérer observer une efficacité il faut l’administrer rapidement 

(dans les heures suivant la contamination). 

b. Formes particulières du DTPA 

Afin de faciliter la décorporation pulmonaire, des complexes Ca-DTPA ont été administrés 

directement dans le système respiratoire.86  
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Cette méthode d’administration permet un temps de résidence du DTPA plus long au sein des 

alvéoles pulmonaires et une concentration plus élevée de l’agent décorporant au sein du système 

respiratoire. Bien qu’efficace sur les formes solubles du Pu (citrate par exemple), cette méthode 

d’administration s’est révélée inefficace sur les formes insolubles du plutonium séquestrées au 

sein du site primaire de contamination. (Tableau 6). 

Tableau 6 : Résultats de la décorporation pulmonaire du plutonium (PuO2) par administration 

de Ca-DTPA sous forme de poudre chez le rat.86 

 

En effet, le Ca-DTPA n’induit pas la phagocytose par les macrophages,85 limitant ainsi la 

décorporation du Pu à sa fraction soluble. 

D’autres études sur le Ca-DTPA administré par inhalation87,88 ont montré une augmentation 

d’efficacité du DTPA administré par inhalation, néanmoins une de ses études porte sur 

l’inhalation de Pu sous forme de citrates (soluble) et l’autre étude, même si elle concerne du 

plutonium sous forme insoluble montre une efficacité limitée à la partie transférable du 

plutonium , avec une inefficacité à décorporer le plutonium séquestré au sein des macrophages. 

L’administration de microparticules comme vecteurs de principes actifs a été envisagée dans le 

cadre de la décorporation pulmonaire du plutonium.89 Ces particules de tailles micrométriques 

ont été développées dans le but de cibler les compartiments primaires de rétention du plutonium. 

Des tailles d’environ 4,5 µm ont été obtenues et il avait été estimé qu’elles devaient ainsi se 

retrouver à 56 % dans les poumons, avec environ 27 % au niveau des alvéoles pulmonaires. 

Ces microparticules ont montré une aérosolisation efficace. Néanmoins cette formulation ne 

s’est montrée efficace que sur le Pu soluble.  

 

Activité alpha totale (%) 

Organes Poumons Squelette Foie Sang 

Témoins 98,3 ± 9,4 2,1 ± 0,4 0,7 ± 0,1 0,2 ± 0,1 

Ca-DTPA 

par inhalation 
78,5 ± 6,0 1,1 ± 0,2 0,5 ± 0,1 0,1 ± 0,01 
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En effet, si on observe bien une augmentation de l’excrétion urinaire du plutonium, liée à 

l’action du DTPA qui peut chélater le Pu soluble dans le sang avant même qu’il ne se dépose 

au niveau du squelette ou du foie, l’efficacité au niveau des poumons sur les formes « non 

circulantes » du Pu reste limitée. Dans ce cas, l’administration « locale » du DTPA n’a pas 

permis d’augmenter la dissolution des particules de PuO2 séquestrées au sein des macrophages.  

Une autre façon d’améliorer l’efficacité du DTPA est de l’encapsuler à l’intérieur de liposomes 

(vésicules formées de lipides).90 Cette formulation du DTPA permet une meilleure pénétration 

cellulaire du DTPA comparativement au DTPA libre, ainsi qu’un temps de résidence accru du 

DTPA au sein des tissus, optimisant ainsi la capacité chélatante du DTPA. Des liposomes de 

DTPA de taille comprise entre 1-10 µm ont permis après injection i.v, d’améliorer l’efficacité 

par rapport au DTPA « libre » au niveau du foie.90 Sous cette forme, une fraction du Pu 

(administré par injection, sous forme polymérique), séquestrée au sein du foie, a pu être 

éliminée. La distribution subcellulaire du Pu est presque identique à la distribution des 

phosphatases acides,91 des glycoprotéines présentes dans les membranes dans les lysosomes, il 

est suggéré que le Pu est situé au sein des lysosomes et  que c’est la fraction intracellulaire du 

Pu au niveau du foie qui a pu être chélatée et éliminée. Un petit effet est aussi observé au niveau 

de l’os (inférieur à 5 %). Néanmoins aucun effet n’a été observé sur le plutonium séquestré au 

niveau des poumons et notamment des macrophages alvéolaires qui constituent un véritable 

sanctuaire pour le Pu sous ses formes insolubles plus particulièrement. 

Afin de cibler de façon passive les compartiments de rétention du Pu, la taille des liposomes a 

été modifiée. En effet, la biodistribution des liposomes est largement dépendante de leur 

composition mais aussi de leur taille. Les études de Phan & al.92–94 ont montré que des 

liposomes de 100 nm modifient grandement la pharmacocinétique du DTPA : on le retrouve ici 

au niveau du foie principalement, puis des os et de la rate. Sa demi-vie est par ailleurs plus 

élevée (3 jours au niveau du foie). En effet, leur temps de circulation est prolongé, ce qui permet 

leur accumulation au sein des organes cibles. Ces liposomes s’avèrent efficace pour augmenter 

l’élimination du Pu au niveau du foie et du squelette, mais toujours sur une forme soluble, 

phytate, de plutonium. Par ailleurs aucun résultat n’est reporté pour la fraction du plutonium 

séquestrée au niveau des poumons. 
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Ces études sont prometteuses et permettent d’envisager une vectorisation ciblée passive suivant 

la taille des liposomes. Néanmoins les formes galéniques choisies dans la majorité des études 

sont administrées par voie intraveineuse, or cela soulève le problème d’un décorporant prêt à 

l’emploi, rapide à utiliser, d’autant plus que certaines études récentes95 soulignent l’importance 

d’un traitement rapide (1 h maximum après la contamination) pour promouvoir une efficacité. 

Afin de pouvoir administrer le DTPA de façon orale, des composés « DTPA like » ont été 

développés.96 Ces composés sont des acides triéthylène tetramine pentaacétique, avec des 

chaines alkyles de longueurs différentes (Figure 20).  

 

Figure 20 : Formule topologique de différents dérivés lipophiles du DTPA dont le C22TT. 

 

Les composés les plus lipophiles, c’est-à-dire ceux avec la plus longue chaine carbonée comme 

le C22TT (acide docosyltriéthylènetétramine penta acétique)se sont révélés plus efficaces que 

leurs homologues inférieurs comme le C12TT pour la décorporation du Pu-239 et de 

l’Am- 241.97 Après 30 jours de traitement, le C22TT par voie orale est aussi efficace que le Zn-

DTPA par voie injectable pour décorporer le Pu au niveau du foie (67 %). En effet, le C22TT 

limite la redéposition du Pu-239 éliminé au niveau du foie sur les os, mais une partie du Pu est 

séquestrée au sein des os, lors du processus normal de remodelage et reste donc inaccessible. 

Néanmoins, son administration par voie orale pourrait permet de l’administrer facilement à une 

large partie de la population, ce qui est un avantage non négligeable. 
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Afin de conclure sur l’utilisation du DTPA dans le cadre de la décorporation du plutonium, une 

étude comparative98 a été réalisée sur des formes solubles (citrate et nitrate) et insolubles (MOx) 

du plutonium, en combinant différentes voies d’administrations (injection, inhalation de poudre 

de DTPA) sur des rats contaminés par inhalation ou par blessure. Cette étude montre qu’une 

combinaison d’administration locale permet de réduire la rétention du Pu au sein du site 

primaire de contamination mais aussi de diminuer sa rétention au sein des sites secondaires (os, 

foie). Il apparait néanmoins que dans le cas d’une contamination par des MOx, aucun traitement 

(local ou local + intraveineux) ne s’avère efficace au sein du site primaire de contamination. 

III  Les analogues de sidérophores 

En utilisant une approche biomimétique basée sur les similarités biochimiques observées entre 

le fer(III) et le plutonium(IV), des analogues de sidérophores ont été développés. 

Les sidérophores sont des molécules chélatrices de fer, de faible poids moléculaire (200 à 2000 

Da), secrétées par des bactéries afin de capter le fer présent dans leur environnement. Ils se 

répartissent en 3 grandes familles : les phénolates-catécholates, qui possèdent un groupement 

acide 2,3-dihydroxybenzoïque, les hydroxamates et les acides hydroxycarboxyliques (Figure 

21). 

 

Figure 21 : Quelques exemples de sidérophores bactériens et de leurs fonctions chélatantes 

caractéristiques. 
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a. Les catécholamides  

Dans la famille des cathécolamides (CAM), les LICAM (LI pour linéaire) ont été étudiés dans 

la décorporation du plutonium. 

Plus précisément, deux molécules ont été principalement étudiées, le 3,4,3-LICAM (S) et le 

3,4,3-LICAM (C). Le préfixe 3,4,3 représente le nombre de méthylène entre les atomes d'azote 

du squelette, les suffixes (S) et (C) indiquent, respectivement, une sulfonation ou une 

carboxylation de la sous-unité chélatante finale (Figure 22). 

 

 

 

Abréviations X Y 

3,4,3-LICAM (S) -H -SO3Na 

3,4,3-LICAM (C) -CO2Na -H 

 

Figure 22 : Formule topologique du 3,4,3-LICAM (S) et du 3,4,3-LICAM (C). 

 

Malgré des résultats prometteurs,99 le 3,4,3-LICAM (S) montrant une meilleure efficacité que 

le complexe CaNa3-DTPA pour la décorporation du plutonium au niveau du squelette (chez la 

souris), son développement a été rapidement arrêté à cause de sa toxicité rénale chez le chien. 

C’est donc son équivalent carbonylé, le 3,4,3-LICAM (C) qui a été étudié. 
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Son affinité pour le Pu est beaucoup plus élevée que le DTPA : en présence de transferrine, il 

est 500 fois plus efficace que le DTPA99,100 pour libérer le plutonium complexé à la transferrine 

(dans le sérum de rat). Les tests sur des rongeurs101 ont permis de montrer une efficacité 

supérieure à celle du DTPA au niveau osseux. En injectant des doses de LICAM 30 fois plus 

faibles que celles de DTPA usuellement prescrites, on obtient une efficacité de décorporation 

osseuse équivalente. Mais une augmentation du plutonium est constatée au niveau des reins. 

Ainsi afin de diminuer la rétention du complexe Pu-LICAM au niveau rénal, Gerasimo & al.102 

ont utilisé une bithérapie : LICAM et bicarbonate, ou LICAM et DTPA. En effet, la rétention 

de ce complexe est pH dépendante. Dans le pH de l’urine (environ pH : 6), le complexe 

précipite, ayant pour conséquence la rétention du plutonium et une possible obturation 

mécanique des tubules rénaux. L’alcalinisation de l’urine par l’ajout de bicarbonate, ou de 

DTPA, permet la solubilisation du complexe et son excrétion dans les 24 h.  

L’utilisation du LICAM (C) a aussi été testée sur des rats après inhalation de nitrate de Pu-238, 

en quantité comparable à celle qui pourrait être inhalée en cas d’accidents sévères.103 Dans ce 

cas, le DTPA s’est montré plus efficace que l’utilisation de LICAM (C)  

La présence d’effet secondaires au niveau des reins (rétention rénale de l’activité), ainsi que sa 

faible efficacité de décorporation en cas de contamination au Pu par inhalation ont mis un coup 

d’arrêt au développement de cette molécule décorporante. 

b. Les hydroxypyridinones 

Les hydroxypyridonates (HOPOs) (Figure 23) sont des molécules chélatantes octodentate ou 

tetradentate. Dans cette famille les composés les plus actifs sont le 3,4,3-LI(1,2-HOPO) et le 5-

LIO(Me-3,2-HOPO). Le préfixe 3,4,3 indique là encore le nombre de méthylène entre les 

atomes d’azote du squelette. On utilise le préfixe « LI » pour linéaire, et « LIO » pour signifier 

que dans la chaine polyaminée il y a une liaison « éther ». Ces molécules chélatantes d’actinides 

sont composées d’une unité hydroxypyridinone reliée à un squelette polyaminé grâce à des 

liaisons amides. Le 3,4,3-LI(1,2-HOPO) est basé sur la structure de la spermine (polyamine 

endogène). 
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Figure 23 : Formule topologique du a) 3,4,3-LI(1,2-HOPO) et du b) 5-LIO(Me-3,2-HOPO). 

 

L’étude préliminaire du 3,4,3-LI(1,2-HOPO), abrégé LIHOPO par la suite, et du 5-LIO(Me-

3,2-HOPO) a montré une efficacité plus élevée que le CaNa3-DTPA (en quantité équimolaire).  

En particulier sur l’excrétion de Pu-238 et de Am-241. Ils se sont révélés notamment efficaces 

sur les os et les tissus mous. Aucune toxicité n’a été observée sur les rats. 

Afin de pouvoir envisager l’application de ce traitement en cas de contamination liée au MOx 

(mélanges d’oxydes d’uranium et de plutonium), Paquet & al.104 ont réalisé des injections 

intramusculaires de MOx (contenant 26 % de PuO2) sur des rats. Le LIHOPO s’est révélé 

inefficace pour décorporer le plutonium déposé au niveau de la blessure (97 % du plutonium 

total). Néanmoins, il s’est révélé plus efficace pour décorporer le plutonium « soluble » (après 

sa translocation dans le sang). En effet dans ce cas, on observe une réduction de plutonium, au 

niveau des fémurs et des reins, plus élevée que celle observée en utilisant le DTPA. 

En administration par voie orale,105 voie la plus pratique en cas de contamination à grande 

échelle, le 3,4,3-LI(1,2-HOPO) et le 5-LIO(Me-3,2-HOPO)  se sont montrés plus efficaces que 

l’administration de CaNa3DTPA, notamment au niveau osseux. Le 3,4,3-LI(1,2-HOPO) se 

montre par ailleurs plus efficace que le 5-LIO(Me-3,2-HOPO). Cela pourrait être expliqué par 

sa plus grande hydrophilie, qui semble faciliter l’accès de la molécule au Pu déposé au niveau 

osseux.  

Pour compléter ces études dans l’éventualité d’une mise sur le marché, des études de toxicité 

ont été réalisées.106  
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L’administration de doses répétées de 3,4,3-LI(1,2-HOPO) et de 5-LIO(Me-3,2-HOPO), par 

voie orale sur des périodes allant de 7 à 28 jours n’a pas montré de toxicité. De plus, les deux 

molécules chélatantes ont été évaluées comme étant non génotoxiques. 

Plus récemment, les études précliniques se sont focalisées sur le LIHOPO. 

Choi & al.107 ont montré sa stabilité au sein de plusieurs matrices biologiques, ce qui est 

important pour une bonne biodisponibilité orale puisque le composé doit notamment rester 

stable en milieu acide (milieu gastrique). Les tests Caco-2 montrent une faible perméabilité du 

LIHOPO. Malgré sa faible perméabilité, le LIHOPO est un composé prometteur pour 

décorporer les formes solubles du plutonium, en administration par voie orale.108 

IV  Les macromolécules chélatantes 

a. Les polymères chélatants 

Des polymères chélatants,109–113 analogues polymériques du DTPA pour le PEI-MC 

(MéthylCarboxylate) et du DTPMP pour le PEI-MP (MéthylPhosphonate) sont en cours de 

développement. Ces polymères sont obtenus en fonctionnalisant un PEI (PolyEthylèneImine) 

commercial de 25 kDa (Figure 24). 
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Figure 24 : Structure a) du polymère de départ b) du PEI-MC c) de son analogue monomérique 

le DTPA d) du PEI-MP e) et de son analogue monomérique le DTPMP (état de protonation 

arbitraire). 

 

L’affinité du PEI-MC pour de nombreux cations (Ag+, Al3+ , Cd2+, Cu2+, Zn2+… ) a été 

démontrée par Masotti & al. dont une application a été d’utiliser le PEI-MC afin d’extraire ces 

métaux d’une eau contaminée.114 

Le poly(éthylèneimine méthylènephosphonate) (PEI-MP) ramifié s'est révélé prometteur dans 

plusieurs applications de chélation de métaux (Fe3+,Pb2+…), mais aussi pour son utilisation en 

radiothérapie interne (administration des rayons via un médicament « vecteur » porteur d’un 

élément radioactif).115–118 Dans ce dernier domaine, le PEI-MP a notamment été utilisé 

conjugué à divers éléments radioactifs (99mTc, 188Re… ) pour son habilité à cibler les tumeurs, 

principalement les tumeurs osseuses.  

Notre équipe a utilisé le PEI-MC et le PEI-MP dans le cadre du traitement d’une exposition aux 

actinides. Ainsi, la complexation du PEI-MC et du PEI-MP a été étudiée avec l’uranium (VI), 

le thorium (IV) et le plutonium (IV), tous sous forme soluble, par des études de type dose-

réponse et par spectroscopie EXAFS. 
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Il a été mis en évidence que le PEI-MC et le PEI-MP présentent des efficacités chélatantes 

comparables à leurs analogues moléculaires respectivement le DTPA et le DTPMP.  

Ces analogues polymériques présentent plusieurs avantages par rapport au DTPA et DTPMP : 

le contrôle de leur taille permet une vectorisation passive vers des compartiments « à cibler », 

comme les alvéoles pulmonaires ainsi qu’une activation de la phagocytose au niveau des 

macrophages, leur taux de fonctionnalisation (supérieur à 90 %, mesuré par analyse 

élémentaire) permet de profiter de l’effet cluster : plus il y a de fonctions chélatantes dans un 

espace réduit, plus l’efficacité de chélation sera importante.  

b. Les calix [n] arènes 

Les calix[n]arènes ont été utilisés comme des ligands de métaux pour diverses applications. Les 

calix [n]arènes sont des ligands macrocycliques constitués d’unités phénoliques liées entre elles 

par des ponts méthylènes en position ortho. Ils ont la particularité de posséder une cavité 

lipophile interne (formée par les cycles aromatiques) (Figure 25).  

 

Figure 25 : Structure du 1,3,5-OCH3-2,4,6-OCH2COOH-ptertbutylcalix [6]arène. 

 

Ils ont été utilisés dans un premier temps pour surveiller une éventuelle contamination par les 

actinides (U , Pu…).119,120 Pour suivre ou estimer la contamination par un actinide, il est 

important de contrôler son excrétion, et donc de le chélater sélectivement au sein d’un fluide 

biologique pour ensuite le quantifier. Suivant le pH des urines, il a été montré que la 

calix [6] arène est capable de chélater le Pu(IV), via un ajout de NaNO2 afin de le maintenir à 

un degré d’oxydation +IV. 
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Des études de toxicité ont été réalisées, montrant notamment que des dérivés du calix [6] arène 

et du calix [8] arène semblent aussi peu toxiques que le glucose.121 Néanmoins ces études ont 

été réalisées notamment sur des dérivés sulfonylés du calix [n] arènes, et non sur les calix [6] 

arènes dont les faces sont fonctionnalisées par des tert-butyles et qui sont ceux qui montrent un 

profil intéressant pour la décorporation des actinides. 

Enfin, fruit d’un projet de collaboration entre l’IRSN et de Cévidra, une crème Calixarène ® 

(FR0858703A (2008)) a été mise sur le marché en 2018. Cette crème, dont l’ingrédient actif est 

le calixarène carboxylique (0,75 %), est une crème lavante et décontaminante destinée aux 

traitements des contaminations externes de radionucléides (U, Pu, Th, Am…). La crème 

Cevidra® est le seul dispositif médical commercialisé avec une efficacité prouvée 

scientifiquement dans les études menées par l’IRSN et opérationnellement en décontamination 

du personnel dans des installations nucléaires. Néanmoins, cette crème n’est utilisable qu’en 

application externe, dans des cas spécifiques de contamination de la peau. Elle n’est donc pas 

utilisable pour la décontamination du plutonium lors d’une contamination par inhalation. 

D’autre part, la synthèse de ces calixarènes carboxyliques, à grande échelle, reste problématique 

et couteuse. 

V Les nanoparticules chélatantes 

a. Les nanoparticules fonctionnalisées par le DTPA 

Des formulations de nanoparticules de DTPA ont été synthétisées dans le cadre d’une 

contamination par des actinides par inhalation, blessure ou ingestion. Dans le cadre de la 

décorporation du 241Am(III), il a été montré qu’elles ne présentaient pas de toxicité ni d’effets 

secondaires chez le chien (pour des doses allant de 36,5- 72,9 mg/kg de NanoDTPA ™).122 Ces 

nanoparticules, administrées par voie orale,123 montrent une efficacité similaire à celle du Zn-

DTPA (i.v) (ici à une dose de 15 mg/kg contre une dose de 60 mg/kg pour les capsules de 

NanoDTPA™). NanoDTPA™ a été reconnu par l'USFDA en 2011.   
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D’autres types de formulations124 comme des nanoparticules de TiO2 greffées par du DTPA-

Pegylé montrent un temps de résidence prolongé du DTPA au sein d’un liquide pulmonaire 

simulé. 

Cet accroissement du temps de résidence semble prometteur puisqu’il devrait permettre une 

augmentation locale de la concentration en molécules chélatantes mais des études doivent 

maintenant être effectuées avec le plutonium sous des formes insolubles idéalement. 

b. Les nanoparticules chélatantes à base de N-triméthyl 

chitosan 

Le chitosan est un copolymère constitué d’unités glucosamine et N-acétylglucosamine, issu de 

la désacétylation de la chitine. Biodégradable et présentant une faible toxicité pour le corps 

humain,125–127 ses propriétés mucoadhésives128 lui permettent notamment d’adhérer aux parois 

cellulaires et d’augmenter son temps de résidence en milieu biologique.  Il est d’ailleurs utilisé 

comme vecteur pour transporter des molécules actives et les délivrer dans des zones cibles, 

telles que les tumeurs (en bénéficiant de l’effet de perméabilité et de rétention accrue (EPR) ou 

l’oeil.129,130 

Il constitue donc un polymère de choix en tant que plateforme pour la formation de 

nanoparticules fonctionnalisées. Il est souvent retrouvé sous forme de N-triméthyl-chitosan 

(TMC), la méthylation de ses fonctions amines permet en effet d’augmenter son caractère poly- 

cationique sur une plus grande gamme de pH, permettant ainsi d’augmenter sa solubilité (le 

chitosan étant uniquement soluble à pH acide). 

De nombreuses études s’intéressent à la formation de nanoparticules à base de chitosan, 

notamment par réticulation ionotropique grâce à des agents de réticulations. Parmi ces agents 

de réticulation, le tripolyphosphate (TPP) est non toxique et forme des liaisons ioniques par 

interactions entre le groupe amine quaternaire chargé positivement et la charge négative des 

TPP. Ce procédé de réticulation est simple à mettre en œuvre mais la stabilité des formulations 

est dépendante du pH.131 Ces nanoparticules ont notamment montré une bonne efficacité de 

chélation des métaux dans le traitement des eaux contaminées où elles sont utilisées sous forme 

de résines.132 
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Des nanoparticules de N-triméthyl chitosan (TMC) réticulées au DTPMP ont été utilisées 

comme approche alternative au TPP (Figure 26) par Léost & al.133. Le DTPMP joue ici le 

double rôle d’agent de réticulation et d’agent de chélation.  

L’internalisation par les macrophages devrait permettre de libérer l’agent chélatant (DTPMP) 

et de dégrader la matrice de polysaccharides du TMC. 

 

Figure 26 : Schéma de synthèse des nanoparticules de N-triméthylchitosan réticulées au 

DTPMP. 

 

En ajustant les conditions opératoires, on peut contrôler la taille de ces nanoparticules pour 

cibler indirectement les alvéoles pulmonaires. Des formulations de TMC présentant un taux de 

réticulation/fonctionnalisation de 10 % en DTPMP ont été testées en milieu physiologique en 

présence de Th(IV). Elles présentent une affinité pour le thorium (IV) comparable à celle du 

DTPMP libre. Testées sur Pu(IV), la spectroscopie EXAFS a permis de mettre en évidence la 

complexation du Pu(IV) par ces nanoparticules de TMC. Enfin, des tests de cytotoxicité ont 

montré une internalisation plus conséquente des nanoparticules que des chélateurs libres 

(DTPA et DTPMP). La matrice polymérique semble se dégrader une fois internalisée par les 

macrophages, permettant ainsi la libération du ligand chélateur DTPMP. 

Récemment, des molécules de LIHOPO ont été encapsulées avec des nanoparticules de 

chitosan.134 
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Le profil pharmacocinétique de ces molécules au sein de fluide pulmonaires simulés semblent 

indiquer une libération prolongée, permettant un maintien de la molécule au sein des poumons 

à une concentration thérapeutique, et donc une réduction du nombre de dose à administrer. Il 

reste néanmoins à tester leur efficacité sur le thorium et le plutonium. 

c. Les nanoparticules à base de polyéthylène glycol 

Très récemment, Miao & al.135 ont proposé d’utiliser des nanoparticules de mélanine (MNPs) 

greffées au polyéthylène glycol (PEG) (MNPs-PEG, 4-10 nm) comme agent de décorporation 

pour l'uranium et le thorium. Les résultats ont confirmé que les MNPs-PEG peuvent adsorber 

sélectivement l'U(VI) et le Th(IV) en présence d'un excès de Ni2+., Zn.2+, Mn2+, Co2+, Mg2+ et 

Ca2+ à pH 4,0 et 7,4. 

Dans les cellules NRK-52E (cellules du rein) et AML-12 (cellules du foie), les MNPs-PEG 

montrent une cytotoxicité acceptable proche de celle du DTPA-ZnNa3. Ce nano-chélateur a pu 

décorporer le Th(IV) à hauteur de 42,8 % au niveau du foie in vivo.  
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VI  Méthodes de décorporation invasives 

a. Le lavage broncho alvéolaire 

Le lavage bronchoalvéolaire est une méthode d’aide au diagnostic médical. Il consiste à injecter 

dans les bronches et les alvéoles pulmonaires une solution de liquide physiologique stérile à 

37 °C puis à récupérer ce liquide. Dans le cadre de la décontamination pulmonaire d’actinides, 

il a été détourné de son usage initial afin de tester sa capacité de décorporation notamment vis-

à-vis du PuO2. 

Nolibé & al.136 ont notamment démontré l’efficacité du lavage bronchoalvéolaire sur des 

babouins et des chiens contaminés via l’inhalation de particules de PuO2 . Après un unique 

lavage, il est possible, avec cependant une grande variabilité individuelle, d’éliminer jusqu’à 

28 % de la quantité initiale déposée. Ce taux peut atteindre 50 % après cinq lavages. Cependant, 

en dépit de sa relative efficacité, le lavage bronchoalvéolaire reste une procédure invasive qui 

implique les mêmes risques qu’une anesthésie générale, il n’est donc pas adapté au traitement 

d’une large population et ne reste indiqué que dans un nombre limité de cas.137 

Dans une étude récente,138 il est conseillé d’utiliser le lavage bronchoalvéolaire pour éviter les 

effets déterministes au-dessus de 6 gray (le gray est l’unité qui permet de mesurer la quantité 

de rayonnement absorbé par un corps exposé à de la radioactivité) et au cas par cas pour des 

doses plus faibles afin de diminuer le risque d’effets stochastiques. 

b.  L’excision de la blessure 

Le débridement de la blessure ou plus précisément son excision est une solution envisagée pour 

permettre de retirer la contamination directement au sein du site primaire. Tout comme le lavage 

bronchoalvéolaire, cette méthode est pratiquée après une stricte évaluation de la balance 

bénéfice/risque. Lorsque cette excision doit être réalisée de façon chirurgicale, elle doit être 

faite en présence de personnes compétentes en radioprotection.  
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Cette méthode a été employée dans plusieurs cas de contaminations accidentelles139,140 chez 

l’homme et est en général combinée avec des lavages de la blessure au DTPA et des injections 

de DTPA, évitant ainsi de futurs dépôts d’actinides dans les organes systémiques. 

Ce traitement présente également le désavantage d’être invasif et de ne pas être applicable à 

une large population. 
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D. Une stratégie de décontamination insuffisante à 

l’heure actuelle 

I Les principaux verrous à l’utilisation du DTPA 

Le DTPA, sous sa forme calcique ou zincique, est à l’heure actuelle le seul traitement de 

référence dans le cas d’une contamination par les éléments transuraniens (plutonium, 

américium et curium…). Bien qu’il soit particulièrement adapté à la chélation, dans le cas de 

formes circulantes, son efficacité reste limitée dans le cas d’une contamination par des formes 

insolubles d’actinides, et ce, quelle que soit la voie de contamination (inhalation ou blessures). 

Le DTPA possède en effet une demi-vie faible dans le plasma (environ 90 minutes). Sa 

biodistribution141,142 s’en voit donc réduite et il est éliminé rapidement par filtration 

glomérulaire au niveau des reins. 

Ainsi, qu’il soit utilisé via inhalation ou injection, dans le cas d’une contamination par des 

PuO2, le DTPA aura peu d’efficacité. Les formes peu solubles d’actinides vont se retrouver 

piégées au sein des grands organes : poumons (et plus particulièrement dans les macrophages 

alvéolaires) dans le cas d’inhalation ; ou foie, reins et squelette en cas de transfert dans la 

circulation (dans le cas de blessures par exemple). Ces sites vont agir comme des réservoirs 

« sanctuaires » et exercer une irradiation interne sur le long terme. Seule la part capable de se 

dissoudre lentement au cours du temps, relarguée au sein du système sanguin, pourrait être prise 

en charge par le DTPA. Ce traitement additionnel par i.v peut être réalisé afin de réduire la 

quantité de Pu, même si dans le cas d’une contamination par des formes insolubles cette fraction 

représente moins d’un pour cent de la dose retenue (contre 20-30 % pour des formes solubles).98 

La question d’un traitement complémentaire au DTPA et adapté en vue de diminuer l’activité 

au sein de ces « réservoirs » demeure donc entière. 
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II Notre projet : une stratégie complémentaire au DTPA 

Ce projet de thèse consiste en l’étude d’une approche basée sur une plateforme polymérique 

simple et axée sur la problématique liée à une contamination par inhalation et/ou du squelette 

par le Pu/Th(IV). Nous avons postulé qu'un polymère chélatant pourrait cibler indirectement 

les principaux sites de rétention des actinides tels que les alvéoles pulmonaires (inhalation) ou 

le squelette (à condition qu'une affinité pour l’os soit mise en œuvre dans ce cas). Cette stratégie 

pourrait donc être tout à fait complémentaire à celle d’une thérapie Ca-/Zn-DTPA qui est, 

comme nous l'avons vue, la seule alternative bien qu'elle ne soit efficace que sur les formes 

circulantes (solubles) de Pu principalement. 

Au cours des dernières années, notre groupe a développé une approche macromoléculaire basée 

sur un squelette de polyéthylèneimine (PEI) pour la décontamination des actinides.110–113 

Nous avons ainsi obtenu, après une fonctionnalisation adéquate, des analogues polymériques 

du DTPA, PEI-MC (PolyEthylene-Imine-MethylCarboxylate, véritable analogue structurel) et 

PEI-MP (PolyEthylene-Imine-MethylPhosphonate, analogue phosphonate) basés sur un PEI 

ramifié de 25 kDa disponible dans le commerce (Figure 27). Un polymère entièrement 

fonctionnalisé peut être représenté par une population polydisperse ayant des masses allant de 

~ 5 à 150 kDa. 
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Figure 27 : Structures chimiques des polymères chélatants porteurs de fonctions carboxyliques 

ou phosphoniques et de leurs analogues moléculaires de référence. 

 

Les synthèses de ces PEI chélatants peuvent être réalisées en une seule étape (voir partie 

expérimentale § B.I et § B.II), avec des rendements très élevés et sont très bon marché. La 

purification par ultrafiltration est simple. Trop d'agents chélatants développés jusqu'à présent 

nécessitent un grand nombre d'étapes de synthèse et de purification fastidieuses. De plus, 

comme ces composés sont des polyampholytes (voir partie expérimentale § B.III et annexe II), 

ils se dissolvent facilement dans l'eau, ce qui les rend très faciles à utiliser. 

Nous avons clairement démontré la capacité de ces polymères à base de PEI à séquestrer à la 

fois l'U(VI) (uranyle) et les actinides (IV) (Pu et Th). En effet, dans des conditions 

(pseudo)physiologiques, les deux polymères présentent une CE50 (concentration efficace à 50 

%) comparable à celle du DTPA pris comme référence.  
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La complexation au Pu(IV) a également été démontrée par spectroscopie EXAFS avec les deux 

polymères, PEI-MC et PEI-MP.110,113 

L’objectif de cette thèse est maintenant d’étudier leur capacité à extraire du Th(IV) de 

l’hydroxyapatite (utilisée comme matrice biomimétique simplifiée de l’os) et/ou de 

macrophages (utilisés comme analogues des macrophages alvéolaires) qui ont préalablement 

été contaminés. 

Dans ce projet, le thorium a été utilisé comme un analogue du plutonium à l’état tétravalent. En 

effet, ils partagent des caractéristiques physico-chimiques. Même si le plutonium présente 

plusieurs degrés d’oxydation (+III, +IV, +V, +VI, +VII), l’état le plus stable retrouvé en 

conditions physiologiques est sous forme +IV. En effet, des ligands stabilisent le plutonium 

sous cette forme in vivo.3 Le thorium lui, est présent uniquement à l’état d’oxydation +IV avec 

la configuration électronique [Rn] 7s05f06d0, isoélectronique du radon. Le thorium est donc 

présent en solution sous la forme Th4+.3 De plus, tout comme le plutonium, le thorium est 

sensible à l’hydrolyse, il a une forte tendance à former des complexes insolubles de 

polyhydroxydes et polyoxydes.3 Le thorium et le plutonium peuvent donc tous les deux être 

retrouvés sous la forme stable de dioxyde. 

Le Tableau 7 rassemble quelques données importantes au regard de l’utilisation du thorium 

comme analogue du plutonium. 
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Tableau 7 : Données biocinétiques et constantes d’équilibres du thorium et du plutonium (les 

constantes de complexation pour le DTPA prennent en compte la compétition avec le 

NTA).29,143–145 

Eléments Thorium Plutonium 

Forme chimique  Th(IV)  Pu(IV) 

Rayon ionique 1,048 (Å) 0,962 (Å) 

Electronégativité 1,3 1,28 

Log K    

EDTA 26,6 25,8 a
 

                DTPA 28,96 ± 0,14 b 36,36 ± 0,36 b
 

a I = 1 M (0,9 M HNO3 + 0,1 M KNO3), T = 296 K, 0,12 < pH < 0,92 

b I = 0,1 M, T = 25 ° C, pcH = 1,395 (HNO3) 

Ainsi, même si le rayon ionique du plutonium est plus faible que celui du thorium, la similitude 

des interactions avec des ligands usuels comme l’EDTA et le DTPA nous permettent de 

considérer que des résultats pour des complexes de Th(IV) sont représentatifs de ceux obtenus 

avec des complexes de Pu(IV). Bien évidemment il faut aussi garder en tête que les constantes 

de formation des complexes 1 : 1 de l’EDTA et du Th(IV) et Pu(IV) sont à relativiser en raison 

d’une détermination par des techniques différentes et à des forces ioniques différentes. 

L’utilisation d’un analogue du thorium est rendue nécessaire par la forte activité spécifique du 

plutonium (2,3x109 Bq.g-1 pour le Pu-239 et 4,1x103 Bq.g-1 pour le Th-232). Néanmoins cette 

approche doit être considérée avec prudence car l’utilisation d’analogue a des limites.29 

En effet, le cation Pu(IV) étant plus petit que le cation Th(IV), le Pu(IV) sera donc plus sensible 

à l’hydrolyse et plus propice à former des complexes ioniques. 

Enfin, si les applications industrielles liées au thorium venaient à se développer plus en avant 

(usines à sels fondus), ce choix prendrait encore plus de sens.  

 



Chapitre I : Etat de l’art 

 

84 
 

 

Nous avons décidé dans cette étude de travailler en quantité de matière et non en activité. En 

effet, la différence entre la demi-vie du Th et celle du Pu (14,05 milliards d'années pour le Th-

232 contre 24 065 ans pour le Pu-239) est telle, que travailler avec la même activité de chaque 

élément produirait un biais au niveau du nombre d’atomes de Th et de Pu. 
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III  Conclusion  

Cette revue bibliographique a permis de dresser un panorama des moyens de décorporation 

disponibles en cas de contamination par le plutonium et le thorium. La contre-mesure la plus 

utilisée est le DTPA, administré par différentes voies (i.v, inhalation, cutanée). En plus d’être 

peu spécifique du plutonium, il ne permet pas d’atteindre les compartiments de rétention du Th 

et du Pu en raison de sa faible biodisponibilité, ni d’agir sur toutes les formes chimiques du Pu, 

notamment sur les formes insolubles. Même si de nombreux agents de décorporation sont 

développés à l’heure actuelle, parmi eux citons le LI-HOPO, leur faible spécificité tissulaire et 

leur faible sélectivité par rapport à l'élément métallique, ainsi que leur toxicité, entravent encore 

leur développement clinique. Trop d’agents développés actuellement présentent une efficacité 

largement dépendante de la forme chimique, notamment de la solubilité de l’actinide  à 

décontaminer. 

Ainsi, la vectorisation des molécules chélatantes ainsi que l’amélioration de leur 

biodisponibilité semblent être des paramètres majeurs à contrôler afin d’augmenter leur 

efficacité thérapeutique, dans le but de proposer une molécule chélatante efficace sur les formes 

insolubles séquestrées au sein des 3 sites principaux de rétention du plutonium (poumons, foie, 

os). 

Notre but est de proposer une méthode simple, efficace et abordable basée sur une même 

plateforme : un polymère de polyéthylèneimine. Sur la base de nos études préliminaires, qui 

montrent leur capacité à chélater les actinides (U(VI), Th(IV) et Pu(IV)) en conditions 

pseudophysiologiques, nous souhaitons désormais valoriser ces polymères vis-à-vis de deux 

compartiments majeurs de rétention du plutonium et du thorium : l’os et les poumons.  
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Chapitre II : Polymères chélatants 

pour la décorporation ciblée des 

actinides : application à l’os et aux 

poumons 
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A. Application au tissu osseux  

I Anatomie et remodelage du tissu osseux 

Comme nous l’avons vu au cours de la revue bibliographique, l’os constitue un véritable 

sanctuaire pour les actinides. En effet, en cas de contamination par inhalation, dans le cas de 

particules solubles, 80 % de l’activité va se retrouver au niveau du foie et de l’os. De même en 

cas de contamination par blessures, l’os et le foie seront les principaux organes ciblés. 

Chez les vertébrés l’os assure des fonctions essentielles à l’organisme et se maintient tout au 

long de la vie grâce à sa capacité de remodelage. L’os participe à l’homéostasie du calcium et 

du phosphate, c’est-à-dire à leur équilibre et stabilisation physiologiques. Il est aussi par 

ailleurs, le siège de la formation des cellules hématopoïétiques.146 

Un des facteurs les plus importants qui détermine la rétention du plutonium au sein du squelette 

est le renouvellement (ou remodelage) osseux, le procédé par lequel l’os « ancien » est résorbé 

par les ostéoclastes et remplacé par de l’os nouveau grâce à l’intervention des ostéoblastes. L’os 

est en effet remodelé tout au long de la vie au grès des cycles et des événements (fractures…). 

On considère que l’intégralité du squelette est renouvelée tous les 10 à 20 ans chez l’Homme 

(4 à 10 % du squelette est renouvelé par an ).147 

Afin de maintenir une bonne structure osseuse, cette balance est strictement contrôlée par des 

stimuli mécaniques et hormonaux. Le déséquilibre de cette balance (résorption / création) 

entraine des pathologies comme l’ostéoporose. Les ostéoblastes, les ostéoclastes et les 

ostéocytes forment, avec les cellules bordantes et l’apport sanguin par les capillaires, ce que 

l’on dénomme l’unité fonctionnelle de remodelage osseux. 

La Figure 28 présente le déroulement d’un cycle de remodelage osseux. 
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Figure 28 : Le déroulement d’un cycle de remodelage osseux (image issue de Servier medical 

art). 

 

La première étape de ce cycle de remodelage est le recrutement de précurseurs d’ostéoclastes, 

puis leur différentiation en ostéoclastes matures qui vont s’attacher à la matrice osseuse afin 

d’initialiser sa destruction. Ils vont détruire à la fois la partie organique et la partie minérale de 

la matrice grâce à la sécrétion de protéases (en milieu acide) et vont conduire à la formation de 

lacunes. Après une courte période appelée phase d’inversion osseuse, la formation osseuse est 

initiée par le recrutement des ostéoblastes qui vont combler la lacune formée. Enfin, la phase 

terminale du remodelage, la plus longue, forme la nouvelle matrice osseuse par les ostéoblastes. 

Les ostéoblastes synthétisent alors la nouvelle matrice osseuse. Au cours du processus de 

minéralisation par les ostéoblastes, une partie de ces derniers s’emmure dans la matrice qu’ils 

viennent de synthétiser et se différencient alors en ostéocytes. Les ostéocytes représentent la 

majorité des cellules osseuses puisqu’ils constituent 95 % des cellules de l’os.148,149 Par ailleurs, 

leur durée de vie peut atteindre plusieurs décennies chez l’homme. De nombreux travaux ont 

mis en évidence leur rôle de chef d’orchestre du remodelage osseux.150–152  
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Ces cellules, en plus d’être potentiellement touchées par une contamination par les actinides, 

vont aussi être en contact des éventuels agents chélatants utilisés pour la décontamination. Il 

sera donc important d’évaluer la cytotoxicité des agents chélatants vis-à-vis de ces cellules 

osseuses, afin d’éviter de perturber le bon fonctionnement de l’os. 

L’os adulte est composé d’une phase minérale (50-70 %), d’une matrice organique composée 

de collagène (20-40 %), de 5 à 10 % d’eau et de 1 à 5 % de lipides (masse sèche par masse 

d’os) (Figure 29). L’hydroxyapatite (HAp), un phosphate de calcium de formule  

Ca5(PO4)3(OH), est le principal composant minéral de l’os.153  

 

Figure 29 : Organisation du tissu osseux : l’os est composé de fibres de collagènes renforcées 

par les nanocristaux d’hydroxyapatite et d’autres composants tels que les protéines et les 

facteurs de croissance. Le collagène minéralisé est organisé en fibrilles, qui se combinent en 

fibres de quelques microns de diamètre et longues de plusieurs millimètres. Dans l’os 

trabéculaire, les fibres minéralisées sont semi-organisées alors que dans l’os cortical, les fibres 

d’une lamelle d’ostéon sont alignées.38,154 

 

Cette partie minérale de la matrice osseuse est soupçonnée d'être à l'origine des propriétés de 

stockage et d'échange de cations du squelette. C'est pourquoi elle fait l'objet d'un intérêt 

constant. La HAp possède par ailleurs une forte affinité pour les radioéléments, notamment, 

l’uranium, le thorium et le plutonium.155,156 
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L’utilisation de HAp comme matrice biomimétique de l’os pour réaliser des expériences 

d’adsorption reflète bien l’affinité des agents ciblant le compartiment osseux. Bien 

évidemment, il est important de garder à l’esprit que le comportement in vivo de ces agents 

dépend d’un grand nombre de paramètres. Ainsi, même s’il est difficilement modélisable, 

l’utilisation de la HAp constitue néanmoins un modèle structurel et chimique robuste pour 

l’étude de la décorporation des actinides au niveau osseux. 

Par ailleurs, de nombreuses études ont été réalisées en utilisant la HAp comme modèle de la 

phase minérale de l’os.157,158. 

Pour les os, et à notre connaissance, une seule équipe a rapporté une réelle expérience de 

décorporation in vivo, d’uranium seulement, en utilisant un dérivé du 3,2-

Hydroxypyridinone.159 
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II Les agents de ciblage de l’os  

Afin qu'un médicament puisse atteindre son efficacité optimale, il est important que le composé 

atteigne et soit retenu au niveau du site d'action prévu (tissu, récepteur ou autre). Les 

caractéristiques physiologiques spécifiques du tissu osseux en font un site difficile à cibler. En 

effet, la plupart des médicaments sont peu distribués au niveau de l’os, ils s’accumulent alors 

dans les autres organes, diminuant ainsi leur efficacité et peuvent créer des effets secondaires. 

Néanmoins, l’os offre un environnement unique constitué notamment de cette matrice 

inorganique, la HAp. Cette matrice constitue une excellente cible pour les molécules ciblant le 

tissu osseux en raison de sa localisation exclusive dans les os et les dents (hormis dans les cas 

pathologiques de calcification).  

Le Tableau 8 présente les composés appartenant aux différentes classes de molécules ciblant le 

compartiment osseux qui sont abordées ci-dessous, avec un résumé de leurs principaux 

avantages et inconvénients. 

À ce jour, de nombreux ligands ciblant l'os parmi lesquels les tétracyclines, les 

bisphosphonates, certains oligopeptides et des polymères (notamment des polyphosphonates), 

ont été mis au point et utilisés pour l'administration ciblée dans l'os. 

a. Les tétracyclines 

Les tétracyclines sont des molécules de faible poids moléculaires utilisées traditionnellement 

comme antibiotiques depuis la fin des années 40.160 Peu après leur introduction en temps 

qu’antibiotiques sur le marché, il a été remarqué que les tétracyclines provoquaient des taches 

jaunes sur les dents des enfants. En effet, la tétracycline présente une forte affinité pour la HAp : 

elle effectue une liaison directe avec la HAp impliquant la chélation du Ca2+ dans la HAp par 

un certain nombre d'atomes d’oxygène de la tétracycline.161 Elle cible plus spécifiquement les 

tissus osseux en croissance, avant la minéralisation, causant ces taches.162 Son usage en tant 

qu’antibiotique a alors largement diminué dû à ces effets secondaires. La tétracycline perturbe 

notamment le bon développement osseux chez l’enfant.163 C’est sur la base de cette affinité 

pour le système osseux que les tétracyclines ont été utilisées.  
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Afin de diminuer sa toxicité, certains groupes ont tenté de modifier la structure de la tétracycline 

dans le but de supprimer son activité biologique (liée à la toxicité) tout en gardant son affinité 

pour les os. Ainsi, Neale & al.164 ont découvert qu'ils pouvaient conserver 50 % de l’affinité de 

la tétracycline pour la HAp en gardant un seul cycle de la structure originale (3-amino-2,6-

dihydroxybenzamide), afin de l’utiliser pour vectoriser de l’œstrogène dans le traitement de 

l'ostéoporose, ce qui a permis de séparer les effets squelettiques de l'œstrogène de ses effets 

utérins (cancer...). La diminution du taux d’œstrogène lors de la ménopause est en effet un des 

facteurs de l’ostéoporose. La thérapie basée sur la prise d’œstrogène provoque des effets 

secondaires tels que l’augmentation de l’incidence des cancers du sein, de l’endomètre, des 

thromboses et des maladies cardiaques. Des analogues d’œstrogènes qui permettraient de cibler 

sélectivement l’os (lieu de l’ostéoporose) sont donc d’un intérêt primordial.  

b.  Les bisphosphonates et polyphosphonates 

Les bisphosphonates (BPs) sont une famille de médicaments synthétiques qui sont largement 

utilisés depuis plusieurs décennies. Développés dans un premier temps pour adoucir l’eau (en 

extrayant le calcium de celle-ci) leur affinité pour la HAp a été utilisée pour cibler l’os.165 Ils 

sont d’ailleurs probablement les médicaments les plus utilisés dans le traitement des maladies 

osseuses.  

Les BPs contiennent deux groupes phosphonates se partageant un atome de carbone central qui 

peut être fonctionnalisé. Ils tolèrent notamment une variété de modification structurale (dont la 

fonctionnalisation par une unité chélatante) tout en gardant leur affinité pour le compartiment 

osseux.166  

Leur affinité pour les os est due à leur capacité à chélater les ions calcium divalents (Ca2+) 

présents dans la HAp.167 

Les BPs ont notamment été utilisés pour délivrer des radionucléides lors d’une radiothérapie 

ciblée des métastases osseuses. On peut par exemple citer le HEDP (acide 1-HydroxyEthane 

1,1-DiPhosphonique) qui a permis de délivrer de manière très sélective les radionucléides aux 

métastases, minimisant ainsi les dommages aux tissus mous pendant la radiothérapie.168 
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Les BPs ont néanmoins des effets secondaires importants : nécrose de la mâchoire, 

augmentation de l’incidence des cancers de l’œsophage.169,170 

Les BPs ne sont pas le seul type de molécules avec des groupements phosphonates qui 

présentent une affinité pour la HAp. L’acide EthylèneDiamineTétraMéthylène Phosphonique 

(EDTMP), analogue de l’EDTA, et l'acide tétraazacyclotétradécane-1,4,8,11-tétraméthylène 

phosphonique (DOTMP), tous deux avec 4 groupements phosphonates, sont connus pour 

chélater les ions Ca2+ et ont été principalement utilisés pour transporter des produits 

radiopharmaceutiques.171  

Le 153Sm-EDTMP est d’ailleurs approuvé pour les applications cliniques. Il est disponible sous 

plusieurs noms commerciaux, dont Sm-153-Lexidronam™ et Quadramet®.172,173 D'autres 

produits radiopharmaceutiques (par exemple 223Ra, 177Lu-EDTMP), ont également été utilisés 

pour le traitement palliatif de l'os afin de diminuer la douleur causée par les métastases 

osseuses.174 

Contrairement aux BPs, aucun effet physiologique de ces molécules sur l'homéostasie osseuse 

n'a été signalé. 
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Tableau 8: Vue d'ensemble des principales classes de molécules ciblant l’os ainsi que leurs 

principaux avantages et inconvénients. 

Nom Structure Avantages Inconvénients 

Tétracycline 

 

Forte affinité 

et spécificité 

pour les os 

en 

croissance. 

Peu d’affinité 

pour les zones 

de faible 

croissances 

osseuses 

 
Provoque des 

taches sur les 

dents et 

problème sur 

les os en 

croissance. 

Bisphosphonate  

 

Forte affinité 

pour la 

matrice 

minérale 

Facilement 

fonctionnali-

sable 

Demi-vie 

longue 

(jusqu’à 

plusieurs 

années) 

Effets 

secondaires 

(peut inhiber 

l’homéostasie 

osseuse). 

Polyphosphonates 

(ici EDTMP) 

 

Affinité 

osseuse 

modulable 

en fonction 

du nombre 

de 

groupements 

phospho-

nates. 

 
Moins 

toxique que 

les BPs 

La distance 

entre les 

groupements 

oxygènes est 

impliquée 

dans le degré 

de chélation 

Oligopeptide 

 

 

Demi-vie 

faible 

Affinité 

modulable 

Non toxique  

Liaison 

peptidique 

facilement 

hydrolysable 

avant 

d’atteindre 

l’os. 
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c. Les polymères ciblant l’os 

L’avantage de l’utilisation d’un polymère réside notamment dans la possibilité d’ajuster 

l’affinité pour sa cible grâce à la modification de sa taille . C’est pourquoi un des aspects 

importants à considérer dans l’utilisation des polymères pour la thérapie est le contrôle du poids 

moléculaire du polymère synthétisé. En effet, le poids moléculaire peut affecter drastiquement 

les propriétés pharmacocinétiques (biodistribution, temps de demi-vie) d’une molécule. Ainsi, 

le polymère doit avoir un poids moléculaire suffisamment élevé pour éviter qu’une part 

significative ne soit éliminée par filtration glomérulaire au niveau des reins. Augmenter sa taille 

permet ainsi d’éviter l’administration répétée de doses. Cependant, son poids moléculaire ne 

doit pas être trop élevé afin d’éviter qu’il ne se retrouve piégé par le foie et les reins. Par 

définition, les polymères ciblant le compartiment osseux doivent rester, après une 

administration intraveineuse, suffisamment longtemps dans le sang pour être ensuite distribués 

à l’os avant d’être capturés par le foie ou les reins. A moins qu’ils ne puissent être directement 

administrés localement au niveau des sites contaminés et que leur adsorption soit rapide. Ici 

sont présentés en détails plusieurs polymères ciblant l’os. 

i) Les polypeptides 

Les oligopeptides d’acides (OA) représentent une solution très attractive pour cibler l’os dû à 

leur faible toxicité, surtout en comparaison aux BPs et aux tétracyclines.175 Ils ont des demi-

vies plus faibles pour traiter une maladie osseuse aigue : les tétracyclines et les phosphonates 

peuvent avoir des demi-vies qui se comptent en année contrairement à celles, en heures, des 

OA. 

La sialoprotéine osseuse est l’une des nombreuses protéines naturelles qui a une forte affinité 

pour la HAp.176 Ces protéines contiennent en effet des parties de leur séquence composées 

d’acides aminés (AA) dits acides comme l’acide glutamique (jusqu’à 22 %). De nombreuses 

études rapportent que plusieurs types d’oligopeptides comme l’acide polyaspartique ou l’acide 

polyglutamique s’accumulent dans les os après une injection intra veineuse.175,177 

Ce sont les chaines latérales carboxyliques de ces AA qui sont certainement responsables de la 

chélation du calcium au niveau des os et de leur affinité pour la HAp. Ainsi, l’affinité de ces 

protéines pour la HAp augmente si le nombre d’unités aspartate ou glutamate augmente.178  
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En se basant sur le modèle de la sialoproteine, les oligopeptides d'acide (OA) glutamique et 

d'acide aspartique de 4 à 10 acides aminés (AA) offrent une option biocompatible. 

Dans une revue d’Ishizaki & al.179 de nombreuses applications de ces oligopeptides acides dans 

le transport de divers médicaments sont décrites: estradiol, antibiotiques, quinolones. Ces 

composés ont été conjugués au moyen d’un ester d’acide succinique. 

Cela reste néanmoins des peptides qui peuvent donc se dégrader facilement. 

ii) Les polyphosphonates polymériques 

Le mécanisme d’adsorption de ces polymères sur les os est encore spéculatif. Plusieurs 

explications sont possibles allant de la simple physisorption sur la surface osseuse à son 

incorporation (chimisorption) lors du processus de minéralisation ou une combinaison des 

deux. D’autres facteurs tels que la solubilité du complexe, la calcification du ligand, la 

transchélation au sein de la matrice d’hydroxyapatite, et les effets du radionucléide peuvent 

influencer l’absorption osseuse. Ce qui semble clair, c’est que cette adsorption doive prendre 

place au niveau de la matrice minérale (HAp) et très peu au sein de la matrice organique 

(collagène). 

Une étude sur un polyphosphonate a montré une relative sélectivité vis-à-vis du compartiment 

osseux : on présume une affinité des groupements phosphonates (chargés négativement) pour 

la HAp (chargée positivement via ses ions Ca2+) (Figure 30).180 

 

 

Figure 30 : Pont entre les oxygènes du groupement phosphate et les cations Ca2+ présents au 

sein de la matrice osseuse. 
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A l’instar des bisphosphonates ou de son analogue court, l’éthylènediaminetétraméthylène-

phosphonate (EDTMP) (Quadramet®), le PEI-MP a été envisagé comme agent de délivrance 

de radionucléides à des fins thérapeutiques pour augmenter l’import et cibler des tumeurs 

osseuses. Des études très poussées sur des primates ont été réalisées sur la biodistribution ainsi 

que les paramètres pharmacocinétiques (t1/2, % incorporés et excrétion) de ces complexes avec 

certains radionucléides en fonction de leur poids moléculaire.181,182 Les données sont 

rassemblées dans les Tableaux 9 et 10. 

Tableau 9 : Temps de demi-vie de résidence et biodistribution (durant les 4 premières heures) 

dans les organes de complexes PEI-MP-99mTc de différents poids moléculaires injectés via 

intraveineuse (i.v) à des babouins. L’excrétion urinaire cumulée est présentée en pourcentage 

(% de la dose injectée) et le t1/2 de la clairance sanguine en minutes. 

Frac-
tions 
(kDa) 

Temps de demi-vie (min) et pourcentage de charge 
Clairance 
sanguine 
t1/2 (min) 

Taux 
d’excré-
tion 4h 
après 

injection 
99mTc Os 

cortical 
Poumons Foie Sang Rate Reins 

 
Urines 

 
3-10 
(n=4) 

 
 

>2 h 
8 ± 1 % 

 

 
10 ± 1,5 
8 ± 2 % 

 
90 ± 22 
16 ± 1 % 

 
10 ± 1 

15 ± 4 % 

 
75 ± 2 

10 ± 1 % 

 
> 4 h 

36 ± 4 % 
5 40,6 % 

10-30 
(n=4) 

> 4 h 
18 ± 1 % 

15 ± 3 
12,5 ± 4 % 

22 ± 3 
20 ± 2 % 

 
10 ± 1.5 
15 ± 3 % 

 

60 ± 9 
12,5 ± 1 % 

20 ± 3 
18 ± 4 % 

6 52,8 % 

30-50 
(n=4) 

 
> 4 h 

9 ± 0,5 % 
 

8± 2 
7,5 ± 2 % 

60 ± 15 
20 ± 2 % 

6 ± 2 
10 ± 4 % 

45 ± 8 
8 ± 3 % 

> 4 h 
40 ± 5 % 

/ 62 % 

50-
100 

(n=4) 

> 24 ± 2 h 
7 ± 0,5 % 

 
22 ± 2 
9 ± 3 % 

 

> 4 h 
43 ± 3 % 

12 ± 1,5 
15 ± 4 % 

> 4 h 
8 ± 0,5 % 

> 4 h 
15 ± 2 % 

/ 28,2 % 

100-
300 

(n=4) 
/ 

 
2,5 ± 0,5 h 
7,5 ± 2 % 

 

24 h ± 1,5 h 
57 ± 9 % 

2,5 ± 0,1 
30 ± 7 % 

>24 h ± 2 h 
5,5 ± 2 % 

/ / 12,2 % 
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Tableau 10 : Temps de demi-vie de résidence et biodistribution (entre 2 et 3 h post injection)  

dans les organes de complexes PEI-MP-117mSn de différents poids moléculaires injectés via 

intraveineuse (iv) à des babouins. L'excrétion urinaire cumulée est présentée en pourcentage 

(% de la dose injectée) et le t1/2 de la clairance sanguine en min. 

Frac-
tions 
(kDa) 

Temps de demi-vie (min) et pourcentage de charge 

Clairan-
ce 

sanguine 
t1/2 (min) 

Taux 
d’excré-
tion 4h 
après 

injection 
117mSn Os 

cortical 
Poumons Foie Sang Rate Reins 

 
Urines 

         

3-8 
(n=1) 

> 4 h 
22 % 

12 
13 % 

10 
13 % 

8 
17 % 

11 
(estimation) 

12 
13 % 

12 55 % 

         

8-10 
(n=1) 

> 4 h 
5 % 

> 4 h 
16 % 

> 4 h 
24 % 

22 
22 % 

< 4 h 
10 % 

10 
13 % 

20 
 

25 % 
 

 
10-30 
(n=3) 

 
> 4 h                 

5 ± 1,3 % 

 
120 

11 ± 1,4 % 

 
> 4 h 

23 ± 1% 

 
44 ± 12 

24 ± 2,7 % 

 
> 4 h 

10 ± 1,3 % 

 
30 ± 6 

15 ± 1,1 % 
5 

 
40 % 

         

 

Zeevaart & al. ont ainsi pu montrer que le PEI-MP, dopé en partie de radionucléides (99mTc, 

153Sm), pouvait cibler l'os après injection i.v chez le chien.183 Dormehl & al. ont démontré, chez 

les primates, que le temps de demi-vie (t1/2) et le pourcentage d'absorption des complexes 99mTc-

PEI-MP, dans divers compartiments, pouvaient être modulés selon la fraction massique du 

polymère. La même étude a également permis de corréler l'excrétion de ces complexes par les 

reins, en fonction de diverses fractions massiques (kDa) du polymère.181 De ces études, ils 

concluent que la fraction de taille 10-30 kDa semble être la plus appropriée pour la thérapie 

radio-isotopique, avec une absorption plus faible et un t1/2 plus court dans le foie et les reins, 

tout en ayant l'absorption osseuse la plus élevée. 

Dans le cas de la contamination par les actinides, et plus particulièrement dans le cas de 

l'invasion osseuse par le Pu(IV), nous avons donc envisagé une approche similaire avec 

l'utilisation de nos polymères chélatants (PEI-MC et PEI-MP) comme candidats potentiels. Le 

PEI-MP, plus particulièrement, devrait présenter des capacités de ciblage de l'os.  
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Après s'être adsorbé sur l'os (simulé par HAp dans notre étude), il pourrait se comporter comme 

un décorporant et extraire l'actinide(IV) à condition que les profils thermodynamiques et 

cinétiques (adsorption/désorption du ligand et des complexes) soient compatibles/adaptables à 

l'utilisation biologique visée.  

Etant donné que le foie ou même les reins (dans le cas d'une contamination par U) pourraient 

également être des cibles pertinentes, nous avons décidé, dans un premier temps de ne pas 

fractionner nos polymères chélatants à l'exception des plus petites tailles (< 5 kDa) qui ont été 

éliminées par ultrafiltration (voir partie expérimentale § B.I. et § B.II.). 

Dans le travail qui suit, nous allons étudier la décorporation, à partir d'une matrice HAp 

contaminée, du Th(IV), utilisé comme substitut au Pu(IV), avec nos polymères et le DTPA 

utilisé comme composé de référence. La méthodologie appliquée a consisté à étudier : 

- L’affinité des différents chélates vis-à-vis de la HAp. 

- Un procédé de contamination reproductible de HAp par le Th. 

- Les profils dose-réponse ainsi que les profils cinétiques de décontamination associés 

aux différents modèles. 

- La toxicité des différents chélates sur des cellules constitutives des os (ostéocytes et 

ostéoblastes). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Chapitre II : Polymères chélatants pour la décorporation ciblée des actinides : 

application à l’os et aux poumons 

102 
 

 

III Effet des polymères chélatants sur une matrice 

minérale (HAp) biomimétique de l’os en cas de 

contamination par des actinides (Th, Pu) 

a. Affinité des molécules chélatantes vis-à-vis de la HAp 

Afin d’évaluer la capacité de nos polymères chélatants à cibler la matrice osseuse, leur affinité 

vis-à-vis de HAp (sous forme de poudre) a été mesurée par analyse thermogravimétrique 

(ATG). Brièvement, la poudre de HAp a été mise en contact avec des solutions de DTPA (utilisé 

comme référence) de PEI-MC et de PEI-MP de même concentration en unité chélatante. Après 

plusieurs lavages, pour éliminer la fraction libre de chélates, la poudre de HAp a été récupérée 

(partie expérimentale § C.I.a.) et la perte de masse due à la dégradation thermique des molécules 

chélatantes liées à la HAp a été mesurée. Un blanc a par ailleurs été réalisé avec de la HAp 

seule. 

La Figure 31 représente les courbes ATG de chacun des lots. Par confort de lecture, tous les 

thermogrammes ont été normalisés afin que leur 100 % (masse de départ) correspondent. 
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Figure 31 : Thermogrammes de la HAp (blanc, en noir), HAp … PEI-MP (en bleu), HAp…PEI-

MC (en vert) et HAp... DTPA (en rouge) dans une gamme de température de 100 à 700 °C 

montrant la perte de masse due à la dégradation thermique des chélates sorbés sur HAp. 

 

A partir d’un rapport initial, molécules chélatantes : HAp, constant, on observe que la perte de 

masse augmente de façon croissante, du DTPA au PEI-MP. En effet, alors que l’adsorption du 

DTPA sur HAp est négligeable (0,3 %), on observe une perte de masse de 1,8 % pour le PEI-

MC, l’analogue polymérique du DTPA. Ainsi, la forme polymérique semble conférer de 

meilleure capacité d’adsorption sur la HAp. Le PEI-MP montre l’affinité la plus élevée pour la 

HAp avec une perte de masse d’environ 4,7 %. Cette expérience met en évidence une meilleure 

affinité des polymères, notamment du PEI-MP, pour la matrice osseuse. On peut calculer que 

le PEI-MC et le PEI-MP ont une affinité 6 et 15 fois supérieure respectivement pour la HAp, 

par rapport au DTPA. Ceci permet de calculer une affinité de 0,042 µmol de PEI-MP / µmol de 

HAp. 

b. Contamination de la matrice osseuse et caractérisation 

physico-chimique du complexe HAp-Th 

i) Utilisation du carbonate de thorium pour la contamination de la HAp 

Le thorium étant sensible à l’hydrolyse à pH physiologique, il est nécessaire de le protéger de 

cette réaction grâce à un ligand chélateur. Pour ce faire, les anions carbonates ont été choisis.  
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Nous avons ainsi, à partir de nitrate de thorium, généré du carbonate de thorium. Le protocole 

de préparation de la solution de carbonate de thorium est disponible en partie expérimentale (§ 

C.I.b.i et C.I.b.ii). Dans les conditions expérimentales utilisées (pH = 9, 0,2 M < [Carbonates]tot 

< 2 M), il est admis que l’espèce majoritaire formée est le complexe pentacarbonate184 de 

formule Th(CO3)5
6- . 

Th4+ + 5 CO3
2- ⇔ Th (CO3)5 6- 

Log10β°105 (Th (CO3)5
6-, 298,15 K, I= 0) = 31,0 ± 0,7 

La formation de ce complexe permet de stabiliser le thorium sous forme soluble dans la gamme 

de pH utilisée dans notre étude. 

De plus, les ions carbonates  sont retrouvés dans le sérum à des concentrations variant entre 22 

à 26 mM.185 

Ainsi, comme précisé dans la revue bibliographique, il est possible qu’une fraction du Pu se 

solubilise et rejoigne la circulation générale, il est donc probable qu’il soit par la suite complexé 

par des anions carbonates avant d’aller se déposer sur le squelette. Par ailleurs la matrice 

biomimétique de l’os utilisée, l’hydroxyapatite (HAp), peut contenir jusqu’à 8 % en masse 

d’ion carbonate,186 l’utilisation de cet anion en tant que ligand protecteur permet ainsi de mimer, 

de façon simpliste certes, une situation physiologique et d’éviter l’ajout d’agents 

supplémentaires, qui seraient absents du milieu biologique. 

La HAp a été contaminée par un processus d’échange d’ions (voir partie expérimentale § 

C.I.b.iii). Ainsi la HAp a été mise en contact de carbonate de thorium, durant 48 h puis soumise 

à trois cycles de centrifugation/lavage jusqu’à ce que plus aucune trace de thorium ne soit 

détectable (< 0,1 ppb) dans le filtrat (mesuré par ICP-MS). Après isolement, la quantité de 

thorium incorporée au sein de la HAp est également mesurée par ICP-MS. On obtient ainsi des 

taux de 7000 ppm de Th dans HAp (n = 3, 6 échantillons indépendants).  
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Il est important de noter que cette procédure permet de contrôler, de façon très précise le taux 

d’incorporation de Th au sein de la HAp, que ce taux de contamination est extrêmement 

reproductible et que la contamination au sein de la HAp est homogène. Les taux de Th obtenus 

au sein de différents lots de HAp, contaminés selon cette procédure, sont disponibles en annexe 

III. 

Bien que le taux de contamination en thorium semble particulièrement élevé (0,7 %), il faut 

noter que la dose léthale de Pu, DL50(30), par i.v, pour une personne de 70 kg a été estimée à 

22 mg.12 Le squelette représentant 15 % du poids total d’un corps et la HAp 70 % de la masse 

osseuse, on arrive, pour le Pu, à une DL50(30) ~ 3 mg/kg (soit 3 ppm) de HAp. Au vu de la 

faible activité spécifique du Th, il est certain que la DL50(30) est bien plus élevée que celle du 

plutonium. Par ailleurs on peut considérer que le plutonium ne serait pas réparti uniformément 

au sein du squelette, mais plutôt sous forme de « points chauds », dans des régions où l’os est 

hautement vascularisé, du moins dans un premier temps (avant remodelage) .187,188 D’autre part, 

ce taux est compatible avec des méthodes de dosage du thorium extrait par les molécules 

chélatantes en ICP-MS et pour la réalisation de spectres EXAFS exploitables dans un délai 

d’acquisition raisonnable. 

ii) EXAFS du complexe HAp-Th 

Afin de s’assurer que le Th(IV) ait été totalement incorporé (chimisorbé) au sein de la matrice 

HAp et pas seulement adsorbé (physisorbé) sous la forme de carbonate à sa surface, la 

spéciation du Th au sein de HAp a été analysée par spectroscopie EXAFS. Ce spectre pourra 

ainsi constituer un spectre de référence qui pourra ensuite être comparé à ceux issus des 

complexes chélates…Th tels que DTPA…Th, PEI-MC…Th ou PEI-MP…Th après que 

l’expérience de décontamination aura été effectuée. Le spectre EXAFS de la HAp contaminée 

a été enregistré au seuil LIII du thorium (16 300 eV). Les protocoles détaillés concernant la 

préparation d’échantillons et les paramètres d’ajustement sont consultables en partie 

expérimentale § C.II.b. 

La Figure 32 présente le signal EXAFS et la courbe ajustée en pointillés. Les paramètres 

d’ajustement sont reportés dans le Tableau 11. 
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Le spectre HAp-Th a pu être ajusté avec des oxygènes en première sphère de coordination et 

des phosphores en seconde sphère, ceci semble donc indiquer que le Th s’est bien incorporé au 

sein des phosphates de la matrice HAp. La distance moyenne des oxygènes en première sphère 

de coordination (2,46 Å) est très proche de la distance moyenne (2,44 Å) au sein d’un 

diphosphate de thorium phosphate189 de formule Th4(PO4)4P2O7. Les atomes de phosphore sont 

à une distance de 3,21 Å et 3,81 Å pour la plus faible et la plus longue distance respectivement, 

correspondant à un mélange de phosphates bidentes (pour la plus longue) et monodentes (pour 

la plus courte). L’ajustement n’est pas significativement amélioré en ajoutant des contributions 

Th-Th, le thorium semble donc bien dispersé au sein de la matrice et ne forme pas de clusters. 

Cette observation corrobore la mesure réalisée en ICP-MS, indiquant une homogénéité de la 

répartition du Th au sein de la matrice. 

 

Figure 32 : Spectre EXAFS du complexe HAp-Th au seuil LIII du thorium. La courbe ajustée 

est en pointillés. 
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Tableau 11 : Paramètres structurels obtenus par le meilleur ajustement du spectre EXAFS de 

la HAp-Th en conditions pseudophysiologiques.a 

Echantillon 1ère sphère de 

coordination 

2nd sphère de coordination Paramètres 

d’ajustement 

HAp-Th 3 O at 2,36 (4) Å 

σ² = 0,0081 Å² 

1 P at 3,21 (3) Å 

σ² = 0,0067 Å² 

S0
2 = 1,0 

e0 = 1,55 eV 

Rfacteur = 3,2 % 

Q = 15 

4 O at 2,46 (3) Å 

σ² = 0,0081 Å² 

6 P at 3,81 (6) Å 

σ² = 0,0168 Å² 

2 O at 2,59 (6) Å 

σ² = 0,0081 Å² 

 

a σ2 est le facteur de Debye-Waller rendant compte du désordre, e0 est l’ajustement en énergie. S0
2 est le facteur 

d’amplitude. Rfacteur est le facteur d’accord et Q est le facteur de qualité. L’incertitude sur le dernier chiffre est 

notée entre parenthèses. 

 

Par ailleurs, un meilleur ajustement du spectre peut être obtenu en remplaçant la contribution 

d’un phosphore par celle d’un anion carbonate (Rfacteur = 2,6 % contre 3,2 %). 

Au final, le spectre EXAFS ne permet cependant pas de conclure définitivement sur la présence 

ou non d’anion carbonate dans la sphère de coordination du Th au sein de la matrice osseuse 

d’hydroxyapatite, cette matrice pouvant elle-même contenir naturellement des ions 

carbonates.186 Néanmoins, il est important de noter que le spectre ne peut être ajusté avec la 

seule contribution du carbonate de thorium sous sa forme pentacarbonate190 Ainsi, le thorium 

au sein de la HAp n’est plus sous la forme d’un pur carbonate de thorium. On peut donc 

considérer que le Th n’est donc pas physisorbé (simple adsorption du sel initial sur la surface 

HAp) mais bien chimisorbé au sein de cette même matrice de HAp. 
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c. Décontamination de la matrice osseuse par des 

molécules chélatantes 

i) Aspects thermodynamiques : courbes dose/réponse du système 

chélate/HAp…Th en conditions physiologiques 

La capacité des molécules chélatantes (PEI-MC, PEI-MP et DTPA) à extraire le thorium de la 

matrice osseuse contaminée (HAp…Th) a été étudiée au moyen d’expériences de type 

« dose/réponse ».  

Pour des raisons expérimentales, le milieu biologique a été simplifié par une solution aqueuse 

de tampon trishydroxyméthylaminométhane (Tris) en milieu salin, abrégé par la suite en TBS 

(50 mM Tris, 150 mM NaCl), à pH 7,4.  

Pour déterminer la capacité du PEI-MC, PEI-MP et DTPA à extraire le thorium de la HAp 

contaminée, des concentrations (en 1-mer de chélate) croissantes (de 0 (blanc) à 10 mM) dans 

un volume fixe (1,5 mL) de TBS, de chélates mono- (DTPA) ou polymériques (PEI-MC/MP) 

ont été ajoutées à une masse fixe (5 mg) de HAp contaminée (0,7 % en Th). Après 8 jours, 500 

µL de surnageant ont été récupérés après centrifugation (15 000 rpm, 15 min), minéralisés puis 

dosés en thorium par ICP-MS (voir partie expérimentale § C.II.a). Chaque expérience a été 

réalisée en triplicat. Pour chaque expérience, la HAp a été aussi minéralisée après 8 jours afin 

de déterminer le pourcentage de thorium restant lié à la matrice osseuse (non décontaminé) pour 

s’assurer qu’on retrouve bien 100 % du thorium initial (voir annexe IV). Les résultats sont 

représentés sous forme d’un graphique exprimant le pourcentage de thorium récupéré dans le 

filtrat, en fonction de la concentration initiale en monomères de molécules chélatantes. Chaque 

point représente la moyenne de 3 expériences (± écart type).  

Les courbes dose/réponse ainsi obtenues ont été ajustées par une équation logistique à quatre 

paramètres de la forme : Réponse = min + (max – min) / [1+(CE50/dose)Hill] avec Réponse = % 

Th décontaminé; dose = 1-mer (mM) ; min = réponse en l’absence de chélate (blanc) ; max = 

plateau; CE50 = dose requise pour obtenir une réponse de 50% ; Hill = pente à CE50. 

Les valeurs des paramètres correspondant pour chaque complexe ainsi que les courbes ajustées 

sont présentées ci-dessous (Tableau 12 et Figure 33). 
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Tableau 12 : Paramètres des courbes dose/réponse pour le complexe DTPA-HAp-Th et PEI-

MP-HAp-Th. 

Paramètres min max CE50 (mM) Hill R2 

DTPA-HAp-Th 0,75 16,7 1,88 3,68 0,994 

PEI-MP-HAp-Th 0,75 28,8 1,43 3,39 0,991 

 

 

Figure 33 : Courbes dose/réponse HAp…Th (5 mg, 0,7 % Th) en fonction de la concentration 

en chélate (1-mer) dans 1,5 mL de TBS à j8
 (expériences réalisées à 21 °C). 

 

Tout d'abord, et malgré une meilleure affinité pour HAp (facteur 6 par rapport au DTPA, voir 

les résultats ATG), le PEI-MC a montré des résultats décevants.  

En effet, la teneur maximale en Th, 2,3 %, récupérée dans le filtrat, s’est révélée aussi faible 

qu'avec le blanc (0,75 %). Ceci pourrait être dû soit à une cinétique de désorption beaucoup 

plus défavorable des complexes PEI-MC…Th à partir de HAp, soit à une précipitation de ces 

complexes. Deuxièmement, malgré des valeurs similaires de CE50 et des facteurs de Hill (c'est-

à-dire la pente à la CE50 qui décrit la variation de la transition entre la partie concave, 

accélération, et celle convexe, décélération, de la sigmoïde), l'efficacité (valeur maximale au 

plateau) diffère fortement entre le PEI-MP et la référence (DTPA).  
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Les deux présentent incontestablement des capacités de décontamination, cependant le 

polymère phosphonate est presque deux fois plus efficace : 29 % contre 17 % pour le DTPA.  

Ce résultat est sans aucun doute significatif. En effet, le DTPA a peu de chances d'atteindre le 

site de séquestration des actinides en raison de sa faible biodisponibilité, à moins qu'il ne soit 

injecté localement à proximité de l'os contaminé. Cependant, et même dans ce cas particulier, 

son activité serait limitée en raison de sa faible affinité pour la partie minérale de la matrice 

osseuse, c'est-à-dire la HAp. 

Au contraire, l’aspect thermodynamique lié à l’utilisation de PEI-MP semble plus favorable : 

affinité plus élevée envers la HAp et efficacité 2 fois meilleure pour extraire le Th(IV). En 

outre, la biodistribution, le t1/2, l'affinité et l'absorption sont tous compatibles avec l'objectif 

envisagé comme nous l’avons vu dans les études menées par Jarvis & al.183 

La concentration minimale en 1-mer nécessaire pour obtenir une décontamination maximale 

dans les conditions expérimentales a été déterminée et fixée à 6,3 mM : juste après avoir atteint 

le plateau et en dessous du seuil de toxicité du DTPA (voir partie liée à la toxicité sur les cellules 

osseuses). Cette concentration, correspondant à un rapport molaire 1-mer/Th ~ 60, a été utilisée 

pour étudier la cinétique de décontamination avec les chélates (voir partie cinétique ci-après). 

ii) Etude de la décontamination de HAp…Th par spectroscopie EXAFS : 

comparaison des complexes PEI-MP…Th et PEI-MP…Th/HAp  

Afin de confirmer l’implication totale du PEI-MP dans l’extraction du Th au niveau de HAp, 

nous avons utilisé la spectroscopie EXAFS et étudié la spéciation du Th. Le spectre EXAFS du 

complexe à l’issu de l’expérience de décontamination, que l’on notera PEI-MP…Th/HAp a 

ainsi été comparé à celui de PEI-MP…Th, issu d’une simple mise en contact du PEI-MP avec 

du thorium. Ainsi, le complexe PEI-MP…Th (référence) a été préparé à partir d’une solution 

stock de nitrate de thorium Th(NO3)4 (2,5 mM, pH 1) et d’une solution de PEI-MP (5 mM) afin 

d’obtenir un rapport Th(IV) : monomère de PEI-MP de 0,1. 

Le spectre EXAFS a été enregistré dans le TBS à pH 7,4. 
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Le complexe PEI-MP…Th/HAp a, quant à lui, été préparé en utilisant directement un 

échantillon issu de l’expérience dose-réponse. 1,5 mL de surnageant ont été prélevés puis 

centrifugés (12 000 g, 5 min, 20 °C) sur filtre Microcon ® (10 kDa), afin de concentrer 

suffisamment l’échantillon pour permettre l’expérience EXAFS. Les protocoles détaillés 

concernant la préparation d’échantillon et l’ajustement des spectres sont consultables en partie 

expérimentale § C.II.b 

La Figure 34 représente le signal EXAFS des complexes PEI-MP…Th et PEI-MP…Th/HAp, 

enregistré au seuil LIII du thorium. Les courbes ajustées sont représentées en pointillés. Les 

paramètres d’ajustement sont reportés dans le Tableau 13.   

 

 

Figure 34 : Spectre EXAFS du complexe PEI-MP…Th (en bleu clair), et du complexe PEI-

MP…Th/HAp (en bleu foncé) au seuil LIII du thorium. Les courbes ajustées sont en pointillés. 
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Tableau 13 : Paramètres structurels obtenus par le meilleur ajustement des spectres EXAFS 

des systèmes PEI-MP…Th et PEI-MP…Th/HAp en conditions pseudophysiologiques .a 

Echantillons 1ère sphère de 

coordination 

2nd sphère de coordination Paramètres 

d’ajustement 

PEI-MP…Th 

9 O at 2,36 (1) Å 

σ² = 0,0108 Å² 

3 P at 3,88 (4) Å 

σ² = 0,0101 Å² 

S02 = 1,0 

e0 = -0,07 eV 

Rfactor = 5,4 % 

Q = 68 

1.8 Cl at 3.13 (3) Å 

σ² = 0,0117 Å² 

PEI-

MP…Th/HAp 

9 O at 2,37 (2) Å 

σ² = 0,0111 Å² 

3 P at 3,82 (9) Å 

σ² = 0,0177 Å² 

S02 = 1,0 

e0 = -0,33 eV 

Rfactor = 5,5 % 

Q = 52 

1,8 Cl at 3,14 (4) Å 

σ² = 0,0096 Å² 

a σ2 est le facteur de Debye-Waller rendant compte du désordre, e0 est l’ajustement en énergie. S0
2 est le facteur 

d’amplitude. Rfacteur est le facteur d’accord et Q est le facteur de qualité. L’incertitude sur le dernier chiffre est 

notée entre parenthèses. 

 

Les sphères de coordination sont très similaires dans les deux cas. Le spectre EXAFS du PEI-

MP… Th est très similaire à celui du PEI-MP…Th/HAp, qui tous deux sont différents du 

spectre Th…HAp. Cela concorde avec l’efficacité du PEI-MP observée lors de l’étude 

cinétique, qui est à même de déplacer l’équilibre HAp… Th en faveur du polymère. De plus, 

les distances Th-O et Th-P obtenues par l’ajustement des données EXAFS sont caractéristiques  

d’une coordination monodente d’un atome de thorium (IV) avec les fonctions phosphonates 

d’un phosphopeptide30 (2,34 Å pour la distance Th -O (P)) et en accord avec celles rapportées 

lors d’une précédente étude de notre groupe.112  

Il est assez remarquable que, quel que soit le mode de préparation du complexe PEI-MP…Th, 

via NTA (acide nitrilotriacétique) lors de la précédente étude, et sans ligand protecteur dans 

cette étude, des paramètres d’ajustement très similaires aient pu être obtenus.  
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La présence de chlore dans la seconde sphère de coordination, quoique surprenante, provient 

probablement de l’utilisation de chlorure de sodium nécessaire pour fixer la force ionique du 

tampon TBS ([NaCl] = 150 mM). L’utilisation de la contribution du chlore en seconde sphère 

de coordination afin d’améliorer l’ajustement avait été aussi observée lors de la précédente 

étude de F.Lahrouch .112 

En conclusion, l’analyse EXAFS nous apporte la confirmation, par l’utilisation d’une autre 

technique, que le PEI-MP présente une efficacité pour décontaminer le Th chimisorbé au sein 

de la matrice HAp. 

iii) Aspects cinétiques : vitesse et pourcentage d’extraction du système 

chélate/HAp…Th en conditions physiologiques  

Nous avons ensuite étudié la cinétique, à 6,3 mM (concentration expérimentale minimale de 1-

mer nécessaire pour atteindre la meilleure efficacité d’extraction du Th avec le DTPA et le PEI-

MP) pour voir s'il serait possible ou non d'améliorer l'efficacité maximale que nous avons 

obtenue à j8 (voir partie : aspects thermodynamiques). Le protocole est disponible en partie 

expérimentale (§ C.II.c). Les résultats sont présentés dans la Figure 35. Encore une fois, la 

teneur complémentaire en Th a été vérifiée pour s'assurer d'une récupération à 100 % (annexe 

IV.2). Comme pour la partie « aspects thermodynamiques », les courbes ont été ajustées avec 

une équation à 4 paramètres avec le paramètre "min" fixé à 3,4 (valeur du blanc moyen sur toute 

la période). 
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Figure 35 : Cinétique de décontamination, sur 21 jours, de HAp…Th (5 mg, 0,7 % Th) en 

présence de chélate (6,3 mM en 1-mer) dans 1,5 mL de TBS (expériences réalisées à 21 °C). 

 

Tout d'abord, la décontamination due à la solubilisation et/ou à la libération de Th à partir de 

HAp seule est marginale (3,4 % ± 1,3) comme on peut le voir avec les échantillons de blanc 

tout au long de la période de temps. Cette valeur moyenne peut être attribuée aux ions phosphate 

libérés de la HAp à l'équilibre dans le TBS. Deuxièmement, l'extraction de Th par le PEI-MC 

(carboxylate) reste, là aussi, très inefficace avec des valeurs du même ordre de grandeur que les 

blancs. Plus important encore, là encore, des différences notables de comportement sont 

observées entre le DTPA et le PEI-MP. La cinétique de décontamination du DTPA est très 

rapide, avec la valeur la plus élevée obtenue à j2, mais atteint un plateau, à 20 %, qui ne peut 

être dépassé quel que soit le temps d'incubation. Il faut également souligner le fait que cette 

valeur d'efficacité maximale ne peut pas être augmentée même en utilisant une concentration 

en chélate plus élevée comme on l'a vu précédemment avec la courbe dose/réponse. Au 

contraire, la cinétique découlant de l’utilisation de PEI-MP est beaucoup plus lente. Ainsi, une 

efficacité comparable à celle du DTPA est égalée aux jours 6-7. Cependant, et contrairement à 

la tendance obtenue avec DTPA, la décontamination du Th continue d’augmenter tout au long 

de la période de temps utilisée de 21 jours même si elle s’infléchit vers la fin de la période. Il 

est frappant de constater que l'efficacité maximale atteint une valeur maximale de 46 % au 21ème 

jour, soit une efficacité d’extraction 2 fois supérieure à celle du DTPA. 



Chapitre II : Polymères chélatants pour la décorporation ciblée des actinides : 

application à l’os et aux poumons 

115 
 

 

Par ailleurs, il faut noter que l'extraction de Th à j8, 29 %, reste conforme avec la valeur trouvée 

lors de l'expérience dose-réponse (30 %). De plus, lorsque le filtrat a été remplacé à j12 (35,8 % 

d'extraction de Th) par un échantillon frais de PEI-MP (6,3 mM en 1-mer), la décontamination 

cumulée de Th atteint 64,9 % à j21 (Tableau 14). Cela indique qu’avec le PEI-MP, un traitement 

séquentiel additionnel pourrait permettre une récupération presque complète de tout le contenu 

en Th mobilisable. 

Tableau 14 : Effet de l’administration cumulée d’une dose de PEI-MP. 

 % Th extrait à j12 % total Th extrait à j21 

1 dose seulement à j1 38,2 ± 0,8 46,1 ± 0,5 

2 doses a 35,8 ± 0,5 64,9 ± 1,0 
a expérience indépendante: le milieu a été retiré à j12 et remplacé par un échantillon frais de PEI-MP (6,3 mM 1-

mer) 

 

Plus important encore, ces résultats indiquent également que, contrairement au DTPA, la 

désorption des complexes PEI-MP…Th à partir de HAp contaminée est un processus lent 

dépendant qui, une fois la dose efficace atteinte, déplace du Th de façon continue hors de la 

matrice HAp. Il faut également noter que nous avons utilisé ici des conditions particulièrement 

défavorables où la HAp est plutôt fortement contaminée (0,7 % en Th). Malgré ces conditions, 

le PEI-MP a montré des capacités intéressantes à extraire le Th(IV) même si la cinétique est 

lente. In vivo, ceci pourrait éventuellement être compensé/modulé par sa plus grande affinité 

pour la HAp, en ajustant la fraction massique du polymère et donc l'équilibre de désorption du 

HAp et/ou en l'utilisant en combinaison avec le DTPA, même si on sait maintenant que le DTPA 

n’agirait qu’au tout début de la contamination, sur des formes solubles (en circulation) et qu’il 

est peu enclin à se retrouver distribué à proximité de la matrice osseuse à cause de son excrétion 

rapide et sa biodistribution limitée. 

d. Tests de cytotoxicité sur les cellules osseuses 

Parmi les quatre lignées cellulaires d’ostéocytes existantes, nous avons choisi d’utiliser la lignée 

MLO-A5 pour notre étude. C’est une des lignées les plus utilisées dans la littérature ; elle 

modélise un stade intermédiaire entre les ostéoblastes et les ostéocytes : les ostéocytes 

ostéoides. 
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Les tests de cytotoxicité ont été aussi réalisés sur des cellules SAOS-2 qui représentent une 

lignée de cellules ostéoblastiques. 

Ces tests ont été réalisés au sein du laboratoire TIRO-MATOs (Transporteurs, Imagerie ET 

Radiothérapie en Oncologie - Mécanismes Biologiques des Altérations du Tissu Osseux) par 

l’équipe du docteur Georges Carle.  

La cytotoxicité des molécules chélatantes a été évaluée à 24 et 48 h par un test colorimétrique 

MTT (methylthiazol tetrazolium).  

Le test MTT est un test qui permet d’évaluer l’activité métabolique des cellules et ainsi, leur 

viabilité. L’explication détaillée du test MTT est consultable en annexe VI. Le protocole détaillé 

est disponible en partie expérimentale (§ C.III). Brièvement, les cellules sont mises à incuber 

pendant 1 h avec des solutions contenant une concentration croissante en molécules chélatantes, 

puis rincées. Après 24 ou 48 h les cellules sont incubées en présence d’une solution de MTT à 

37 °C pendant une heure. L’absorbance à 570 nm (absorbance du formazan) et à 690 nm (bruit 

de fond) est mesurée. L’absorbance moyenne des cellules non exposées aux molécules 

chélatantes est prise comme référence. Le pourcentage de viabilité cellulaire est calculé suivant 

le rapport, pour chaque échantillon, entre l’absorbance des cellules exposées aux molécules 

chélatantes par rapport à l’absorbance moyenne des cellules non exposées (blanc). Chaque 

résultat est la moyenne de deux expériences indépendantes réalisées sous forme de triplicat. Les 

résultats sont exprimés en moyenne (pourcentage) ± écart type. Par ailleurs un test statistique 

de type test de Student a été effectué lorsque la viabilité cellulaire est inférieure à 100 % afin 

de s’assurer de la significativité de cette différence observée (voir annexe V). 

Les résultats obtenus sont représentés sur la Figure 36.  
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Figure 36 : Tests de cytotoxicité sur a) les cellules MLO-A5 et b) les cellules SAOS-2 exposées 

à des concentrations croissantes de molécules chélatantes pendant 24 h ou 48 h. Les barres 

d’erreurs correspondent à l’écart type. La moyenne et l’écart type ont été calculés en se basant 

sur des expériences indépendantes (n=3). * p < 0,05; ** p < 0,005, NS (non significatif), selon 

le test-t de comparaison des moyennes (test de Student lorsque les variances ne sont pas 

significativement différentes, ou test de Welch dans le cas contraire) dans le cas d’un 

pourcentage de viabilité inférieur au blanc. 

a) 

b)

) 
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Bien qu’il ne présente pas d’efficacité de décorporation du Th(IV) sequestré au sein de la HAp 

sur les tests effectués in vitro, la cytotoxicité du PEI-MC a été évaluée sur les cellules MLO-

A5 et SAOS-2. En effet, in vivo il pourrait présenter une efficacité différente et être un candidat 

intéressant au vu de son affinité pour la HAp (determinée précedemment par ATG) . Le PEI-

MC est bien toléré, on observe une légère cytotoxicité significative (p < 0,05) au-delà de 24 h 

(70,09 ± 8 %) pour des concentrations supérieures à 10 mM et uniquement sur la lignée SAOS-

2. 

Globalement, ces tests mettent en évidence une absence de cytotoxicité du PEI-MP quel que 

soit le type de cellules (MLO-A5 et SAOS-2) pour des concentrations allant jusqu’à 10 mM. 

On observe un léger effet cytotoxique (73,21 ± 5,71 % à 48 h) pour une concentration de 50 

mM sur les cellules ostéoblastiques même si ce résultat n’est pas significatif (p > 0,05). Une 

étude118 effectuée sur une lignée cellulaire d’ostéosarcomes (MNNG-HOS) montrait aussi une 

absence de cytotoxicité du PEI-MP pour des concentrations allant jusqu’à 1 mM pendant 96 h. 

Le DTPA montre un effet cytotoxique, qui est significatif au sens statistique et ce quelle que 

soit la lignée cellulaire utilisée dès 10 mM. 
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IV Conclusions 

Nous avons montré lors de cette étude, en nous basant sur des données de la littérature fortement 

étayées ainsi que sur nos travaux antérieurs basés sur des polymères chélatants à base de PEI, 

que le PEI-MP, c'est-à-dire un analogue polyphosphonate du DTPA, peut être considéré comme 

un candidat sérieux à la décorporation spécifiquement ciblée sur les os du Pu(IV).  

Le PEI-MP, synthétisé à partir d'un PEI ramifié (25 kDa), utilisé ici sans fractionnement de 

masse, n'a montré aucune toxicité sur les cellules constitutives des os, SAOS-2 et MLO-A5, 

contrairement au DTPA qui a considérablement diminué la viabilité dès 10 mM.  

Le PEI-MP a été capable, à la concentration optimale (6,3 mM), d'extraire deux fois plus de 

Th(IV), 29 contre 17 %, que le DTPA à j8.  

Cette différence continue à augmenter dans le temps puisque la décontamination avec le PEI-

MP atteint environ 50 % à j21, alors qu'elle reste constante à 20 % dès le premier jour avec le 

DTPA.  

Un traitement séquentiel cumulatif permet même, par l’administration d’une nouvelle dose 

fraîche de PEI-MP, d’augmenter le niveau final de décontamination à pratiquement 70 % à j21.  

La matrice osseuse est ici fortement contaminée (0,7 %), néanmoins le PEI-MP montre une 

efficacité élevée avec une absence de cytotoxicité. Il est fort probable qu’en utilisant une 

matrice osseuse moins contaminée, il soit possible de diminuer la concentration en PEI-MP 

utilisée. 

Dans un contexte plus général de contamination par les actinides, où le ciblage des sites 

biologiques (poumons, foie, os) réellement impliqués dans la séquestration constitue une réelle 

avancée dans le domaine, notre stratégie pourrait constituer une approche fortement 

complémentaire à la thérapie chélatrice actuellement utilisée basée sur le Ca-/Zn-DTPA.  
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B. Application aux poumons 

I Les macrophages alvéolaires, de véritables 

sanctuaires de séquestration des actinides 

Les macrophages alvéolaires, cellules clés du système de défense pulmonaire, contribuent à la 

distribution de la dose pendant de très longues périodes. On les retrouve notamment impliqués 

dans plusieurs étapes du cycle de clairance des particules inhalées. 

En effet, en fonction de leurs propriétés physicochimiques, les particules d’actinides inhalées 

peuvent suivre plusieurs chemins : clairance muco-ciliaire (Figure 37, A) ; dissolution et 

relargage dans la circulation sanguine (Figure 37, B) ; endocytose par les cellules épithéliales 

(Figure 37, C) ; phagocytose par les macrophages alvéolaires (Figure 37, D) ; transport au sein 

de l’appareil respiratoire (libre ou au sein des macrophages) et dépôts au sein des ganglions 

lymphatiques jusqu’à dissolution et transfert dans la lymphe (Figure 37 E, F). 

 

Figure 37 : Trajet des actinides en cas de contamination par inhalation (figure traduite de 

l’ICRP66).19 
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Les macrophages alvéolaires jouent un rôle essentiel dans le transport, vers les nodules 

lymphatiques notamment, et la séquestration des aérosols peu solubles déposés après inhalation, 

et contribuent à leur stockage. Les macrophages accumulent les particules d'oxydes d'actinides 

et concentrent donc la dose. Ces « hot spots » délivrent un fort débit de dose dans un volume 

restreint et sont donc responsables des lésions causées au niveaux des sites qu’ils occupent. 

Par ailleurs, ils sont capables de sécréter différents composés (cytokines, radicaux libres ...) qui 

peuvent contribuer à l'entretien d'une réaction inflammatoire chronique pouvant impliquer la 

genèse de fibroses et de lésions pré néoplasiques et néoplasiques (proliférations cellulaires 

anormales aboutissant à une tumeur bénigne ou maligne). 

Les cycles répétitifs de « phagocytose-mort » des macrophages, l'insertion des oxydes 

d'actinides dans l'épithélium alvéolaire et la séquestration des particules au sein des foyers de 

fibrose et des nodules lymphatiques participent à la rétention à long terme des actinides dans le 

poumon.  

Une rétention alvéolaire relativement importante, sous forme d'« agrégats » de particules191 est 

constatée pour les MOx. Ces agrégats correspondent à des amas de macrophages ayant 

phagocytés des particules. Ces dépôts de MOx, et de particules de PuO2 notamment, vont 

grandement affecter la capacité (cinétique) d’excrétion particulièrement dans le cas de « hot 

spots » importants. 

Ces constatations ont déjà été rapportées dans la littérature par Collier & al. lors de dépôts 

initiaux avec une activité supérieure à 2 kBq.191 L’irradiation serait la principale cause de cette 

perte de l’excrétion pulmonaire même si, pour des oxydes d’actinides à faible activité 

spécifique, leur toxicité chimique ou le trop grand nombre de particules déposées pourraient 

également être à l’origine de ce phénomène.192,193  

Récemment, des études menées par Anne Van der Meeren194 ont permis de développer de 

nouveaux tests in vitro sur des cellules de type macrophage afin d’évaluer l’absorption et le 

relargage des actinides par les macrophages ainsi que la biodisponibilité des actinides dans le 

but de prédire leur comportement in vivo.  
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Ces tests permettent de déterminer le taux de translocation des cellules phagocytaires et donc 

de prédire le transfert ultérieur dans le sang en fonction de diverses formes de Pu différents par 

leur solubilité (de « F » soluble à « S » insoluble). 

Ces tests sont effectués sur la lignée cellulaire humaine monocytaire THP-1 après leur 

différenciation en cellules de type macrophage. Ces macrophages sont comparables à ceux que 

l'on trouve dans les alvéoles pulmonaires. 

Comme les propriétés des composés inhalés, tout comme leurs interactions avec les molécules 

biologiques, influencent fortement leur biodisponibilité (et par conséquent la dose reçue), 

plusieurs formes chimiques du plutonium ont été étudiées : des colloïdes de plutonium (type 

« S »), du nitrate de plutonium (capable de former des colloïdes à pH physiologique) et du 

citrate de plutonium (soluble à pH physiologique). Les résultats ont montré une contamination 

accrue des cellules THP-1 lors de l’utilisation des colloïdes de Pu (jusqu’à 80 %) alors que ce 

pourcentage n’atteint pas plus de 3 % lors d’une contamination avec du nitrate de plutonium ou 

du citrate de plutonium. Ce résultat illustre parfaitement l’internalisation, au sein des 

macrophages, des particules de Pu par phagocytose. 

Par ailleurs, la solubilité est inversement corrélée avec la rétention du plutonium puisque, dans 

cette expérience, c’est le plutonium sous la forme la moins soluble (colloïdale) qui se retrouve 

le moins externalisé (moins de 1 % dans le puits récepteur après 7 jours contre 71,5 % lors de 

l’utilisation de citrate de plutonium).  

Dans une autre expérience, menée par la même équipe, après une contamination par inhalation 

de MOx chez le rat,98 la fraction d'activité solubilisée, retrouvée dans le sang, puis partiellement 

excrétée représente une fraction très faible de l'activité totale administrée (< 0,2 %). Ce résultat 

confirme la forte mobilisation observée pour des fractions de type « S » puisque le MOx est 

très majoritairement composé de particules insolubles, susceptibles d’être séquestrées au sein 

même du site primaire de rétention (poumons, blessures). Même si l’administration de DTPA 

par inhalation est susceptible de réduire la rétention systémique dans les tissus (fois, os), elle 

n’entraine pas la prise en charge des particules insolubles au sein du site primaire de 

contamination. Ainsi, à l’heure actuelle, aucun traitement ne permet de répondre pleinement à 

cette problématique. 
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Comme nous l’avons vu tout au long de cette revue bibliographique, même les meilleurs agents 

chélateurs utilisés jusqu'à présent, comme les polyaminocarboxylates (Ca-DTPA), sont peu 

efficaces sur les formes non solubles du Pu, séquestrées au niveau des sites primaires de 

rétention (poumons, foie et os). 

De nombreux agents chélatant ont été mis au point tel que le Li-HOPO, cependant ils souffrent 

encore d’une faible spécificité tissulaire, d’une faible sélectivité vis-à-vis des actinides et 

parfois d’une toxicité accrue. 

L’utilisation de systèmes d’administration type nébuliseur98 permet une meilleure efficacité sur 

ces formes d’actinides peu solubles (oxydes ou oxo hydroxydes) aux demi-vies élevées. Cette 

efficacité reste néanmoins cantonnée à la fraction « soluble » circulante de ces formes, au 

niveau des sites primaires de rétention (poumons, blessures). A l'heure actuelle, aucun 

traitement ne répond donc à l'ensemble des spécifications requises. Plus précisément, aucun 

agent n'est actuellement capable, en plus de son action dans la circulation sanguine, de cibler 

spécifiquement les trois grands compartiments de rétention biologique du plutonium et de l'en 

extraire. 

Notre approche se veut là encore, complémentaire à l’utilisation du DTPA, grâce à la même 

méthode simple, basée sur l’utilisation d’une plateforme polymérique : le polyéthylèneimine 

(PEI). 

Les mêmes polymères que ceux utilisés pour la décorporation osseuse au sein de notre étude 

précédente seront utilisés : le PEI-MC (PolyEthyleneImine-MethylCarboxylate) et le PEI-MP 

(PolyEthyleneImine-MethylPhosphonate). 

Ces polymères ont déjà montré une efficacité in vitro sur leur capacité à décontaminer l’U(IV) 

et les actinides(IV) (Pu(IV) et Th(IV)) comme analogue.110–113  

Aussi, cette vectorisation passive devrait permettre d’augmenter la biodisponibilité du principe 

actif et sa concentration au sein des organes de rétention, aboutissant ainsi à une meilleure 

efficacité thérapeutique. 

 

 



Chapitre II : Polymères chélatants pour la décorporation ciblée des actinides : 

application à l’os et aux poumons 

124 
 

 

De plus des études sur du PEI branché 25 kDa montre d’ailleurs que son inhalation via un  

dispositif d’aérosolisation permet de cibler les alvéoles pulmonaires, il est d’ailleurs plus 

efficace dans sa version branchée que dans sa version linéaire.195  

Par ailleurs sa fonctionnalisation par des carboxylates ou des phosphonates  devraient permettre 

de réduire sa toxicité liée à sa charge cationique.196 

Il est bien sûr nécessaire de compléter ces études par l’évaluation des polymères vis-à-vis 

d’actinides sous formes colloïdales (insolubles), qui seront rencontrés par ces polymères si la 

vectorisation passive permet un ciblage des alvéoles pulmonaires. 

Notre méthodologie, dans le cadre de la décorporation pulmonaire, repose sur une approche 

complémentaire à celle du DTPA qui ciblerait plus particulièrement les particules insolubles 

de PuO2 piégés au sein des macrophages alvéolaires. Cette approche consiste :  

1) À étudier, in vitro, le comportement de nos polymères chélatants (PEI-MC et PEI-MP) 

vis-à-vis de colloïdes de Th (nanoparticules d’oxyde de thorium) qui, pour des raisons 

de radioprotection, constituent un modèle qui nous semble pertinent pour mimer les 

particules de PuO2 qui seraient disséminées en cas de problème nucléaire. 

2) À visualiser, in cellulo, par imagerie MET l’internalisation (phagocytose) des NPs de 

ThO2 dans des macrophages et doser le Th extracellulaire par ICP-MS afin d’estimer 

des paramètres importants tels que la vitesse et la capacité d’internalisation, le trafic 

intracellulaire et notamment leur localisation in fine, l’impact sur la viabilité des 

macrophages dans le temps et éventuellement le taux d’excrétion naturel.  

3) À mesurer la viabilité des macrophages en présence des NPs de Th seules et des chélates 

seuls afin de déterminer les plages de concentrations et de temps compatibles avec une 

expérience de décontamination.  

4) À évaluer la capacité des polymères chélatants à ralentir voire empêcher 

l’internalisation des colloïdes de Th dans les macrophages dans le cas d’un traitement 

prophylactique (préventif) ou à augmenter l’excrétion de Th via leur 

solubilisation/chélation dans le cas d’un traitement curatif (post-contamination).  
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II Etude in vitro du système polymère chélatant/NPs de 

Th 

a. Synthèse des NPs de Th 

En cas de contamination par inhalation, nous avons vu que les particules insolubles de 

plutonium (PuO2) et plus généralement les MOx vont atteindre les poumons, voire les alvéoles 

pulmonaires en fonction de leur taille. Ces nanoparticules insolubles vont être séquestrées au 

sein des sites de contamination, dits sites réservoirs : macrophages alvéolaires, éventuellement 

ganglions lymphatiques et tissus pulmonaires (en cas de transfert), au sein desquels elles vont 

irradiées pendant plusieurs années20 (particules de type S avec une demi-vie biologique 

d'environ 500-1000 jours (CIPR)) augmentant le risque de développer un cancer du poumons. 

Les polymères chélatants PEI-MC et PEI-MP110–113 ont montré des capacités à complexer 

plusieurs actinides sous leurs formes solubles : Th, U, et Pu (évalué par EXAFS). Sont-ils 

capables de déplacer un tant soit peu l’équilibre vis-à-vis d’une forme colloïdale ? 

Afin de réaliser nos études avec un modèle proche de celui de la réalité, nous avons décidé de 

synthétiser des nanoparticules de thorium, afin de mimer les particules de PuO2, piégées dans 

les macrophages alvéolaires, dans le cas d’une contamination par inhalation.  

Pour favoriser la reproductibilité des résultats et la stabilité colloïdale, nous avons opté pour 

une synthèse contrôlée des NPs de Th. En effet, ces NPs doivent avoir une distribution 

homogène en taille qui soit compatible avec le devenir biologique (inhalation jusque dans les 

alvéoles pulmonaires puis phagocytose par des macrophages alvéolaires). Nous avons donc visé 

des tailles centrées autour de 50 nm.  

Leur préparation a été adaptée d’un protocole décrit par L. Wang & al.197 Le protocole de 

synthèse détaillé est disponible en partie expérimentale (§ D.I.a). Cette synthèse permet de 

préparer des NPs d’oxyde de Th par décomposition hydrothermale d’ions actinides (Th4+) en 

présence d’urée et de glycérol selon les équations (1) et (2) 

CH4N2O + 3H2O → 2NH4
+ + 2OH- + CO2    (1) 

Th4+ + 4OH- → Th(OH)4 → ThO2 + 2H2O   (2) 
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La taille des nanoparticules obtenues peut être ajustée en faisant varier la proportion 

urée/glycérol, la température et le temps du traitement hydrothermal. 

Une étape de calcination au four à moufle (600 °C) permet de pyrolyser d’éventuelles traces 

organiques d’urée et de glycérol non éliminées par les étapes de centrifugation/lavage et de 

finaliser la conversion des NPs obtenues sous une forme intermédiaire d’hydroxydes de Th 

(plus exactement oxo-hydroxo) en leur forme finale d’oxydes de thorium. 

Les deux types de colloïdes de thorium ont été obtenus suivant le traitement thermique 

appliqué   : un mélange oxo-hydroxo ou oxydes uniquement. 

La morphologie et la distribution des colloïdes (taille et polydispersité) ont été mesurées au 

moyen d’analyses en microscopie électronique à transmission (MET) (partie expérimentale § 

D.I.b) (Figure 38). 

 

Figure 38 : a) Cliché MET et grossissement des nanoparticules de type oxo-hydroxo de thorium 

et b) histogramme de taille (en nombre) réalisé sur la totalité des nanoparticules du cliché a. 

 

Les mesures réalisées en Microscopie électronique à transmission (MET) montrent des 

colloïdes monodisperses (Figure 38), d’une taille moyenne de 55 nm (mode 65 nm), avec très 

peu d’agrégats. Sur les clichés MET, il n’existe pas de différence significative en termes de 

morphologie, de taille et de polydispersité entre les nanoparticules de type oxo-hydroxo de 

thorium et celles d’oxyde de thorium. 
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On observe néanmoins une différence en termes d’agrégation, après redispersion dans l’eau, 

entre les NPs obtenues avant (oxo-hydroxo) et après (oxyde) calcination en réalisant une étude 

de la diffusion quasi-élastique de la lumière (DLS) (partie expérimentale § D.I.c). 

 

Figure 39 : Corrélogrammes des nanoparticules de thorium de type oxo-hydroxo (à gauche) et 

oxyde (à droite) obtenues après calcination (redispersées dans l’eau distillée). 

 

On observe une différence entre les deux types de NPs. L’intensité de la lumière diffusée à t0 

est stable dans le corrélogramme de gauche alors qu’elle décroît entre la 1ère et la 3ème mesure 

dans celui de droite. Ceci atteste d’une diminution du nombre de NPs en suspension due à leur 

sédimentation et rend donc compte d’une différence de surface entre les deux types de NPs avec 

soit un effet stabilisateur dû à la persistance de molécules organiques et/ou à un potentiel zêta 

plus faible (en valeur absolue) dans le cas des oxydes.  

La stabilité des NPs de type oxo-hydroxo en milieu physiologique ([Tris] : 50 mM, [NaCl] : 

150 mM) est supérieure à 6 mois (étude réalisée par MET). Celle des NPs de type oxo est plus 

faible, compte tenu de leur propension à sédimenter plus rapidement. Néanmoins, après 6 mois 

en milieu physiologique ([Tris] : 50 mM, [NaCl] : 150 mM), leur intégrité est intacte (étude 

réalisée par MET). Une simple sonication par ultrason permet de les redisperser. Il est par 

ailleurs possible de conserver les deux types de nanoparticules sous forme solide, sous 

atmosphère inerte (après lyophilisation) sur une durée supérieure à 1 an (étude réalisée par 

MET).  
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Compte tenu du fait qu’en cas de contaminations accidentelles, les particules de Pu se 

présenteraient plutôt sous forme d’oxyde (en raison de leur formation à très hautes 

températures) ce sont ces NPs qui ont été utilisées durant la suite de cette étude. 

b. EXAFS des nanoparticules de thorium 

Dans le but de caractériser nos nanoparticules de thorium, notamment pour élucider les 

différences entre les nanoparticules dites « oxo » et celles dites « oxo-hydroxo », les 

nanoparticules ont été analysées par spectroscopie EXAFS.  

Ces spectres pourront ainsi servir de références qui pourront ensuite être comparées à ceux issus 

des complexes chélates…NPs deTh tels que DTPA…NPs de Th, PEI-MC… NPs de Th ou PEI-

MP… NPs de Th après que les expériences de décontamination auront été effectuées. Les 

spectres EXAFS d’une référence de ThO2
 , des nanoparticules de thorium « oxo », et des 

nanoparticules de thorium « oxo-hydroxo » ont été enregistrés au seuil LIII du thorium (16 300 

eV). Les protocoles détaillés concernant la préparation des échantillons sont consultables en 

partie expérimentale § D.I.d. 

Les ajustements n’ont pas été effectués par manque de temps. Néanmoins, même si les données 

sont encore en cours de traitement, une première analyse qualitative peut être effectuée. 

La Figure 40 présente le signal EXAFS et la transformée de Fourier du ThO2 (utilisé comme 

référence), des nanoparticules dites « oxo », et des nanoparticules dites « oxo-hydroxo ». 
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Figure 40 : (a) Spectre EXAFS du ThO2 (noir), des nanoparticules de Th oxo (rouge) et oxo-

hydroxo (vert) et (b) leur transformée de Fourier respective. 

 

On observe une contribution vers 3,8 Å, similaire à la contribution d’atomes de thorium du 

spectre ThO2 de référence. Les nanoparticules ont donc des spectres caractéristiques d’une 

espèce polynucléaire de Th. Ainsi, comme le laissait supposer l’analyse des nanoparticules de 

thorium par MET, il y a bien eu une hydrolyse du nitrate de thorium de départ. 

On observe néanmoins des différences entre le spectre de référence (ThO2) et les spectres des 

nanoparticules de thorium, qu’elles soient sous forme oxo ou oxo-hydroxo. Les premiers 

voisins oxygène semblent plus dispersés dans le cas des nanoparticules de thorium. Cette 

différence est plus marquée sur le spectre de l’oxo-hydroxo avec l’apparition claire d’une 

contribution à plus courte distance. On peut donc supposer que l’ajustement des spectres de 

NPs nécessitera 2 contributions d’atomes d’oxygène avec soit deux distances Th-O plus 

éloignées l’une de l’autre dans le cas de l’oxohydroxo que dans le cas des nanoparticules de 

type oxo, avec plus d’oxygènes à courte distance au sein des NPs d’oxo-hydroxo qu’au sein du 

type oxo. L’ajustement des données expérimentales devrait nous permettre de répondre à cette 

question. 

Cette analyse EXAFS préliminaire montre qu’il semble bien y avoir une différence structurelle 

entre les deux types de nanoparticules, qui pourrait intervenir dans la différence de vitesse de 

sédimentation observée en DLS. 
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c. Etude thermodynamique de l’équilibre Th colloïdal – 

Th soluble en présence de molécules chélatantes. 

Afin de vérifier la capacité des polymères chélatants à complexer le Th à partir des colloïdes : 

c.-à-d. à déplacer l’équilibre Th colloïdal (solide) vers Th soluble (chélaté), des expériences de 

type dose/réponse ont été effectuées en conditions physiologiques, TBS (50 mM Tris, 150 mM 

NaCl, pH 7,4). 

Pour s’assurer d’un contrôle total de la bonne dispersion et de la quantité des NPs de Th dans 

chacun de nos échantillons et donc de la teneur exacte en Th élémentaire (dosé par ICP-MS), 

nous avons vérifié que des dilutions successives d’une solution mère de NPs dispersées dans le 

TBS vérifiaient bien la linéarité afin de doser le Th précisément et de façon reproductible dans 

toutes les études suivantes. Les résultats se trouvent dans la partie expérimentale (§ D.II.a).    

Pour déterminer la capacité des chélates PEI-MC, PEI-MP et DTPA à déplacer l’équilibre Th 

colloïdal (solide, sous forme de nanoparticules) vers Th soluble (chélaté), des concentrations 

(exprimées en 1-mer de chélate) croissantes de DTPA, PEI-MC ou PEI-MP, de 0 (blanc) à 35 

mM) dans un volume fixe (1,5 mL) de TBS, ont été ajoutées à une masse fixe (20,0 ± 2,0 µg) 

de NPs de Th.  

Après 7 jours, 600 µL de surnageant ont été récupérés après centrifugation (15 000 rpm, 15 

min), puis dosés en thorium par ICP-MS (voir partie expérimentale § D.II.b). Pour chaque 

expérience, afin de s’assurer qu’on retrouve bien 100 % de la concentration en Th initiale, la 

teneur en Th du culot est aussi dosée par ICP-MS dans le but de déterminer le pourcentage de 

thorium restant sous forme solide (voir Annexe VII). Les résultats sont représentés sous forme 

d’un graphique exprimant le pourcentage de thorium récupéré dans le filtrat, en fonction de la 

concentration initiale en monomère de molécules chélatantes.  

La courbe dose/réponse correspondant à l’utilisation du DTPA a pu être ajustée par une 

équation logistique à quatre paramètres de la forme : Réponse = min + (Max – min) / 

[1+(CE50/dose)Hill] avec Réponse = % Th décontaminé; dose = 1-mer (mM); min = réponse en 

l’absence de chélate (blanc); Max = plateau; CE50 = dose requise pour obtenir une réponse de 

50% ; Hill = pente à CE50. Il en est de même pour celle correspondant à l’utilisation du PEI-

MC sur la première partie de la courbe (pour une concentration s’échelonnant de 0,01 mM à 

4,3 mM).  
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Il n’a pas été possible d’obtenir un bon ajustement avec la courbe dose/réponse du PEI-MP. Les 

valeurs des paramètres correspondant pour chaque complexe ainsi que les courbes ajustées sont 

présentées ci-dessous (Tableau 15 et Figure 41). 

Tableau 15 : Paramètres des courbes dose/réponse pour le complexe DTPA-NPs Th et PEI-

MC- NPs Th. 

Paramètres min max CE50 (mM) Hill R2 

DTPA-NPs Th 2,4 45,0 7,02 1,17 0,96 

PEI-MC-NPs Th 

Sur [0,01 ; 4,3] 
2,4 51,6 2,42 1,26 0,93 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a) 
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Figure 41 : Courbes dose/réponse Th NPs (20,0 ± 2,0 µg) en fonction de la concentration en 

chélate (1-mer) dans 1,5 mL de TBS à j7 (expériences réalisées à 21 °C). a) DTPA (rouge) et 

PEI-MC (vert) b) PEI-MP (bleu). Chaque mesure représente la moyenne de 3 expériences (± 

écart type). 

 

Premièrement, nous constatons qu’en l’absence de molécules chélatantes, l’équilibre Th 

colloïdal (solide) vers Th soluble (chélaté) n’est quasiment pas déplacé puisqu’à j7, le 

pourcentage de thorium dans le surnageant est de 2,4 ± 1,0 % seulement. 

Les 3 chélates montrent des capacités à solubiliser le Th. Néanmoins le profil des courbes 

dose/réponse diffère significativement entre les polymères et le DTPA. La courbe dose/réponse 

correspondant à l’utilisation de DTPA présente un profil à plateau classique avec une saturation 

à une concentration de 26 mM où on atteint une efficacité de 40 ± 3 %. Cette courbe est 

d’ailleurs ajustable avec une équation de type dose-réponse avec un R2 de 0,96. Le profil des 

courbes liées à l’utilisation des polymères (PEI-MC et PEI-MP), présente une allure atypique 

avec un pic (efficacité maximale) puis une chute rapide de l’efficacité. 

 

 

b) 
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Seule la courbe du PEI-MC peut être ajustée sur la première partie (de 0,01 mM à 4,3 mM) 

avec une équation de type dose/réponse. 

L’efficacité maximale du PEI-MC, 43 ± 9 % pour une concentration de 4,3 mM est cependant 

nettement supérieure à celle du PEI-MP, 18,3 ± 0,7 % à une concentration de 2,6 mM. On peut 

supposer qu’à des concentrations élevées (au-dessus de 5 mM pour le PEI-MC et de 3 mM pour 

le PEI-MP) la surface des nanoparticules de thorium serait saturée par les polymères et 

empêcherait la remise en solution du Th. Ce phénomène pourrait être exacerbé par des 

phénomènes cinétiques : la désorption totale des complexes polymère-Th serait plus lente que 

celle des complexes DTPA-Th. Des clichés MET obtenus à des concentrations élevées en 

polymère (10 mM) semble conforter cette hypothèse (Figure 42). En effet, l’imagerie semble 

suggérer que du Th à un état moins condensé semble entourer les NPs en formant ces motifs de 

type astérisque. Etant donné qu’aucun agent de contraste n’a été utilisé, la visualisation est 

indirecte et ne peut être due qu’au Th (nombre atomique élevé, donc forte transmission aux 

électrons) qui semble lié à la matrice polymérique qu’on visualise de manière indirecte (grâce 

au Th).   
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Figure 42 : Cliché MET de nanoparticules de Th en présence de PEI-MC ([PEI-MC] : 10 mM). 

 

Néanmoins le PEI-MC présente une efficacité de complexation du Th comparable à celle du 

DTPA (43 % contre 40 % respectivement), pour une concentration en PEI-MC plus de 6 fois 

inférieure à celle du DTPA. A titre de comparaison pour une concentration en DTPA de 4,3 

mM, l’efficacité est de seulement 24,0 ± 0,2 %.  

En se basant sur les courbes dose-réponse et malgré des facteurs de Hill très similaires pour le 

DTPA et le PEI-MC (respectivement 1,17 et 1,26) les CE50 sont très différentes, la CE50 du 

DTPA est quasiment 3 fois plus élevée que celle du PEI-MC, soulignant le fait que pour 

atteindre cette même efficacité de complexation très similaire (~ 40 %) la dose de DTPA devra 

être bien supérieure à celle de PEI-MC à utiliser pour atteindre la même efficacité.  

Pour des considérations de toxicité, l’administration d’une plus faible concentration de 

molécules chélatantes est indéniablement un atout considérable.  

Le DTPA a par ailleurs peu de chances d’atteindre le site de séquestration des nanoparticules 

de Th : macrophages, ganglions lymphatiques et tissus interstitiels. Il faudrait pour cela qu’il 

soit administré rapidement, sous forme de poudres, pour espérer atteindre ces formes insolubles 

qui y sont séquestrées alors qu’on peut raisonnablement espérer que nos polymères atteignent 

et ciblent les lieux de stockages de ces formes insolubles. 
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Cette étude a permis de déterminer la concentration optimale des polymères à utiliser pour la 

suite des tests (décontamination), ainsi que celle du DTPA. Néanmoins elle devra être 

complétée par des études de cytotoxicité, en effet il est probable que la concentration utile en 

DTPA soit trop cytotoxique pour permettre les études in cellulo. 

III Suivi de la phagocytose par des macrophages 264.7 

des NPs de Th par imagerie MET et ICP-MS. 

Les macrophages alvéolaires jouent un rôle essentiel dans le transport des particules déposées 

après inhalation. La plupart des particules peu solubles sont phagocytées dans les minutes qui 

suivent leur dépôt.  

L'ingestion de particules par le macrophage commence par l'avancée de pseudopodes vers 

l’élément étranger, ce qui initie le processus d'internalisation. Les pseudopodes entourent les 

particules et le cytosquelette se réorganise de manière à fusionner et créer ainsi un phagosome 

précoce ou vésicule de phagocytose.198 Une fois la phagocytose déclenchée, les phagosomes 

fusionnent d’abord avec les lysosomes pour former des phagolysosomes au sein desquels le 

contenu peut  subir une transformation chimique par l'intermédiaire de nombreuses enzymes et 

d'un pH acide (baisse du pH de 7 à 4,5-5).199 

Ces étapes, même si elles sont connues et bien décrites dans le cas d’agents pathogènes, ont été 

moins étudiées dans le cas de l’inhalation d’oxyde de plutonium. Quoiqu’il en soit, l’oxyde de 

plutonium ne peut pas être dégradé par cette voie conventionnelle. La manière dont il 

s’accumule n’est pas encore bien définie. 

a. Evaluation de la capacité d’internalisation et du temps 

requis pour la phagocytose 

Dans ce cadre, nous avons réalisé un suivi des étapes liées à la contamination par la combinaison 

de deux techniques (MET et ICP-MS). Un suivi in cellulo sur des macrophages en phase de 

contamination par les nanoparticules de Th a permis de visualiser les différentes étapes de 

phagocytose et l’évolution des nanoparticules de Th à l’intérieur des macrophages contaminés.   
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Le protocole détaillé de culture cellulaire est disponible en partie expérimentale (§ D.III.a et § 

D.III.c). Brièvement, des macrophages de type RAW 264.7 (monocytes de rats) ont été cultivés 

dans des plaques 24 puits puis contaminés par les nanoparticules de Th synthétisées 

précédemment (§ II.a.) et rincés. Chaque puits a été ensemencé à 28 000 cellules, cette quantité 

est volontairement faible pour pouvoir maintenir les expériences sur une durée d’une semaine. 

Une quantité de 2,5 ± 0,1 µg de thorium sous forme de nanoparticules d’oxyde de thorium a été 

ajoutée par puits. En considérant une taille moyenne des nanoparticules de 55 nm (voir § II.a) 

et la densité du ThO2 on obtient environ 3,24 millions de nanoparticules de thorium par puits 

soit ~116 NPs de thorium par cellule à l’état initial. Après fixation des cellules (procédé au 

paraformaldéhyde qui permet de figer les cellules en conservant leur totale intégrité) à différents 

temps afin de visualiser les différentes étapes de phagocytose (phagosomes, phagolysosomes 

…), les cellules sont observées au microscope électronique en transmission. En parallèle un 

dosage du Th à différents temps a été réalisé afin de compléter les observations effectuées en 

MET. Ce dosage du Th a été précédé par une étude du dosage du Th par ICP-MS en milieu de 

culture afin d’anticiper d’éventuels problèmes de minéralisation et effets de matrice (§ D.III.b.). 

Une durée d’exposition aux NPs de Th d’une heure est suffisante pour qu’aucun colloïde ne 

soit visible dans le milieu extra-cellulaire (Figure 43).  

 

Figure 43 : Cliché MET des cellules RAW 264.7 exposées aux NPs de Th pendant 1 h. 
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Ces observations visuelles ont été complétées par l’analyse du thorium dans le milieu 

extracellulaire par ICP-MS (partie expérimentale §D.III.c). En effet, après une heure 

d’exposition les cellules sont rincées deux fois avec 1 mL de tampon PBS pour éliminer 

l’éventuel surplus de colloïdes. 2,5 ± 1,1 % de Th par rapport au thorium initial est retrouvé 

dans la totalité des liquides de rinçage. On peut donc considérer que l’internalisation est massive 

(97 %, ICP-MS) et qu’un temps d’exposition d’une heure, suivi d’étapes de rinçage permet 

d’aboutir à la phagocytose complète des NPs de Th. D’autres concentrations de thorium ont pu 

être testées pour un même nombre de cellules initiales allant jusqu’à ~ 1000 NPs de thorium 

par cellules, aboutissant au même résultat d’une internalisation massive en 1 h (annexe VIII).  

Afin de vérifier un éventuel relargage de Th dans le milieu extracellulaire qui serait dû à une 

excrétion partielle quelconque ou à la mort de certains macrophages, l’expérience a été 

poursuivie durant 5 jours. 

En MET, nous n’observons pas de NPs de Th dans le milieu extracellulaire. On peut donc 

conclure en l’absence d’externalisation des NPs de Th. 

Néanmoins, durant ces 5 jours, les cellules subissent de nombreuses étapes de rinçage (avec 

tampon PBS) puis l’ajout de milieu de culture supplémenté. 

Ainsi, durant ces étapes, des NPs de Th pourraient être éventuellement éliminées. Les liquides 

résultant de toutes ces étapes (rinçages et changements de milieu) ont donc été dosés en thorium. 

La figure représentant le pourcentage de relargage des NPs de thorium en fonction du temps est 

visible en partie expérimentale (§ D.III.c). Dans tous les cas, le relargage des NPs de thorium 

est inférieur à 1% par rapport à la quantité initiale. Nous pouvons donc supposer qu’il n’y a pas 

d’exocytose des NPs de Th, dans les conditions de l’expérience et que si du Th venait à se 

retrouver dans le milieu extracellulaire (mort de macrophage par exemple), il serait rapidement 

pris en charge par d’autres macrophages.  
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b. Les différentes phases de la phagocytose et le trafic 

intracellulaire 

Les macrophages ont été traités à différents temps :  30 min, 1 h, 2 h, 3 h, 4 h, 24 h et 120 h. Le 

suivi par imagerie MET au cours du temps permet de visualiser les différentes étapes, précoces 

et tardives, de la phagocytose. 

Dans les premières minutes, jusqu’à 1 h, on peut voir une activité d’internalisation très 

importante avec de nombreux pseudopodes (Figure 44 a). Les NPs sont littéralement avalées et 

on les retrouve dans des vésicules claires (Figure 44 a et b), les phagosomes.  

 

Figure 44 : Clichés MET des cellules RAW 264.7 exposées aux NPs de Th a) pendant 30 min 

b) Zoom sur une vésicule de phagocytose. 

 

Au bout de 3 h, on observe une évolution de ces vésicules qui apparaissent plus foncées (Figure 

45 a) et 45 b)). Les NPs sont piégées dans les phagolysosomes. 
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Figure 45 : Clichés MET des cellules RAW 264.7 exposées aux NPs de Th a) pendant 3 h b) 

Zoom sur une vésicule de phagocytose. 

 

De fines membranes semblent entourer certaines NPs de thorium (Figure 46), on observe même 

la présence d’un recyclage de ces membranes (vésicules sous les NPs).  

Les NPs ne semblent aucunement dégradées, en effet, aucune érosion des colloïdes n’est 

observée même si cette observation reste purement qualitative. 

 

Figure 46 : Zoom sur une vésicule de phagocytose de cellule RAW 264.7 exposée aux NPs de 

Th pendant 4 h. 
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Pour des durées d’exposition supérieures à 5 h (Figure 47), les clichés obtenus en MET attestent 

de la désagrégation de certaines des vésicules. Les NPs de Th se retrouvent alors in fine au sein 

du cytoplasme de la cellule et semblent totalement intègres.  

 

Figure 47 : Cliché MET des cellules RAW264.7 exposées aux NPs de Th pendant plus de 5 h. 

 

Cette étude souligne la difficulté extrême liée à la décontamination de macrophages et soulève 

des questions : 

La localisation des nanoparticules de thorium évoluant au cours du temps, quelle est la bonne 

fenêtre de traitement afin de favoriser la colocalisation des polymères chélatants avec les NPs 

de Th ?  

Est-ce qu’un traitement per-internalisation des NPs, administré peu après la contamination 

(pendant la phase initiale d’internalisation des NPs) peut montrer une efficacité ?  

Une administration plus tardive, post-internalisation des NPs, peut-elle permettre d’obtenir in 

fine une colocalisation des polymères chélatants avec les NPs de Th ?  

En cas de colocalisation, les polymères chélatants sont-ils capables, à l’instar des tests in vitro, 

de capter du thorium sous forme ionique et de l’extraire des cellules après complexation ?  
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La mise en place de test de décontamination in cellulo par nos polymères chélatants devrait 

permettre d’apporter des réponses à ces questions. 

La dernière étape de notre méthodologie avant la réalisation de ces tests in cellulo consiste à 

mesurer la viabilité des macrophages en présence des NPs de Th seules et des chélates seuls 

afin de déterminer les plages de concentrations et de temps compatibles avec une expérience de 

décontamination. 

IV Evaluation de la viabilité des macrophages RAW 

264.7 en présence des NPs de Th ou des chélates  

Les macrophages alvéolaires sont des cellules particulièrement radio-résistantes. Des études 

réalisées en laboratoire ont montré, chez le rat et le primate, que l'émission de plusieurs 

centaines de particules alpha était nécessaire pour induire la mort de ces cellules par 

apoptose.193 Il est donc totalement improbable que cela se produise dans le temps nécessaire à 

nos études en présence de Th. 

a. Viabilité des macrophages en présence de NPs 

Les tests de viabilité menés sur des macrophages contaminés par nos NPs de Th et dont l’excès 

(moins de 3 % selon l’étude MET/ICP-MS) a été éliminé par rinçage après 1 h d’incubation 

n’ont pas montré de toxicité induite par l’exposition aux NPs de thorium sur les 5 jours de notre 

étude (voir partie expérimentale §D.IV.b) Par ailleurs, aucun changement dans la morphologie 

des macrophages, qui aurait pu être imputable à une transition apoptotique, n'a été observé. 

Néanmoins ces résultats sont à considérer avec précaution puisqu’il s’agit ici d’une étude 

réalisée avec du Th-232, un élément ayant une activité spécifique 1 million de fois plus faible 

que celle du Pu-239. 

b. Viabilité des macrophages en présence des chélates 

La toxicité des chélates (PEI-MC et PEI-MP) pour les polymères, et DTPA et DTPMP pour 

leurs homologues moléculaires respectifs, utilisés comme référence, a été mesurée sur les 

macrophages RAW 264.7. 
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i) Test de viabilité de type criblage : dose-réponse à 24/48 h 

La cytotoxicité des chélates a été évaluée à 24 h puis à 48 h pour différentes concentrations : 

0,1 µM, 1 µM, 10 µM, 100 µM, 1 mM, 10 mM, 50 mM, 100 mM. 

Brièvement, les cellules RAW 264.7 sont exposées à une solution de milieu de culture contenant 

différentes concentrations croissantes en chélates, puis après 1 h d’incubation, la solution est 

retirée, chaque puits est rincé par une solution de PBS pour éliminer les molécules chélatantes 

non internalisées et une solution de milieu de culture fraiche est alors ajoutée. La cytotoxicité 

est évaluée au bout de 24 h et 48 h par un test à la résazurine. 

Le détail du protocole est disponible en partie expérimentale (§ D.IV.c). De plus un test 

statistique de type test de Student a été effectué lorsque la viabilité cellulaire est inférieure à 

100 % afin de s’assurer de la significativité de cette différence observée (voir Annexe V). Les 

résultats sont représentés sur la Figure 48. 
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Figure 48 : Tests de cytotoxicité sur macrophages RAW 264.7 a) PEI-MC et DTPA b) PEI-MP 

et DTPMP. Les résultats sont exprimés en moyenne (pourcentage) ± écart type (triplicat) et ont 

été obtenus après deux tests indépendants. * p < 0,05; ** p < 0,005, NS (non significatif), selon 

le test-t de comparaison des moyennes (test de Student lorsque les variances ne sont pas 

significativement différentes, ou test de Welch dans le cas contraire) dans le cas d’un 

pourcentage de viabilité inférieur au blanc. 

 

a) 

b) 
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Les polymères chélatants, PEI-MC et PEI-MP, sont globalement bien tolérés par les 

macrophages RAW 264.7 jusqu’à 1 mM, même si on observe un faible cytotoxicité du PEI-

MC à 1 mM (environ 60 % de viabilité cellulaire à 48 h). La toxicité apparaît dès 10 mM après 

48 h avec un effet plus marqué pour le PEI-MC (48 %) que pour le PEI-MP (79 %).  

Les analogues monomériques, DTPMP pour le PEI-MP et DTPA pour le PEI-MC montrent la 

même tendance que celle de leur analogue polymérique : à partir de 10 mM, le DTPA à base 

de carboxylates présente une cytotoxicité plus marquée (36 % après 48 h) que le DTPMP à base 

de phosphonates (80 % après 48 h).  

Il est intéressant de noter que le PEI-MC présente une faible cytotoxicité dans la gamme de 

concentration 1-10 mM, proche de la concentration optimale (4,3 mM) obtenue lors de l’étude 

in vitro thermodynamique pour la solubilisation du Th à partir des NPs alors que pour obtenir 

une efficacité similaire avec le DTPA, une concentration de 26 mM était requise, concentration 

qui se révèle ici largement au-dessus du seuil acceptable. 

Afin de mettre en place un test de décontamination in cellulo (polymères + NPs de Th), il faut 

déterminer une concentration adaptée à ce test. Cette concentration utile doit permettre une 

viabilité suffisante pour pouvoir mener l’expérience sur plusieurs jours tout en permettant de 

maintenir un rapport 1-mer chélate/Th élevé, qui puisse être susceptible de déplacer l’équilibre 

Th colloïdal (solide) vers Th soluble (chélaté) et donc présenter un potentiel effet thérapeutique.  

A la vue de ces résultats, nous avons choisi de tester une concentration de 5 mM en 1-mer de 

chélate qui semble présenter un compromis acceptable par rapport aux études précédentes (cf. 

§ II.c et expérience ci-dessus).  

ii) Suivi de la viabilité sur 5 jours à une concentration de 5 mM (1-mer chélate) 

La Figure 49 présente une étude de la cytotoxicité des chélates sur une durée de 5 jours, durée 

durant laquelle nos tests de décorporation seront réalisés. 
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Figure 49 : Tests de cytotoxicité sur les cellules RAW 264.7 pour une concentration de 5 mM 

en PEI-MC, DTPA, PEI-MP et DTPMP à différents temps d’exposition (1 h, 1 jour, 2 jours, 3 

jours, 4 jours, 5 jours). Pour chaque puits, les cellules sont laissées incuber pendant 1 h avec 

le milieu de culture cellulaire supplémenté en molécules chélatantes (1-mer chélate : 5mM), 

puis rincées par une solution de PBS, du milieu de culture frais est alors ajouté. Les résultats 

sont exprimés en moyenne (pourcentage) ± écart type (triplicat) et ont été obtenus après deux 

tests indépendants. * p < 0,05; ** p < 0,005, NS (non significatif), selon le test-t de 

comparaison des moyennes (test de Student lorsque les variances ne sont pas significativement 

différentes, ou test de Welch dans le cas contraire) dans le cas d’un pourcentage de viabilité 

inférieur au blanc. 

 

Ces résultats confirment la différence entre les chélates à base de phosphonates, DTPMP et 

PEI-MP (version polymérique), et leurs homologues carboxylates (DTPA et PEI-MC). En effet, 

alors que la toxicité devient marquée et très significative pour les chélates à base de carboxylates 

dès le deuxième jour (49 ± 11 % de viabilité avec le PEI-MC contre 38,61 ± 7,14 % avec le 

DTPA, p < 0,005), le PEI-MP et le DTPMP ne présente aucun effet cytotoxique sur toute la 

période, et ce jusqu’à j5. On peut également observer que la viabilité vis-à-vis du DTPA est 

systématiquement plus faible que celle observée avec son homologue polymérique.  
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On peut en effet noter qu’avec le PEI-MC, la viabilité moyenne sur la période j3-j5 est d’environ 

40 % et qu’elle demeure stable, tandis qu’elle est de l’ordre de 30 % avec le DTPA mais qu’elle 

ne cesse de décroître. Plus globalement, ces résultats pourraient résulter d’une différence 

d’internalisation des chélates à base de fonctions phosphonates par rapport aux chélates à base 

de fonctions carboxylates : les premiers seraient peu ou pas internalisés et donc moins toxiques. 

Cette étude devra être complétée par une ou des expérience(s) permettant de visualiser et/ou 

quantifier la capacité d’internalisation des chélates. On pourrait par exemple envisager un suivi 

par microscopie confocale de fluorescence ou par cytométrie en flux suite à un marquage 

adéquat pour apporter une réponse à cette question. 

V Test de décontamination sur macrophages RAW 

264.7 

La dernière étape de la méthodologie que nous avons appliquée consiste à évaluer la capacité 

des polymères chélatants à ralentir voire empêcher l’internalisation des nanoparticules de Th 

dans les macrophages dans le cas d’un traitement per-internalisation NPs (pendant la phase 

initiale de la phagocytose et de l’internalisation des NPs) ou à augmenter l’excrétion de Th via 

leur solubilisation/chélation dans le cas d’un traitement post-internalisation des NPs. Ces tests 

in cellulo constituent une première étape vers la décorporation pulmonaire de radionucléides, 

dont les particules insolubles de plutonium (PuO2), chez l’être humain.  

Une description plus détaillée de ces deux types d’expériences, per- et post-internalisation NPs 

est donnée ci-dessous : 

- L’expérience per-internalisation NPs consiste en la contamination des macrophages 

RAW 264.7 par les NPs de Th durant 30 minutes (initiation de la phagocytose), puis à 

l’ajout de la contre-mesure (DTPA, DTPMP, PEI-MC ou PEI-MP) pendant 1 h. Le 

milieu est ensuite rincé, puis dosé en Th par ICP-MS. Les cellules sont ensuite laissées 

à incuber avec du milieu frais qui est dosé, après lavage, toutes les 24 h jusqu'à 120 h. 

Le 1er point est donc à 1 h 30 puis 24 h, 48 h, 72 h, 96 h et 120 h ... En parallèle, la 

cytotoxicité est mesurée à chaque temps d’incubation respectifs grâce à des tests à la 

résazurine et comparée à deux types de contrôles : macrophages en l’absence de NPs de 

Th et de chélates et macrophages en l’absence de NPs de Th mais en présence de 

chélates (cf. § IV.b.). 
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Là encore, et afin de s’assurer que l’on retrouve bien les 100 % du Th à la fin de 

l’expérience et valider l’absence de sorption du Th sur les parois des puits, les cellules 

sont minéralisées et dosées en Th (voir annexe X). Chaque expérience est indépendante, 

réalisée 2 fois, il y a 3 puits par temps d’incubation respectif soit un total de 6 

échantillons par temps d’incubation. Cette expérience vise à reproduire des conditions 

dans lesquelles les contre-mesures pourraient être administrées, rapidement, après une 

contamination. 

 

- L’expérience post-internalisation NPs consiste quant à elle à contaminer les 

macrophages par des NPs de Th durant 1 h, à rincer, puis à ajouter la contre mesure. 

Ainsi on s’assure que lors de l’application de la contre-mesure, il n’y ait plus de NPs 

dans le milieu extracellulaire et que l’internalisation des NPs est bien terminée (cf. § III 

a). Comme dans l’expérience précédente, un suivi des taux de Th extracellulaire (et 

intracellulaire, 100 %, voir annexe X) sera réalisé par dosage par ICP-MS, ainsi qu’un 

suivi de la cytotoxicité.  

Cette expérience vise à mimer une approche plus conventionnelle liée à l’utilisation 

d’un traitement post-accident.  

Une schéma résumant l’ordonnancement de ces deux expériences est représenté en Figure 50. 

Le détail des protocoles est répertorié en partie expérimentale (§ D.V.)  
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Figure 50 : Représentation schématique des expériences de décontamination des NPs de Th 

par les chélates. 

 

a. Etudes de la viabilité cellulaire en fonction du 

traitement per-internalisation ou post-internalisation 

des NPs de thorium 

La cytotoxicité a été évaluée à 1 h, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h et 120 h pour une quantité de NPs de 

Th de 2,60 ± 0,04 µg et une concentration en 1-mer de chélates (DTPA, DTPMP, PEI-MC et 

PEI-MP) de 5 mM (durée d’exposition des molécules chélatantes : 1 h). La quantité de Th a été 

volontairement réduite par rapport aux expériences de décontamination in vitro afin 

d’augmenter le rapport 1-mer chélate/Th de 500 pour 1. 

La cytotoxicité des chélates a été évaluée par un test à la résazurine. Les résultats à j5 sont 

présentés en Figure 51.  
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Figure 51 : Cytotoxicité des chélates à j5 sur les macrophages contaminés par les NPs de Th 

en conditions per-internalisation NPs (ajout des chélates 30 minutes après contamination sans 

rinçage) et en conditions post-internalisation des NPs (ajout 1 h après contamination et 

rinçage). Les résultats sont exprimés en moyenne (pourcentage) ± écart type (triplicat) et ont 

été obtenus après deux expériences indépendantes réalisées en triplicat. * p < 0,05 ; ** p < 

0,005, NS (non significatif), selon le test-t de comparaison des moyennes (test de Student 

lorsque les variances ne sont pas significativement différentes, ou test de Welch dans le cas 

contraire) dans le cas d’un pourcentage de viabilité inférieur au blanc. 

 

Tout d’abord, on retrouve, pour le blanc (Raw + NPs de thorium), les résultats précédents (cf. 

§ IV.a) : pas de toxicité associée à la phagocytose des NPs sur la durée du test.  

Une distinction très nette apparait ensuite entre les deux traitements. Les résultats sont très 

similaires à ceux de l’étude précédente (cf. § IV.b) en ce qui concerne le traitement post-

internalisation NPs (lorsque les chélates sont administrés après que l’internalisation des NPs ne 

soit terminée). On retrouve en effet que les carboxylates, PEI-MC ou pire le DTPA, présentent 

une toxicité élevée avec respectivement 29 et 17 % de viabilité résiduelle à j5 tandis que les 

phosphonates ne montrent aucun effet (100 % pour les deux). 
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Il en est tout à fait différemment en ce qui concerne le traitement per-internalisation des NPs 

(administration des chélates avant la fin de l’internalisation des NPs), puisque globalement, 

aucun chélate ne présente d’effet toxique même si la viabilité est légèrement inférieure dans le 

cas des carboxylates (p < 0,05), 95 % (DTPA) et 90 % (PEI-MC). Ces résultats semblent 

indiquer que les chélates ne sont pas internalisés de la même façon dans les deux traitements et 

on peut fort vraisemblablement supposer que, dans le traitement per-internalisation NPs , ils 

entrent par l’intermédiaire des NPs. Autrement dit, dans le traitement per-internalisation NPs, 

ce sont des NPs de Th tapissées de chélates qui sont phagocytées. Ceci a pour effet de 

considérablement diminuer leur toxicité (pour les carboxylates du moins). Ceci pourrait 

néanmoins constituer un avantage. En effet, cela permettrait de cibler directement le Th 

mobilisable et de suivre exactement le même cheminement/trafic intracellulaire. Au contraire, 

rien ne certifie que les chélates qui rentreraient dans les macrophages après que l’internalisation 

des NPs de Th n’ait été effective (traitement post-internalisation NPs) ne suivent les mêmes 

voies et donc qu’ils puissent in fine interagir avec le Th intracellulaire. L’inconvénient résulte 

en la fenêtre de traitement très restreinte qui en découlerait.  

b. Effet du traitement per-internalisation NPs  

L’efficacité des contre-mesures en conditions per-internalisation NPs (administration avant que 

l’internalisation des NPs ne soit totalement terminée) a aussi été évaluée par dosage du Th non 

internalisé (dans le milieu extracellulaire) à différents temps via ICP-MS. Les résultats, avec 

les quatre différents chélates, peuvent être comparés entre eux de manière fiable car le 

traitement per-internalisation NPs des macrophages présente très peu de variabilité en termes 

de toxicité. Cette dernière pouvant être considérée quasi nulle dans les conditions de 

l’expérience. Ces résultats sont présentés sur la Figure 52. Les courbes ont pu être ajustées par 

une équation de type décroissance monoexponentielle de la forme : Réponse = yf + y0e(-kt) avec 

Réponse = % Th non internalisé (par rapport à la concentration en Th initiale) à t ; yf = % Th 

non internalisé à t final, fixé à 0,3 (moyenne du pourcentage de thorium extracellulaire à j5) ; 

y0 = % Th non internalisé en conditions initiales (fixé à 100 %) ; t = temps (h) ; k = constante 

de vitesse (plus k augmente plus l’internalisation est rapide). Les valeurs des paramètres 

d’ajustement correspondant pour chacune des conditions sont présentées ci-dessous (Tableau 

16). 
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Tableau 16 : Paramètres d’ajustement des courbes de dosage du Th non internalisé pour NPs-

Th-Cellules (blanc, sans chélates), PEI-MC-NPs-Th-Cellules ; DTPA-NPs-Th-Cellules ; PEI-

MP-NPs-Th-Cellules ; DTPMP-NPs-Th-Cellules. 

Paramètres yf y0 k R2 

Blanc 0,3 (fixé) 100 (fixé) 2,71 ± 0,03 0,98 

PEI-MC-NPs-Th-

Cellules 
0,3 (fixé) 100 (fixé) 0,51 ± 0,04 0,99 

DTPA-NPs Th-

Cellules 
0,3 (fixé) 100 (fixé) 0,66 ± 0,04 0,99 

PEI-MP-NPs-Th-

Cellules 
0,3 (fixé) 100 (fixé) 0,38 ± 0,04 0,99 

DTPMP-NPs-Th-

Cellules 
0,3 (fixé) 100 (fixé) 0,41 ± 0,02 0,99 

 

 

 

a) 
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Figure 52 : Courbes de dosage du Th non internalisé en fonction du temps pour une 

concentration en chélates de 5 mM dans 1 mL de RPMI et une quantité de Th de 2,60 ± 0,04 

µg. a) Blanc (NPs sans chélates) b) PEI-MC et DTPA c) PEI-MP et DTPMP. 

 

Même s’il manque indéniablement un certain nombre de points dans les premières heures, on 

peut tirer quelques conclusions fondamentales de cette expérience. 

 

 

b) 

c) 
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Premièrement, on ne peut pas véritablement parler de décontamination. En effet, quelles que 

soient les conditions utilisées dans cette expérience, l’internalisation par les macrophages ne 

s’arrête jamais. C’est un processus continu qui se poursuit tout au long de l’expérience. D’autre 

part, il n’y a pas, durant le temps imparti, de relargage de Th.  

Deuxièmement, le fait de récupérer des taux de Th différents selon les conditions provient d’une 

différence dans la vitesse d’internalisation des NPs. On peut rappeler que les chélates sont 

ajoutés 30 min après les NPs de Th. Donc, même si un certain nombre de ces NPs ont déjà été 

internalisées, on suppose qu’il en reste lors de l’ajout des chélates. On observe alors que  k NPs 

PEI-MP < k NPs DTPMP < k NPs PEI-MC < k NPs DTPA << k NPs seules. Sachant que k 

correspond à une constante de vitesse, on peut donc constater que l’internalisation des 

nanoparticules de thorium seules est beaucoup plus rapide que lorsqu’on ajoute un agent 

chélatant, quel que soit l’agent chélatant : les agents polymériques : PEI-MC et PEI-MP, ou 

ceux monomériques : DTPA et DTPMP. 

Ces résultats peuvent s’expliquer par une modification de la charge de surface des 

nanoparticules de Th disponibles lors de l’ajout des chélates. En effet, lors de leur 

internalisation, elles vont rencontrer la double membrane phospholipidique des macrophages, 

présentant des groupements phosphates à la surface, chargés négativement. L’internalisation 

des NPs témoins (sans chélates) est la plus rapide. Ceci résulte de la charge de surface qui est 

positive pour les NPs de thorium (potentiel zêta : +30 mV), ce qui facilite leur internalisation. 

Au contact des molécules chélatantes, la charge de surface des NPs de thorium va évoluer et se 

charger négativement, ce qui va entrainer une diminution de leur incorporation. En prenant en 

compte la formule brute du PEI-MC (partie expérimentale B.III), sachant que le pKa de sa 

fonction carboxylique se situe autour de 3,5, bien en deçà du pH du milieu de culture (7,4), on 

peut considérer qu’il sera totalement déprotoné, avec donc une charge d’environ -2 par 

monomère (en prenant en compte la protonation de l’amine « centrale »). Pour le DTPA, en 

prenant en compte les pKa des différents acides carboxyliques et la protonation de deux des 

trois amines, un diagramme de spéciation donne une formule de type H2L3-  à pH 7,4.200 Le 

même raisonnement s’applique pour les molécules de type phosphonates. En prenant en compte 

la formule brute (partie expérimentale B.III), on peut considérer que le PEI-MP possède une 

charge de -4, à pH 7,4, tandis que pour le DTPMP, on peut considérer qu’on obtient au moins 

90 % de la forme chargée négativement 7 fois à pH 7,4.201  
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Bien que plus négatif, on peut penser que le DTPMP, beaucoup plus petit, soit plus facile à 

déplacer que le PEI-MP. Ceci pourrait expliquer la valeur de la constante de vitesse qui est plus 

faible pour le polymère chélatant. 

Au global, on constate donc que les NPs décorées par les carboxylates apparaissent moins 

chargées négativement que celles de type phosphonates, ce qui, dans les conditions 

d’expériences, explique que les NPs décorées par les carboxylates soient internalisées plus 

rapidement que celles à base de phosphonates. D’autres part, on note que les polymères 

chélatants étant plus difficiles à échanger que leurs homologues monomériques, les NPs 

décorées par les références (DTPA et DTPMP) sont internalisées plus rapidement que leur 

homologue polymérique respectif (PEI-MC et PEI-MP). Tout ceci permet d’expliquer la série 

expérimentale observée :   k NPs PEI-MP < k NPs DTPMP < k NPs PEI-MC < k NPs DTPA 

<< k NPs seules. 

Un traitement, avec une administration des chélates à t = 0, aurait probablement permis de 

diminuer la constante de vitesse, et donc de diminuer encore la vitesse d’internalisation des 

nanoparticules de thorium, même s’il est difficilement envisageable, en cas de contamination 

par inhalation, d’administrer un traitement aussi rapidement sur une large partie de la 

population. 

Même si cette expérience ne montre pas de réelles capacités de décontamination des polymères 

chélatants, elle permet indéniablement de montrer qu’un traitement par nos polymères 

chélatants permettraient de retarder l’internalisation des nanoparticules de thorium. Par ailleurs, 

comme déjà supposé lors de l’expérience de cytotoxicité (§ V.a), cette internalisation conjointe 

des NPs de thorium et des polymères chélatants devrait permettre leur colocalisation au sein de 

la cellule et donc une interaction avec le Th « disponible » au sein de la cellule, en vue de son 

éventuelle excrétion. Ces deux points, retard à l’internalisation et interaction spécifique des 

chélates avec leur cible actinide, constituent donc une base pour de futurs développements. 
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c. Effet du traitement post-internalisation NPs  

L’efficacité des contre-mesures en conditions post-internalisation NPs (administration des 

chélates après que l’internalisation des NPs ne soit totalement terminée) a aussi été évaluée par 

dosage du Th extracellulaire à différents temps via ICP-MS. A la vue de la variabilité en termes 

de toxicité entre les molécules de types phosphonates et les molécules de type carboxylates 

pour des temps d’expériences supérieurs à 24 h, les résultats seront divisés en deux parties. 

Ce qui suit constitue vraiment des résultats préliminaires dont les conclusions doivent être tirées 

avec précaution. Ils ont néanmoins le mérite de faire clairement apparaître les limites et les 

difficultés d’une telle approche. 

La première partie porte uniquement sur le pourcentage de thorium extracellulaire aux temps 

faibles (t : 1 h et t : 24 h) qui permet de raisonner sur l’ensemble des molécules chélatantes. La 

seconde partie est restreinte aux phosphonates, PEI-MP et DTPMP, qui ne présentent pas, ou 

très peu, de toxicité tout au long de l’expérience (jusqu’à j5). 
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i) Etude sur les temps faibles (1 h et 24 h) 

 

Figure 53 : Graphique représentant le pourcentage moyen de thorium extracellulaire ainsi que 

le pourcentage moyen de viabilité cellulaire pour un traitement « post-internalisation » à des 

concentration de 5 mM en PEI-MC, DTPA, PEI-MP ou DTPMP,  à 1 h et à 24 h. Les barres 

d’erreurs représentent l’écart type calculé sur 2 expériences indépendantes (n=3 par 

expériences). * p < 0,05 ; ** p < 0,005, NS (non significatif), selon le test-t de comparaison 

des moyennes (test de Student lorsque les variances ne sont pas significativement différentes, 

ou test de Welch dans le cas contraire) dans le cas d’un pourcentage de décorporation 

supérieur à celui du blanc. Le détail de ces test est disponible en partie expérimentale § D.V.a. 

Tout d’abord, quel que soit le temps, une heure ou une journée, on constate, pour le blanc, 

l’absence de thorium dans le milieu extracellulaire (2,40 ± 1,00 % à 1 h et 0,92 ± 0,48 % à j1).  

Ces résultats concordent avec ceux de l’expérience de phagocytose (§ III.a), la contamination 

par des nanoparticules de thorium à cette concentration ([Th] : 0,015 µM) est donc tout à fait 

répétable et nous sommes donc bien dans le cadre d’un traitement post-internalisation de type 

curatif. 
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Cependant, contrairement à l’expérience précédente (traitement per-internalisation) où le taux 

de Th extracellulaire ne cessait de diminuer de façon exponentielle à des vitesses différentes 

selon la fonctionnalisation des NPs, on observe ici des pics accrus de Th extracellulaire que 

l’on peut selon toute vraisemblance attribuer aux différents chélates. En effet, après 1 h, on 

observe un pic significatif de Th extracellulaire pour tous les chélates. On note cependant que 

l’effet est plus marqué pour les carboxylates par rapport aux phosphonates et que le PEI-MC 

montre l’effet le plus important avec un taux de thorium plus de deux fois plus élevé, 15,6 ± 

2,2 %, contre 6,8 ± 1,4 % pour le DTPA. Le PEI-MP présente le taux le plus faible, (4,8 ± 

2,2 %). On peut rajouter que les taux de DTPA, DTPMP et PEI-MP ne sont pas foncièrement 

différents entre eux contrairement à celui du PEI-MC (p < 0,005) qui est significativement 

différent de ceux des autres chélates. Quoiqu’il en soit, et à la vue de la faible toxicité de tous 

ces chélates à 1 h, il semble bien y avoir un effet du traitement post-internalisation. 

Malheureusement, cet effet se voit compenser au fur et à mesure dans le temps par la 

phagocytose perpétuelle des macrophages. En effet, à 24 h, la courbe garde, globalement le 

même profil mais avec une atténuation de la quantité de Th extracellulaire. Les quantités de Th 

extracellulaire supérieures pour les chélates de type carboxylates pourraient être attribuées à 

leur toxicité plus élevée qui commence à s’exercer dès 24 h.  

Les résultats concernant les temps supérieurs à 24 h (j2, j3, j4, j5), sont difficilement 

interprétables en raison de la cytotoxicité accrue du PEI-MC et du DTPA. Ils sont néanmoins 

consultables en annexe X. Il est bien évident qu’il sera nécessaire d’effectuer ces expériences 

avec une concentration en molécules chélatantes plus faible afin de pouvoir comparer cet effet 

décontaminant sur de plus longues durées.  

D’autre part, pour éviter le biais lié au phénomène continu de phagocytose, on pourrait 

envisager, à la manière de l’étude menée par A. Van der Meeren,194 de réaliser ces tests dans 

des cellules doublement compartimentées séparées par une membrane semi-perméable. 

Cependant, dès lors que l’excrétion, in vivo se verrait être compenser par la phagocytose liée 

au recrutement de nouveaux macrophages, on est en droit de se poser la question de la pérennité 

d’une telle approche.  
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ii) Le cas des phosphonates 

 

Figure 54 : Graphique représentant le pourcentage moyen de thorium extracellulaire ainsi que 

le pourcentage moyen de viabilité cellulaire pour un traitement « post-internalisation » à des 

concentration de 5 mM en PEI-MP ou DTPMP, à différents temps (1 h, 1 j, 2 j, 3 j, 4 j, 5 j). Les 

barres d’erreurs représentent l’écart type calculé sur 2 expériences indépendantes (n=3 par 

expériences). * p < 0,05 ; ** p < 0,005, NS (non significatif), selon le test-t de comparaison 

des moyennes (test de Student lorsque les variances ne sont pas significativement différentes, 

ou test de Welch dans le cas contraire) dans le cas d’un pourcentage de décorporation 

supérieur au blanc. 

 

Comme pour les temps inférieurs à 2 jours (1 h et 24 h) nous retrouvons bien une absence de 

thorium dans le milieu extracellulaire (inférieur à 1 % sur toute la période de 2 jours à 5 jours). 

Le PEI-MP et le DTPMP ne montrent pas de cytotoxicité significative tout au long de cette 

étude, comme laissait supposer les expériences d’études de la viabilité des macrophages en 

présence de chélates (§ IV.b). Il est donc plus aisé de comparer les résultats entre eux.  

Ainsi le deuxième jour, on observe un faible effet décontaminant du PEI-MP (2,8 ± 0,8 %, p < 

0,005), contre moins de 2 % (1,52 ± 0,72 %, p < 0,05) pour le DTPMP. 
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Ce pourcentage de thorium « décontaminé » reste quand même faible par rapport au blanc. Au 

vu des expériences de cytotoxicité, dans lesquelles on observe peu de cytotoxicité du PEI-MP 

et du DTPMP, on peut s’interroger encore une fois sur une réelle internalisation de ces deux 

molécules par les macrophages.  

Au-delà de 2 jours, nous n’observons plus d’effet décontaminant de ces deux molécules.  

En raison de la faible cytotoxicité de ces 2 molécules, il serait envisageable d’augmenter la 

concentration des molécules chélatantes de type phosphonates, notamment pour le PEI-MP qui 

présente une très faible cytotoxicité à 10 mM à 48 h selon notre étude (§ IV.b). 
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VI Conclusion 

Cette étude, centrée sur la contamination par des nanoparticules insolubles de thorium, a permis 

dans un premier temps de déterminer des paramètres clés lors de la contamination de 

macrophages par des particules insolubles d’actinides, ainsi que d’entrevoir des pistes sérieuses 

sur la décontamination de ces mêmes macrophages par nos polymères chélatants. 

Lors de cette étude, nous avons réussi à synthétiser deux types de nanoparticules de thorium : 

un mélange de d’oxydes et hydroxydes de thorium, et des oxydes uniquement. Ces 

nanoparticules, présentant des tailles centrées autour de 55 nm et une faible polydispersité, ont 

été utilisées lors d’une étude thermodynamique in vitro concernant le déplacement de 

l’équilibre thorium solide/ thorium chélaté par nos polymères chélatants. Le PEI-MC a montré 

la plus grande efficacité pour la plus faible concentration. 

En parallèle, un suivi in cellulo de la phagocytose par des macrophages des nanoparticules de 

thorium a permis de déterminer leur capacité d’internalisation, la durée de cette internalisation 

mais aussi de constater l’absence d’exocytose des NPs de thorium. Il s’est avéré que cette 

internalisation est massive et rapide (< 1 h), et que les NPs se retrouvent localisées in fine au 

sein du cytoplasme des macrophages, rendant difficile leur décontamination. Ces paramètres 

sont essentiels en vue d’envisager la bonne fenêtre de traitement. 

En combinant l’étude thermodynamique et le suivi in cellulo de la phagocytose, une première 

approche in cellulo concernant l’utilisation de nos polymères chélatants a été testée. 

Ainsi deux expériences ont été réalisées : 

- Une expérience dans laquelle les nanoparticules de Th sont additionnées et les contre-

mesures sont administrées sur les macrophages en même temps. Ceci constitue un traitement 

per-internalisation  

- Une expérience dans laquelle les NPs de Th sont d’abord additionnées sur les 

macrophages puis, une fois l’internalisation totale effectuée, les molécules chélatantes sont 

administrées. Ceci constitue un traitement post-internalisation. 
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Bien que d’autres expériences soient nécessaires avant de pouvoir définitivement conclure,  

l’étude per-internalisation permet indéniablement de montrer qu’un traitement par nos 

polymères chélatants permettrait de retarder l’internalisation des nanoparticules de thorium. 

L’étude post-internalisation nécessite d’être réalisée de nouveau à des concentrations en 

molécules chélatantes pour lesquelles aucune cytotoxicité n’apparait.  

Néanmoins, il semblerait que le PEI-MC provoque une excrétion transitoire des nanoparticules 

de thorium. 
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Chapitre III : Partie expérimentale 
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A. Réactifs et analyses 

L’acide bromoacétique (reagent grade, 97 %), le carbonate de sodium, l’acide chlorhydrique 

(37 %, 99,999 % trace metals basis), l’acide phosphoreux H3PO3, le polyéthylèneimine (bPEI, 

MW ~25 kDa by LS, Mn ~ 10 kDa by GPC) le paraformaldéhyde (poudre, 95 %), la poudre 

d’hydroxyapatite nanocristalline (taille de particules < 200 nm (BET), ≥ 97%, synthétique), le 

tris (hydroxyméthyl) aminométhane (Trizma® Pre-Set Crystals, BioPerformance, pH 7,4) le 

chlorure de sodium (BioPerformance, ≥ 99 % (titration)), le bicarbonate de sodium (poudre, 

ReagentPlus®, ≥ 99,5 %), le carbonate de sodium (poudre, ACS reagent, anhydrous, ≥ 99,5 %), 

le polyéthylène, l’alpha cellulose (microcrystalline, poudre), le glycérol (≥ 99,5%) l’urée (ACS 

reagent, 99,0-100,5 %) et le nitrate de thorium (Th(NO3)4.5H2O) proviennent de chez Merck 

(Sigma-Aldrich). 

L’acide nitrique (67-70 %, Plasmapure plus degree) et les solutions standards pour ICP-IMS 

proviennent de SCP Science et Honeywell Fluka.  

Les purifications des polymères fonctionnalisés ont été réalisées par ultrafiltration à l’aide d’une 

cellule agitatrice (Millipore, 76 mm) équipée de membranes d’ultrafiltration (Pall corporation, 

Omega™ membrane, réf : OM005076, 5 kDa MWCO). 

Les analyses par ICP-MS ont été faites sur un ICP-MS ELAN 9000 (Perkin Elmer). La 

quantification du thorium a été effectuée au moyen d’une calibration externe en utilisant des 

solutions étalons de thorium dans l’acide nitrique 1,5 % (HNO3) préparées à partir de la solution 

standard ICP-MS Th (SCP Science, plasmaCAL). 

La quantification du sodium a été effectuée au moyen d’une calibration externe en utilisant des 

solutions étalons de sodium dans l’acide nitrique 1 % (HNO3) préparées à partir de la solution 

standard ICP-MS Na (Honeywell Fluka). 

Les analyses d’absorption atomique ont été faites sur un ICP-OES (Perkins Elmer Optima 8000) 

avec un débit d’argon pour le plasma : 8 L.min-1, débit d’argon pour le nébuliseur : 0,70 L.min1, 

débit de l’échantillon 1 mL.min-1. Les longueurs d’ondes observées pour le dosage de 

phosphore sont les suivantes : 213 et 215 nm. 

 



Chapitre III : Partie expérimentale 
 

166 
 

 

Les images obtenues par microscopie électronique en transmission ont été faites avec un 

microscope électronique à transmission (MET) JEOL JEM 1400. 

Les analyses par spectrophotométrie UV-visible ont été réalisées sur un appareil SpectroMax 

190 Absorbance Microplate Reader. 

Le rayon hydrodynamique des nanoparticules de Th a été analysé par diffusion dynamique de 

la lumière (Zetasizer Nano, Malvern) à un angle de de 173 ° et une longueur d’onde égale à λ 

= 633 nm à 25 °C. Les solutions de nanoparticules de Th ont préalablement été filtrées sur filtre 

seringue de cellulose régénérée (0,2 µm porosité). 

Les analyses par thermogravimétrie (ATG) ont été effectuées sur un appareil Mettler-Toledo 

851e et les données ont été traitées grâce à l’utilisation du logiciel STAR©. Les échantillons 

lyophilisés (10 mg) ont été placés dans des creusets en alumine de 70 µL. Rampe de 

température : 25-800 °C, 5°C/min sous flux d’azote (N2) débit : 50 mL.min-1. 

L’analyse élémentaire a été réalisée sur un analyseur CHNS/O Thermo Electron Flash EA 1112 

Series (Thermo Fischer). 

Le pH des solutions a été mesuré avec un pH-mètre standard (Metler-Toledo) équipé d’une 

microélectrode (modèle MIXC710). 

Les analyses par chromatographie ionique ont été effectuées sur un appareil Metrohm 761 

compact, équipé d’une colonne Metropsep Anion Dual (3 x 150 mM), éluant : 2,4 mmol/L 

NaHCO3 2,5 mmol/L Na2CO3 + 2% acétone (conductivité après suppression chimique 

approximative : 16 µS/cm) pour la détermination de la quantité de chlore par monomère de PEI 

chélatant. 

Les minéralisations des échantillons ont été réalisées grâce à un Digiprep (DigiPREP MS, 50 

mL 48 Pos, SCP Science) dans des tubes en polypropylène de 50 mL (DigiTUBEs 50 mL). 
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Un four à micro-ondes (ETHOS UP microwave digestion system, Milestone) équipé d’un rotor 

haute pression (SK-15 easyTEMP, Milestone) a été utilisé pour l’étape de formation des 

nanoparticules de thorium. Les solutions contenant les nanoparticules ont été placées dans des 

contenants de 100 mL résistants aux hautes pressions (TFM, Milestone). 

La calcination des nanoparticules de thorium a été réalisée dans un four à moufle (Nabertherm 

modèle L 3/11). 
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B. Synthèses des polymères chélatants 

I Synthèse du PEI-MC 

La synthèse du PEI-MC a été adaptée du protocole déjà utilisé au sein de notre équipe par F. 

Lahrouch.109 Elle est présentée en Figure 55. 

Le PEI branché 25 kDa (10 g, 77,40 mmol de forme monomère C6H15N3) est dissous dans une 

solution de 500 mL de carbonate de sodium (0,1 M). L’acide bromoacétique (55,5 g, 387,6 

mmol, 5 eq) dilué dans l’eau ultrapure (50 mL) est ajouté goutte à goutte sous agitation 

constante. Le mélange réactionnel est agité à température ambiante pendant 24 h. Il est ensuite 

acidifié avec une solution de HCl (2 M) jusqu’à neutralité (pH 7) puis purifié par ultrafiltration 

(5 kDa MWCO) en 3 étapes. Premièrement, le mélange réactionnel neutralisé est purifié (sous 

pression adéquate) à travers la membrane d’ultrafiltration, puis le résidu est rincé avec une 

solution saturée de chlorure de sodium (250 mL) et rincé deux fois à l’eau ultrapure (2 x 250 

mL). Enfin le produit est lyophilisé et conservé sous atmosphère inerte (argon) pour éviter 

l’humidité. 26 g de polyéthylèneimine méthylcarboxylate sous forme de sel de sodium ont pu 

être isolés (η : 97 %).  

1H RMN (400 MHz; D2O) : 2,61-4,30 ppm (25 H, m, -CH2-CH2-N-CH2-COO-) 

 

Figure 55 : Schéma de synthèse du PEI-MC (Note : l’état de protonation n’a pas été considéré). 
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II Synthèse du PEI-MP 

La synthèse du PEI-MP a été réalisée selon une reaction de type Mannich (Figure 56).202 Ici le 

formaldéhyde a été remplacé par du paraformaldéhyde afin de controler précisement le nombre 

d’équivalent utilisé (en s’affranchissant de l’eventuelle polymérisation présente au sein d’une 

solution de formaldehyde déjà utilisée).  

De l’acide phosphoreux H3PO3 (19,1 g, 0,233 mol, 3 eq),  est dissous dans une solution d’acide 

chlorhydrique concentrée 12 M (50 mL) et le mélange est chauffé à 80 °C, puis du 

paraformaldéhyde (15,9 g, 0,5 mol, 6,5 eq) dispersé dans de l’eau (30 mL) est ajouté goutte à 

goutte au mélange réactionnel. Le PEI branché 25 kDa (10,0 g, 77,40 mmol, 1 eq) est dissous 

dans de l’eau (48 mL) et cette solution est ajoutée goutte à goutte au mélange réactionnel. Le 

mélange réactionnel est maintenu à 90°C sous agitation pendant 2 h puis refroidi jusqu’à 

température ambiante. Le produit obtenu par décantation se présente sous la forme d’une huile 

visqueuse jaune/orangée. Après 2 cycles décantation/lavage, le pH est ramené à 5 avec une 

solution de Na2CO3, concentré sous vide puis purifié par ultrafiltration (5 kDa MWCO) et 

lyophilisé. 17,7g de polyéthylèneimine methylene phosphonate (η : 47 %) sont obtenus sous 

forme de sel de sodium et conservés sous atmosphère inerte (argon).  

1H NMR (400 MHz ; D2O) : 3,60-2,27 (multiplet large, pic à 2,83) 

 

 

Figure 56 : Schéma de synthèse du PEI-MP (Note : l’état de protonation n’a pas été considéré). 
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III Détermination de la formule brute des molécules 

chélatantes (PEI-MC et PEI-MP) 

Les taux de fonctionnalisation ont été calculés en se basant sur une répartition des amines 

I/II /III proche de 33 :33 :33.203 Des essais ont été réalisés afin de déterminer le pourcentage 

exact de ce taux de répartition en se basant sur une étude de Von Harpe & al.203 via RMN. Mais 

la faible résolution entrainant un chevauchement de plusieurs pics, n’a pas permis une 

détermination précise du pourcentage d’amines I , II et III (annexe I). 

L’analyse élémentaire (35,78 % C, 10,42 % N) du PEI-MC donne un rapport massique C/N de 

3,43 (rapport molaire C/N 4) indiquant une fonctionnalisation complète. 

L’analyse élémentaire (26,39 % C, 10,26 % N) du PEI-MP donne un rapport massique C/N de 

2,57 (rapport molaire C/N 3) indiquant une fonctionnalisation complète. 

En complément, un dosage du phosphore par ICP-OES a été réalisé pour le PEI-MP (annexe 

II). Il a permis de confirmer le taux de fonctionnalisation, on obtient ainsi 2,9 ± 0,2 

P/monomère, qui concorde avec le taux de fonctionnalisation mesuré par analyse élémentaire. 

Les contre-ions des fonctions ammoniums et carboxylates/ou phosphonates ont été dosés par 

chromatographie ionique et ICP-MS respectivement. En effet, il est fondamental d’accéder à 

une formule brute précise du monomère afin de calculer le nombre de moles d’unités 

monomériques (unité de base) des chélates.  

Un dosage des ions chlorures par chromatographie ionique a permis de conclure à un 

pourcentage négligeable de contre-ions chlorures (< 0,12 % massique par monomère) (annexe 

II). Un dosage au sel de Mohr réalisé par F. Lahrouch avait mis en évidence la présence d’un 

ion chlorure par monomère. La différence entre ces deux résultats peut être due à la différence 

de méthode de synthèse, de purification et de quantification des contre-ions. 
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Après dosage du sodium par ICP-MS (annexe II), une formule brute peut être proposée pour 

chacun des polymères. Dans la suite de ce projet le monomère PEI-MC sera défini par la 

formule brute C12H19N3O6Na2 (MW 347,28 g/mol) et le monomère de PEI-MP par la formule 

brute C9H21,5N3P3O9Na3,5 (MW 488,16 g/mol). Les deux polymères sont donc sous la forme de 

sel de sodium dissociés en ampholyte (Figure 57). 

 

Figure 57 : Formules brutes du monomère de PEI-MC et de PEI-MP. 
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C. Partie expérimentale : application au tissu osseux 

I Effet des polymères chélatants sur une matrice 

minérale (HAp) biomimétique de l’os en cas de 

contamination par des actinides (Th, Pu). 

a. Analyse thermogravimétrique de l’affinité des 

polymères pour la HAp 

10 mg de poudre de HAp non contaminée sont ajoutés à 1,5 mL de solution de DTPA, PEI-MC 

ou PEI-MP à 10 mM en monomère, soit 1,5 µmol 1-mer/mg, et mis sous agitation durant 24 h. 

Les échantillons sont ensuite centrifugés à 15 000 rpm durant 15 min et rincés 3 fois à l’eau 

ultrapure pour éliminer la fraction de chélates (DTPA, PEI-MC, PEI-MP) non sorbée sur la 

HAp. La poudre de HAp est ensuite lyophilisée pour éliminer l’excès d’eau et conservée sous 

atmosphère inerte. 

b. Contamination de la matrice osseuse 

i) Préparation de la solution stock de thorium 

La solution stock de thorium-232 est préparée à partir de 120 mg de nitrate de thorium 

(Th(NO3)4. 5H2O) dans 2 mL d’acide nitrique 0,1 M. 

ii) Préparation de la solution de carbonate de thorium 

Pour éviter l’hydrolyse du Th à pH physiologique, le nitrate de thorium, Th(NO3)4, a été 

converti en carbonate de thorium ,Th(CO3)5
6-. 

Brièvement, une solution de carbonate de thorium (1,33 mM en Th) a été préparée en ajoutant 400 

µL de Th(NO3)4 (0,1 M) dans 29,6 mL de Na2CO3 (0,2 M). Pendant l’ajout du nitrate de thorium une 

brève apparition de colloïdes suivie de leur disparition est observée. Cette solution est laissée 24 h au 

repos. Le pH de cette solution après 24 h est de 9,45. Le pH est ajusté à 9 par bullage de CO2. La 

solution est centrifugée et le surnageant est récupéré. 
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iii) Contamination de la HAp 

500 mg d’hydroxyapatite (HAp) sont ajoutés au 30 mL de solution de carbonate de Th ([Th] = 

1,33 mM) précédemment préparés. Le mélange est maintenu sous agitation orbitalaire pendant 

48 h à température ambiante. La poudre de HAp contaminée est alors soumise à 3 cycles de 

centrifugation/lavage (4000 rpm, 10 min) à l’eau ultrapure jusqu’à l’absence de détection de Th 

dans les eaux de lavage (voir annexe III). La poudre de HAp-Th est ensuite lyophilisée, 480 mg 

de poudre sont alors récupérés. Le taux d’incorporation du Th au sein de la HAp est mesuré par 

ICP-MS sur 3 échantillons. Il est important de noter que grâce à ce protocole, le taux 

d’incorporation du Th au sein de la HAp peut être contrôlé de manière très précise et de façon 

reproductible (procédure répétée sur 2 échantillons indépendants, en triplicat, voir annexe III). 

Le taux d’incorporation de Th dans la HAp est de 0,7 %. 

II Décontamination de la matrice osseuse par des 

molécules chélatantes 

a. Aspects thermodynamiques 

5 mg de poudre de HAp – Th (0,7 % en Th, déterminé par ICP-MS) ont été ajoutés à 1,5 mL 

de molécules chélatantes (PEI-MC, PEI-MP ou DTPA) à différentes concentrations dans une 

solution de TBS (50 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7,4) et mis sous agitation orbitalaire pendant 

8 jours. En considérant le monomère de formule brute C12H19N3O6Na2 (MW 347,28 g/mol) 

pour PEI-MC et C9H21,5N3P3O9Na3,5 (MW 488,16 g/mol) pour PEI-MP, le rapport molaire Th : 

monomère au sein de chaque solution correspond à : 0  (Blanc), 0,010, 0,016, 0,032, 0,052, 

0,087, 0,13, 0,26, 0,44, 0,67, 1,30, 2,01, 2,58, 6,70 et 10,06 respectivement. Chaque échantillon 

est préparé en triplicat. Après 8 jours, une étape de purification par centrifugation (15 000 rpm, 

15 min) est effectuée comme suit : 500 µL de surnageant sont récupérés en 2 fois (2 x 250 µL) 

pour chaque échantillon et minéralisés dans 5 mL d’acide nitrique suprapur 67-70% 

(Plasmapure plus degree, SCP Science) à 120 °C pendant 2 h.  

 

 



Chapitre III : Partie expérimentale 
 

174 
 

 

Après minéralisation les échantillons sont évaporés à sec à 90 °C au Digiprep puis repris dans 

5 mL d’une solution d’acide nitrique 1,5 %. Chaque échantillon est analysé par ICP-MS/MS 

(Perkin Elmer ELAN 9000). Le blanc (HAp-Th sans chélate) est préparé dans les mêmes 

conditions. Du bismuth est ajouté à chaque échantillon à une concentration précise de 10 ppb 

pour corriger les éventuels effets de matrice.  

b. EXAFS de la HAp-Th, PEI-MP-Th et PEI-MP-Th-HAp 

i) La technique de spectroscopie d’absorption X 

La spectroscopie d’Absorption X (SAX) est une technique de caractérisation basée sur 

l’interaction lumière/matière. De part leur énergie, les rayons X peuvent être absorbés par la 

matière par effet photoélectrique 

En pratique, l'échantillon est éclairé par un faisceau de rayons X dont on fait fluctuer l'énergie. 

Quand le rayonnement X correspond à l'énergie de transition d'un électron depuis un niveau du 

cœur de l'atome vers un niveau du continuum, on observe un seuil d'absorption correspondant 

à l'éjection d'un électron. La Figure 58 présente un spectre d’absorption X caractéristique. 
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Figure 58 : Spectre d’absorption X 

 

La région proche du maximum d'absorption est celle du XANES (X-ray Absorption Near Edge 

Structure) et est caractéristique de l'état électronique de l'élément. S'étendant sur plusieurs 

centaines d'électron-volts après le seuil, des oscillations sont observées, correspondant à la 

région de l'EXAFS (Extended X-Ray Absorption Fine Structure). Les valeurs des énergies 

supérieures à l'énergie de liaison engendrent des transitions vers les états du continuum où le 

photoélectron est éjecté et retrodiffusé par les atomes voisins de l'atome absorbeur. Les 

interférences résultantes peuvent être constructives ou destructives et forment les oscillations. 

Ces oscillations contiennent des informations sur la distance entre l'atome excité et ses premiers 

voisins dans l'échantillon, mais aussi sur la nature de ses premiers voisins. 

ii) Conditions d’acquisition des spectres EXAFS 

Les mesures EXAFS présentées dans ce travail ont été réalisées au synchrotron SOLEIL 

(Saclay) sur la ligne MARS (Multi-Analyses on Radioactive Samples) dédiée à l’étude des 

échantillons radioactifs. La ligne MARS est équipée d’un monochromateur à double cristal 

refroidi à l’eau pour la sélection de l’énergie incidente et la focalisation horizontale, et de deux 

grands miroirs réfléchissants pour filtrer les hautes énergies (partie harmonique) et pour la 

focalisation verticale. 
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Les mesures EXAFS ont été effectuées au seuil LIII du Th (16 300 eV) en mode fluorescence à 

l’aide d’un détecteur au germanium 13 éléments. 

L’extraction du signal EXAFS a été faite en utilisant le code ATHENA de la suite logiciel 

Demeter 0.9.26.204 L’énergie E0 est choisie au maximum du seuil. La soustraction du bruit de 

fond a été effectuée en utilisant une modélisation linéaire du pré seuil. L’absorption atomique 

a été simulée par une fonction spline cubique. Le signal EXAFS a été pondéré par k2
. Après 

transformation de Fourier avec une fenêtre de Hanning, les données ont été ajustées sans filtre 

supplémentaire dans l’espace R pondéré en k2 et en k3 en utilisant le code ARTEMIS de la suite 

logiciel Demeter 0.9.26. 

Les phases et amplitudes ont été calculées avec le code Feff7 intégré dans le code ARTEMIS. 

Dans tous les ajustements, un seul facteur d’amplitude global S0
2 et un seul facteur de seuil 

d’énergie E0 ont été considérés pour toutes les contributions. Le facteur d’accord Rfacteur (en %) 

et de la facteur de qualité réduit χ2 (Q) sont tous deux fournis comme indication de la qualité de 

l’ajustement.  

Préparation d’échantillons 

Toutes les mesures ont été enregistrées à température ambiante dans des cellules à double 

confinement (200 µL) spécialement conçues pour les échantillons radioactifs. 

 

HAp- Th 

L’échantillon de HAp-Th a été préparé sous forme de pastille en mélangeant 5 mg de HAp-

Th (0,7 % en Th) à du polyéthylène afin d’obtenir une pastille solide homogène. 

 

Ajustement HAp-Th: (Hanning window = 2.7 – 11 Å-1, fit range = 1 – 4 Å). 

Le modèle utilisé pour les calculs de phases et d’amplitudes est le modèle cristallographique 

Th4(PO4)4P2O7 
189 où la sphère de coordination du thorium est composée de 6 phosphates 

monodentes et d’un phosphate bidente. La première sphère de coordination a été ajustée avec 

une contribution de 3 oxygènes ayant le même facteur de Debye-Waller. Le nombre total 

d’atomes d’oxygènes a été fixé à 9, valeur typique de coordinance pour le thorium (IV). Deux 

contributions de 1 et 6 atomes de phosphore respectivement ont été incluses dans la procédure 

d’ajustement.  
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Les chemins triples Th-O-P et quadruples Th-O-P-O pour une contribution monodente du 

phosphore ont aussi été considérés. Les chemins multiples partagent le même facteur de Debye-

Waller ainsi que les facteurs de correction des distances. 

PEI-MP-Th et PEI-MP-Th-Hap 

 

PEI-MP-Th 

La solution du complexe PEI-MP-Th analysée en EXAFS a été préparée en ajoutant 50 µL 

d’une solution de nitrate de thorium (2,5 x 10-3 M, pH =1), préparée à partir de la solution stock 

de nitrate de thorium, à 250 µL d’une solution de PEI-MP (5 mM de monomère) en tampon 

TBS ([tris]= 50 mM, [NaCl] = 150 mM). Le pH a été augmenté lentement par ajout d’une 

solution d’hydroxyde de sodium (2 M). L’équivalence Th(IV) : monomère de PEI-MP vaut 0,1. 

 

PEI-MP-Th-HAp 

La solution de complexe PEI-MP-Th-HAp analysée en EXAFS a été préparée directement en 

utilisant un échantillon des expériences dose/réponse de décontamination de la HAp par le PEI-

MP. 1,5 mL de surnageant ont été récoltés et centrifugés (12 000 rpm, 5min, 20°C) sur filtre 

microcon® (10 kDa MWCO) afin de concentrer l’échantillon pour permettre la mesure 

EXAFS. 

 

Ajustement des courbes expérimentales du PEI-MP-Th et PEI-MP-Th-HAp : (Hanning 

window = 2.7 – 10 Å-1, fit range = 1 – 4 Å). 

Le modèle utilisé pour les phases et le calcul d’amplitude a été décrit dans une autre étude.30  

Les paramètres d’ajustement sont les mêmes que ceux utilisés dans l’étude de Lahrouch & al.112 

citée afin d’ajuster le spectre EXAFS du complexe de PEI-MP-Th synthétisé à partir de Th-

NTA, à savoir une première sphère de coordination constituée d’un chemin de diffusion simple 

de 9 atomes d’oxygène, un chemin de diffusion simple de 3 atomes de phosphore et le chemin 

de diffusion quadruple Th-O-P-O correspondant, et un chemin de diffusion simple d’atomes de 

chlore. 
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c. Suivi cinétique 

5 mg de poudre de HAp- Th (0,7% en Th, déterminé par ICP-MS) ont été ajoutés à 1,5 mL de 

molécules chélatantes (PEI-MC, PEI-MP ou DTPA) à une concentration de 6,3 mM (en 

monomère) dans une solution de TBS (50 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7,4). Chaque échantillon 

a été préparé en triplicat. Une étape de centrifugation (15 000 rpm, 15 min) a été réalisée à 

différents temps : 2, 18, 42, 66, 90, 114, 162, 186, 210, 290, 354 et 504 h. Un blanc (5 mg de 

HAp-Th sans chélate) a été réalisé dans les mêmes conditions. 500 µL de surnageant sont 

récupérés après 2 étapes de centrifugation (2 x 250 µL) pour chaque échantillon et minéralisés 

dans 5 mL d’acide nitrique suprapur 67-70 % (Plasmapure plus degree, SCP Science) à 120 °C 

pendant 2 h.  

Après minéralisation les échantillons sont évaporés à sec à 90 °C au Digiprep puis repris dans 

5 mL d’une solution d’acide nitrique 1,5 %.  

Chaque échantillon est analysé par ICP-MS (Perkin Elmer ELAN 9000). Du bismuth est ajouté 

à chaque échantillon à une concentration précise de 10 ppb pour corriger les éventuels effets de 

matrice.  

III Cytotoxicité des molécules chélatantes 

Les cellules SAOS-2 (provenant de ATCC) ont été cultivées en milieu 5A de McCoy sans rouge 

de phénol (HyClone, Thermo Fisher Scientific), supplémenté avec 15 % de sérum fœtal bovin 

(inactivé) (Biowest). Des antibiotiques ont été ajoutés au milieu de culture : de la pénicilline à 

100 unités.mL-1 et de la streptomycine à 100 µg.mL -1(Sigma-Aldrich). Les cellules ont été 

ensemencées dans des plaques 96 puits (12 000 cellules par puits). 

La lignée immortalisée d’ostéocytes murins (cellules MLO-A5) Linda Bonewald lab205 a été 

cultivée en milieu αMEM avec des nucléotides et de l’ultra glutamine (BE02- 002F, Lonza) et 

supplémenté avec 5 % de sérum fœtal bovin inactivé (SVF) (FBS : Hyclone SH30071.03 GE 

Healthcare) et 5 % de sérum de veau inactivé (CS : Hyclone SH30072.03, GE-Healthcare) dans 

des puits recouverts de collagène de queue de rat type I (Sigma Aldrich). Des antibiotiques ont 

été ajoutés au milieu de culture : 1 % Pénicilline/Streptomycine (P/S, Sigma-Aldrich). 

Les deux lignées cellulaires sont cultivées sous atmosphère contrôlée à 37 °C, 5 % CO2. 
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La cytotoxicité des molécules chélatantes à été évaluée par un test MTT. Le milieu de culture 

est alors remplacé par un milieu de culture supplémenté en DTPA, PEI-MC, ou PEI-MP 

(0,1 µM, 1 µM, 10 µM, 100 µM, 1 mM, 10 mM, 50 mM et 100 mM en monomère), laissé sous 

incubation durant 1 h, puis rincé 3 fois avec du tampon PBS pour éliminer les molécules 

chélatantes non internalisées. 200 µL de milieu de culture frais sont ajoutés et les cellules sont 

mises à incuber pendant 24 h ou 48 h. A la fin de la période d’incubation, la cytotoxicité est 

évaluée. Le milieu de culture est alors retiré et remplacé par 100 µL d’une solution de milieu 

EMEM contenant du MTT. La solution de MTT est préparée en diluant dix fois la solution 

stock (5 mg.mL-1, Sigma-Aldrich) dans du milieu Eagle’s Minimum Essential Medium sans 

rouge de phénol (EMEM, Lonza) complémenté de 10 % de SVF (HyClone, GE Healthcare).  

Après 1 h d’incubation, à 37 °C, dans l’obscurité, la solution de MTT est éliminée, et remplacée 

par 150 µL de DMSO (stérile, certifié BioPerformance, Sigma-Aldrich) afin de dissoudre les 

cristaux intracellulaires de formazan. 

Après 15 min l’absorbance est mesurée à 570 nm (absorbance du formazan) et à 690 nm (bruit 

de fond) par un lecteur de microplaques (SPECTROstar Nano, BMG Labtech). Pour l’analyse, 

l’absorbance du bruit de fond est déduite de l’absorbance spécifique à 570 nm. 

L’absorbance moyenne des cellules non exposées aux molécules chélatantes est prise comme 

référence. Le pourcentage de la viabilité cellulaire a été calculé en se basant sur le rapport entre 

l’absorbance de chaque échantillon comparé à la moyenne des absorbances des cellules non 

traitées. Les résultats ont été exprimés en pourcentage (± écart type) et correspondent à la 

moyenne de deux expériences réalisées en trois mesures (triplicat). 
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D. Partie expérimentale : application aux poumons 

I Synthèse des nanoparticules de thorium  

a. Protocole 

114 mg (0,2 mmol) de nitrate de thorium sont dissous dans 5 mL d’eau ultrapure, suivi de 

l’ajout de 0,2 mL de glycérol (2,7 mmol) et de 6 mg d’urée (0,1 mmol). La solution est mise 

sous agitation à température ambiante pendant 10 minutes. La solution transparente obtenue est 

alors transférée dans des contenants en Teflon scellés d’une capacité de 100 mL, leur volume 

est ajusté à 10 mL avec de l’eau ultrapure puis la solution est chauffée au micro-onde à 120°C 

pendant 4 h ( 0-15 min 120°C puis 4 h à 120°C). Après refroidissement à température ambiante 

un précipité blanc apparait. Ce précipité est récupéré par centrifugation (15 000 rpm, 10 min) 

puis après 3 cycles de centrifugation/lavage (15 000 rpm, 10 min) à l’eau distillée (10 mL x 3) 

une poudre blanche (44 mg) composée d’oxydes et hydroxydes de Th est récupérée. La poudre 

est alors lyophilisée (sous vide, -75 °C, 24 h) puis conservée sous atmosphère inerte (argon).  

Les nanoparticules d’oxydes de thorium sont obtenues en calcinant les nanoparticules 

précédemment préparées (mélanges d’oxydes et d’hydroxydes de Th) au four à moufle pendant 

4 h à 600 °C. 

b. Préparation des échantillons MET 

Les échantillons ont été analysés avec un microscope électronique à transmission JEOL 

JEM1400 (120 kV). Une goutte de l’échantillon (nanoparticules d’oxydes ou d’oxydes-

hydroxydes de Th, [Th] = 0,1 mol.L-1, dispersées dans de l’eau distillée) a été déposée sur une 

grille de carbone (la surface de la grille est composée de Formvar). Après séchage de 

l’échantillon, les grilles ont été analysées dans des conditions standards. 
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c. Analyse DLS 

Les nanoparticules de Th ont été dispersées dans de l’eau distillée à une concentration de 1 

mmol.L-1, filtrées sur filtre 0,2 µm puis placées dans des cellules à tube capillaire jetables 

(DTS1070, Malvern Panalytical) pour éviter toute contamination. Chaque solution a été 

mélangée par agitation mécanique avant d’être analysée. 

d. Analyse EXAFS des nanoparticules de thorium 

Préparation des échantillons 

Les nanoparticules de Th analysées en EXAFS ont été préparées en déposant 30 µL d’une 

solution de nanoparticules de Th (0,1 M, dispersées dans de l’eau distillée) sur une pastille 

solide composée d’un mélange de 50 % de polyéthylène et 50 % d’α-cellulose en quantité 

massique. 

II Etude thermodynamique et cinétique de l’équilibre 

Th colloïdal (NPs) – Th soluble en présence de 

molécules chélatantes. 

a. Protocole de dilution des nanoparticules de Th  

Afin de s’assurer de la répétabilité des expériences, les nanoparticules (NPs) en solution 

pouvant former une solution hétérogène, des essais de dilution des NPs en solution tampon ont 

été réalisés. Le principe de ces essais consiste à diluer une solution mère de nanoparticules de 

Th concentrée ([Th] : 4,28 g.L-1) afin de vérifier que la concentration théorique calculée 

correspond bien à la concentration expérimentale mesurée par dosage du Th par ICP-MS.  

L’agitation a été réalisée à l’aide d’une sonde à sonication (125 mW) pendant 5 min entre 

chaque dilution. Une bonne corrélation (R2 = 0,96) a été obtenue entre la concentration en Th 

calculée et celle mesurée en utilisant cette méthode (Figure 59). 
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Figure 59 : Concentration mesurée en Th par ICP-MS en fonction de la concentration 

théorique. 

 

b. Protocole de l’étude thermodynamique de l’équilibre Th 

sous forme colloïdale (NPs) vs forme soluble en présence 

de molécules chélatantes 

Une solution mère de nanoparticules de thorium est préparée par ajout de 96 mg de NPs de Th 

dans 100 mL de TBS ([Tris] : 50 mM, [NaCl] : 150mM, pH : 7,4). 1 mL de cette solution est 

ajoutée à 9 mL de tampon TBS, puis agitée sous sonication (125 mW, 5min). La solution 

obtenue ([Th] : 80 mg.L-1) sera utilisée pour les expériences de type dose/réponse. 

250 µL d’une solution de nanoparticules de Th, 20,0 ± 2,0 µg en masse ([Th] : 80 mg.L-1) sont 

ajoutés à 1,5 mL d’une solution de chélates (PEI-MC, PEI-MP, DTPA) à différentes 

concentrations (de 0 (blanc) à 35 mM en monomère), dans une solution de TBS et mis sous 

agitation orbitalaire pendant 7 jours. 

En considérant le monomère de formule brute C12H19N3O6Na2 (MW 347,28 g/mol) pour PEI-

MC et C9H21,5N3P3O9Na3,5 (MW 488,16 g/mol) pour PEI-MP, le rapport molaire Th : 

monomère au sein de chaque solution correspond à : 0 (Blanc), 0,0016, 0,0022, 0,0044, 0,0088, 

0,013, 0,022, 0,044, 0,072, 0,088, 0,11, 0,13, 0,22, 0,44, 0,72, 1,1, 1,79, 3,59 et 5,75 

respectivement. Chaque échantillon est préparé en triplicat. 
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Après 7 jours, une étape de purification par centrifugation (15 000 rpm, 15 min) est réalisée. 

600 µL de surnageant sont récupérés en 3 fois (200 µL x 3) pour chaque échantillon et 

minéralisés dans 5 mL d’acide nitrique suprapur 67-70% (Plasmapure plus degree, SCP 

Science) à 120 °C pendant 2 h.  

Après minéralisation les échantillons sont évaporés à sec à 90°C au Digiprep puis repris dans 5 

mL d’une solution d’acide nitrique 1,5 %. Chaque échantillon est analysé par ICP-MS/MS 

(ELAN 9000 Perkin Elmer). Le blanc (NPs de Th sans chélate) est préparé dans les mêmes 

conditions. Du bismuth est ajouté à chaque échantillon à une concentration précise de 10 ppb 

pour corriger les éventuels effets de matrice.  

Le culot est aussi minéralisé afin de s’assurer de retrouver le 100 % de thorium initial (annexe 

VII). 

III Suivi de la phagocytose 

a. Protocole générale de culture cellulaire 

Les cellules RAW 264.7, lignée cellulaire murine de monocytes-macrophages, obtenues auprès 

de l’ATCC (American Type Culture Collection) sont cultivées en RPMI-1640 contenant 2 mM 

de L-glutamine et 23,8 mM de bicarbonate de sodium (Sigma Aldrich), supplémenté avec 10 % 

de sérum fœtal bovin (SVF) (Origine USA, stérile, Sigma-Aldrich). Des antibiotiques ont été 

ajoutés au milieu de culture : de la pénicilline à 100 unités.mL-1 et de la streptomycine à 

100 µg.mL-1 (BioReagent, filtrés sur 0,1 µm, Sigma-Aldrich). 

Les cellules sont cultivées sous atmosphère humidifiée contrôlée à 37 °C, 5 % CO2. Les cellules 

sont transférées par grattage mécanique ; seules les cellules dont le nombre de passages est 

inférieur à dix sont utilisées pour les expériences. Les cellules ont été entretenues dans des 

flasques T25 (Falcon® corning Falcon, avec bouchon à membrane filtrante, Dominique 

Dutcher) (lors de la décongélation) et T75 (Falcon® corning Falcon, avec bouchon à membrane 

filtrante, Dominique Dutcher) (dédiées aux repiquages de cellules, ensemencement des 

plaques). 

 

 



Chapitre III : Partie expérimentale 
 

184 
 

 

b. Etudes préliminaires ICP-MS 

Avant de réaliser les expériences in cellulo, un dosage ICP-MS du Th dans différents milieux 

(NPs de thorium en milieu TBS, NPs de thorium en milieu de culture cellulaire (RPMI + 10 % 

SVF + Pen/Strepto)) a été réalisé afin d’anticiper d’éventuels problèmes de minéralisation dus 

à la complexité du milieu cellulaire et les effets de matrices. Ces essais de minéralisation ont 

été réalisés sur une solution de nanoparticules de thorium ([Th] : 100 µg.mL-1) obtenue par 

dilution de la solution mère.   

Des échantillons de volume 1 mL sont minéralisés dans 5 mL d’acide nitrique suprapur 67-70 

% à 120 °C pendant 2 h.  

Après minéralisation les échantillons sont évaporés à sec à 90 °C au Digiprep puis repris dans 

5mL d’une solution d’acide nitrique 1,5 % et dosés en Th par ICP-MS. 

Les résultats ont été exprimés en pourcentage (± écart type) et correspondent à la moyenne de 

deux expériences indépendantes réalisées en trois mesures (triplicat). 

Les résultats sont présentés en Figure 60. 

 

Figure 60 : Concentration en Th mesurée par ICP-MS dans différents milieux pour une même 

concentration initiale. 
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Ce protocole permet une minéralisation complète des échantillons. De plus nous n’observons 

pas d’effet de matrice. C’est donc ce protocole de minéralisation qui a été utilisé dans la suite 

de cette étude. 

c. Protocole de suivi de la phagocytose 

Les RAW 264.7 sont ensemencées dans des plaques 24 puits (polystyrène, fond plat, Sigma-

Aldrich) à 28 000 cellules par puits, dans un volume de 500 µL, 24 h avant le début de 

l’expérience de suivi de la phagocytose. Cet ensemencement avec une faible concentration de 

cellules permet un suivi de la phagocytose sur 5 jours. En effet, pour ce type de cellules il ne 

faut pas atteindre la confluence totale.  

Vingt-quatre heures après l’ensemencement, le milieu de culture a été retiré, puis chaque puits 

a été rincé 2 fois (2 x 500 µL) avec une solution de PBS (pH 7,4, sans Rnase, Invitrogen). 

Une solution de NPs de Th est préparée en diluant la solution mère initiale ([Th] = 800 mg.L-

1). 1 mL d’une solution de nanoparticules de Th ([Th] : 100 µg.mL-1) est diluée dans 19 mL de 

RPMI-1640. Un pH de 7,3 est mesuré. 500 µL de cette solution de nanoparticules de Th, 2,5 ± 

0,1 µg en masse sont ajoutés par puits. Différents temps d’exposition aux NPs de Th ont été 

testés afin de suivre la capacité d’internalisation des nanoparticules de Th en fonction du temps 

de contact.  

Après différents temps de contact : 15 min, 30 min, 60 min 120 min, chaque puits est rincé 2 

fois avec une solution de PBS (2 x 1 mL). Le liquide de rinçage est alors dosé en Th selon le 

protocole précédemment décrit. 

Les résultats ont été exprimés en pourcentage (± écart type) et correspondent à la moyenne de 

deux expériences indépendantes réalisées en trois mesures (triplicat). Ils sont présentés en 

Figure 61. 

Les cellules sont minéralisées et dosées en Th afin de s’assurer qu’on retrouve bien 100 % du 

Th initial (Annexe VIII). 
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Figure 61 : Pourcentage de thorium dans le milieu extracellulaire en fonction du temps 

d’incubation des NPs de thorium avec les cellules RAW 264.7 (masse de Thinitiale : 2,5 ± 0,1 µg). 

 

Un temps de contact de 1 h a été choisi pour les expériences de suivi, par MET et ICP-MS, de 

la phagocytose des nanoparticules de Th par les macrophages RAW 264.7. Chaque 24 h, le 

milieu de culture est retiré puis les puits sont rincés avec une solution de PBS (2 x 1 mL). Cette 

solution est alors dosée en ICP-MS selon le même protocole que décrit précédemment. Un 

dosage du thorium dans le milieu extracellulaire est donc effectué à j0 (1 h après incubation), 

j1, j2, j3, j4 et j5. 500 µL de milieu frais sont alors ajoutés et ce même protocole est répété chaque 

24 h pendant 5 jours. La Figure 62 présente le pourcentage de thorium dans le milieu 

extracellulaire (par rapport à la quantité de Th ajoutée initialement soit 2,5 ± 0,1 µg) après un 

temps d’incubation des NPs de Th de 1 h.  

Les cellules sont minéralisées et dosées en Th afin de s’assurer qu’on retrouve bien 100 % du 

Th initial (Annexe VIII). 
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Figure 62 : Pourcentage de thorium présent dans le milieu extracellulaire après 1 h 

d’incubation des nanoparticules de Th avec les cellules RAW 264.7 

 

Le même protocole est utilisé pour le suivi de la phagocytose des NPs de Th par MET excepté 

les différences notées ici. Dans le cas du suivi par microscopie électronique en transmission, 

après rinçage avec une solution de PBS (2 x 1 mL) une fixation est réalisée par ajout d’une 

solution de formaldéhyde à t : 30 min, 1 h, 2 h, 3 h, 4 h, 24 h et 120 h. Ainsi, 500 µL d’une 

solution de formaldéhyde fraichement préparée sont ajoutés au puits, laissés en contact pendant 

5 min, puis retirés et remplacés par une nouvelle solution de formaldéhyde (500 µL). Les puits 

sont ensuite inclus en résine, puis découpés en tranche fine (µm) afin d’être observés au 

microscope électronique en transmission. 

IV Test de cytotoxicité 

a. Formule de calcul de la cytotoxicité 

La cytotoxicité des molécules chélatantes a été évaluée grâce à un test à la résazurine.  

Chaque expérience nécessite de déterminer un temps d’incubation optimal en fonction du 

nombre de cellules afin de s’assurer d’être dans la gamme de linéarité de la réponse.  

Une solution mère de résazurine a été préparée en dissolvant 4,5 mg de résazurine (Sigma-

Aldrich ; BioReagent) dans un volume de 30 mL de PBS. 
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Durant notre étude la résazurine a été utilisée à une concentration de 0,11 mM en diluant 10 

mL de solution mère de résazurine ([Résazurine] = 0,6 mM) dans 40 mL de RPMI 1640. La 

quantité ajoutée, pour chaque puits, de cette solution de résazurine, est de 500 µL. La 

cytotoxicité de la résazurine à cette concentration a été évaluée pour des temps de contact allant 

jusqu’à 24 h afin de s’assurer d’une absence de cytotoxicité sur les cellules RAW 264.7 dans 

ces conditions (voir annexe IX).  

Des temps d’incubation de 2 h 30 à 16 h ont été utilisés en fonction du nombre de cellules 

permettant d’obtenir une gamme linéaire. Toutes les gammes utilisées durant cette étude sont 

disponibles en annexe IX.  

Le pourcentage de réduction de la résazurine a été calculé selon l’équation 3 : 

% 𝑑𝑒 𝑟é𝑑𝑢𝑐𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑟é𝑠𝑎𝑧𝑢𝑟𝑖𝑛𝑒 =  
(𝐸𝑜𝑥𝑖 600  ×  𝐴570) − (𝐸𝑜𝑥𝑖570  ×  𝐴600)

(𝐸𝑟𝑒𝑑570 ×  𝐶600) − (𝐸𝑟𝑒𝑑600  ×  𝐶570)
 ×  100 (3) 

Eoxi570
  = coefficient d’extinction molaire de la forme oxydée à 570 nm = 80586 

Eoxi600 = coefficient d’extinction molaire de la forme oxydée à 600 nm = 117216 

A570 = absorbance de l’échantillon à 570 nm 

A600  = absorbance de l’échantillon à 600 nm 

Ered570
  = coefficient d’extinction molaire de la forme réduite à 570 nm = 155677 

Ered600 = coefficient d’extinction molaire de la forme réduite à 600 nm = 14652 

C570 = absorbance du puits de contrôle (milieu cellulaire + résazurine, sans cellules) à 570 nm 

C600  = absorbance du puits contrôle (milieu cellulaire + résazurine, sans cellules) à 600 nm 

Ce pourcentage de réduction de la résazurine permet de tracer le pourcentage de réduction de 

la résazurine en fonction du nombre de cellules afin de s’assurer d’être dans la linéarité de la 

réponse. 

Pour calculer le pourcentage de viabilité cellulaire, l’absorbance moyenne des cellules non 

exposées aux molécules chélatantes est prise comme référence. 
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La viabilité cellulaire est calculée selon l’équation 4. 

% 𝑑𝑒 𝑣𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑡é 𝑐𝑒𝑙𝑙𝑢𝑙𝑎𝑖𝑟𝑒 =  
(𝐸𝑜𝑥𝑖600  ×  𝐴570) − (𝐸𝑜𝑥𝑖570 ×  𝐴600)

(𝐸𝑜𝑥𝑖600  ×  𝐵570) − (𝐸𝑜𝑥𝑖 570  ×  𝐵600)
 ×  100   (4) 

 

Eoxi570
  = coefficient d’extinction molaire de la forme oxydée à 570 nm = 80586 

Eoxi600 = coefficient d’extinction molaire de la forme oxydée à 600 nm = 117216 

A570 = absorbance de l’échantillon à 570 nm 

A600  = absorbance de l’échantillon à 600 nm 

B570 = absorbance moyenne du blanc (résazurine + cellules, sans molécules chélatantes) à 570 

nm 

B600 = absorbance moyenne du blanc (résazurine + cellules, sans molécules chélatantes  à 600 

nm 

Les résultats ont été exprimés en pourcentage (± écart type) et correspondent à la moyenne de 

deux expériences réalisées en trois mesures (triplicat). 

b. Cytotoxicité des nanoparticules de thorium    

La cytotoxicité des nanoparticules de thorium a été évaluée pendant 5 jours (1 h, 1 j, 2 j, 3 j, 4 

j et 5 j) pour une solution de 500 µL de milieu de culture supplémenté contenant une masse de 

2,5 ± 0,1 µg de Th . 
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Figure 63 : Test de cytotoxicité des nanoparticules de thorium pour 500 µL de solution de 

nanoparticules de Th (Th : 2,5 ± 0,1 µg en masse). La solution est laissée une heure puis rincée. 

Les résultats sont exprimés en moyenne (pourcentage) ± écart type (triplicat) et ont été obtenus 

après deux expériences indépendantes. 

Les nanoparticules de thorium, à cette concentration, ne montrent pas de cytotoxicité durant les 

5 jours de l’expérience. 

c. Cytotoxicité des molécules chélatantes 

Pour évaluer la cytotoxicité des molécules chélatantes sur 24 et 48 h, des plaques 24 puits ont 

été ensemencées à 120 000 cellules par puits 24 h avant l’expérience dans un volume par puits 

de 500 µL de milieu de culture.  

Après 24 h, le milieu de culture est retiré, rincé 2 fois avec une solution de PBS (2 x 500 µL) 

et remplacé par 1 mL d’un milieu de culture supplémenté en DTPA, PEI-MC, ou PEI-MP (0,1 

µM, 1 µM, 10 µM, 100 µM, 1 mM, 10 mM, 50 mM et 100 mM). Le milieu de culture 

supplémenté est préparé en diluant 50 µL d’une solution de molécules chélatantes dans le TBS 

([Tris] : 50 mM, [NaCl] : 150 mL, pH : 7,4) dans 950 µL de milieu de culture cellulaire.  
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Après 1 h, le milieu de culture supplémenté en molécules chélatantes est retiré, rincé 2 fois avec 

une solution de PBS (2 x 1 mL) puis 500 µL de milieu frais sont ajoutés et les cellules sont 

mises à incuber pendant 24 h ou 48 h. A la fin de la période d’incubation, la cytotoxicité est 

évaluée au moyen d’un test à la résazurine. Le milieu de culture est alors retiré et remplacé par 

500 µL d’une solution de RPMI contenant de la résazurine.  

Après 4 h d’incubation de la solution contenant de la résazurine, à 37 °C, dans l’obscurité, 

l’absorbance des puits est mesurée au moyen d’un lecteur de plaque. 

La cytotoxicité des molécules chélatantes pour une concentration de 5 mM a été évaluée de la 

même façon, excepté pour le nombre initial de cellules. En effet, afin d’éviter que les cellules 

arrivent à confluence, les tests se déroulant sur 5 jours, les plaques 24 puits ont été ensemencées 

à 28 000 cellules par puits, dans un volume de 500 µL, 24 h avant le début de l’expérience. 

V Test de décontamination sur macrophages RAW 

264.7 

Les plaques 24 puits ont été ensemencées à 28 000 cellules par puits, dans un volume de 500 µL, 

24 h avant le début de l’expérience, puis placées dans l’incubateur sous atmosphère humidifiée 

à 37 °C et 5 % en CO2.  

Pour les deux expériences, le rapport molaire molécules chélatantes : Th est de 500 afin d’avoir 

un rapport largement en faveur des molécules chélatantes. 

a. Expérience de per-internalisation 

Après 24 h, une solution de nanoparticules de Th est préparée en diluant la solution mère initiale 

([Th] = 800 mg.L-1) comme suit : 1 mL d’une solution de nanoparticules de Th ([Th] : 

100 µg.mL-1) est dilué dans 19 mL de RPMI-1640. Un pH de 7,3 est mesuré. 500 µL de cette 

solution de nanoparticules de Th, 2,60 ± 0,04 µg en masse ([Th] : 5,20 µg.mL-1), sont ajoutés 

par puits pendant une durée de 30 min, puis 1 mL d’une solution de molécules chélatantes (PEI-

MC, PEI-MP, DTPA, DTPMP) de concentration 5 mM est ajouté, et laissé incuber pendant 1 

h. La durée d’incubation totale des nanoparticules de Th est donc de 1 h 30 dont 1 h en contact 

avec une solution de molécules chélatantes.  
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Chaque puits est ensuite rincé 2 fois avec une solution de PBS (2 x 1 mL), puis 500 µL de 

milieu frais sans molécule chélatante sont ajoutés. Le milieu ainsi que la solution de rinçage 

sont dosés en Th.  

Le milieu cellulaire est changé chaque 24 h, rincé 2 fois par une solution de PBS (2 x 500 µL) 

et dosé en thorium (milieu retiré + rinçage) par ICP-MS. La cytotoxicité des composés (NPs de 

Th + molécules chélatantes) est par ailleurs évaluée pour chaque puits. Les résultats ont été 

exprimés en pourcentage (± écart type) et correspondent à la moyenne de deux expériences 

indépendantes réalisées en trois mesures (triplicat). 

b. Expérience de post-internalisation 

Après 24 h, une solution de NPs de Th est préparée en diluant la solution mère initiale ([Th] = 

800 mg.L-1) comme suit : 1 mL d’une solution de nanoparticules de Th ([Th] : 100 µg. mL-1) 

est dilué dans 19 mL de RPMI-1640. Un pH de 7,3 est mesuré. 500 µL de cette solution de 

nanoparticules de Th 2,60 ± 0,04 µg en masse ([Th] : 5,20 µg.mL-1) sont ajoutés par puits 

pendant une durée de 1 h. La durée d’incubation des nanoparticules de Th est donc de 1 h. Le 

milieu extra-cellulaire est alors retiré, puis rincé 2 fois par une solution de PBS (2 x 1 mL). Puis 

1 mL d’une solution de molécules chélatantes (PEI-MC, PEI-MP, DTPA, DTPMP) de 

concentration 5 mM est ajouté, et laissé incuber pendant 1 h. Chaque puits est ensuite rincé 2 

fois avec une solution de PBS (2 x 1 mL), puis 500 µL de milieu frais sans molécule chélatante 

sont ajoutés. 

Le milieu cellulaire est changé chaque 24 h, rincé 2 fois par une solution de PBS (2 x 500 µL) 

et dosé en thorium (milieu retiré + rinçage) par ICP-MS. La cytotoxicité des composés (NPs de 

Th + molécules chélatantes) est par ailleurs évaluée pour chaque puits. 

Les résultats ont été exprimés en pourcentage (± écart type) et correspondent à la moyenne de 

deux expériences indépendantes réalisées en trois mesures (triplicat).
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Ces travaux de thèse avaient pour objectif principal d’étudier l’efficacité de polymères 

chélatants pour la décorporation ciblée des actinides, ici le Th(IV), utilisé comme analogue du 

Pu(IV), en conditions physiologiques sur leur(s) cible(s) biologique(s) (os, poumons). 

La première partie de ce manuscrit a été consacrée à l’étude bibliographique des contaminations 

par le thorium et le plutonium, notamment la toxicité et les moyens de décorporation actuels. 

Même si elle demeure rare, la contamination par les actinides peut survenir à la suite d’un 

incident dans l’industrie nucléaire, ou un navire à propulsion nucléaire, d’un acte malveillant 

visant une centrale nucléaire, de l’explosion d’une bombe sale (terrorisme) ou d’un acte de 

guerre. Parmi ces éléments, le plutonium (Pu) reste le plus emblématique. C’est un élément à 

la fois impliqué dans l'activité nucléaire civile et militaire dont la toxicité est particulièrement 

délétère quelle que soit son isotopie. Par ailleurs, le thorium, même si sa toxicité est moindre 

en comparaison à celle du plutonium, pourrait aussi devenir un élément de préoccupation 

majeure, à l’avenir, si les applications industrielles liées à son utilisation venaient à se 

développer plus en avant (usines à sels fondus). En fonction de l'exposition (inhalation, 

ingestion ou blessures), les actinides suivront une voie d’entrée particulière qui affectera 

spécifiquement certains tissus. L’inhalation représente la voie d’entrée majeure du Pu. Dans le 

cas du Pu, la contamination par inhalation implique des formes peu solubles (oxydes ou oxo 

hydroxydes). Ces formes sont alors piégées par les macrophages alvéolaires, cellules clés du 

système de défense pulmonaire, et contribuent à la distribution de la dose pendant de très 

longues périodes. Concernant les formes solubles, elles seront rapidement transférées à la 

circulation générale puis déposées au sein des principaux sites de rétention (os, foie). La 

deuxième voie principale de contamination est la contamination par blessures, même si cette 

dernière ne concerne, pour lors, que les salariés du secteur nucléaire. Dans ce cas, les formes 

insolubles resteront principalement séquestrées au niveau du site de la blessure tandis que les 

formes solubles selon redistribuées via la circulation générale et se verront encore une fois 

retenues au niveau des os et du foie. Le seul décorporant recommandé à l’heure dans le cas 

d’une contamination par le Pu(IV) via les fluides biologiques est un agent chélatant, le 

diéthylènetriaminopentaacétate (DTPA) de type polyaminocarboxylate sous forme de sels 

(sodium/calcium ou sodium/zinc). 
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Néanmoins, malgré son administration par différentes voies (i.v, nébulisation, cutanée), le 

DTPA s’avère inefficace pour décontaminer les formes insolubles du Pu. Sa faible demi-vie 

l’empêche par ailleurs d’atteindre les sites cibles comme l’os. De nouvelles molécules telles 

que le LI-HOPO s’avèrent prometteuses mais sont toujours au stade du développement.  

Au cours de ce projet, deux polymères chélatants ont été synthétisés en une seule étape, avec 

de très bons rendements, le Polyéthylèneimine MéthylCarboxylate (PEI-MC), analogue 

polymérique du DTPA, et le Polyéthylèneimine MéthylPhosphonate (PEI-MP), analogue 

polymérique et phosphonate du DTPA. Ces composés ont déjà montré leurs capacités à 

séquestrer à la fois l’uranium(VI) et les actinides (Th(IV) et Pu(IV)).  

Dans le but de proposer des stratégies de ciblage plus adaptées afin de pallier les points faibles 

liés à l’utilisation i.v du DTPA, nous avons exploré la capacité de ces polymères chélatants à 

cibler les deux compartiments principaux de rétention des actinides : l’os et les poumons. Nous 

avons ainsi évalué les propriétés de décontamination par les PEI-MC et PEI-MP vis-à-vis du 

Th(IV), utilisé en tant qu’analogue du Pu(IV) et incorporé, sous une forme soluble dans une 

matrice d'hydroxyapatite (élément constitutif majoritaire de l’os) ou sous forme colloïdale 

(nanoparticules de Th) dans des macrophages (cellules réservoirs lors d’une contamination par 

inhalation). 

La première étude expérimentale concerne l’étude de l’efficacité de décontamination des 

polymères chélatants sur l’hydroxyapatite (HAp) contaminée. Afin de cibler les milieux de 

rétention biologiques des actinides, il est important que les molécules chélatantes possèdent une 

affinité pour ceux-ci. Ainsi l’affinité des molécules chélatantes (PEI-MP, PEI-MC et DTPA) 

pour la HAp a été évaluée par analyse thermogravimétrique (ATG). Le PEI-MP possède une 

affinité 15 fois supérieure à celle du DTPA. A l’aide d’un processus d’échanges d’ions, cette 

matrice osseuse a pu être contaminée (0,7 % en thorium). Les études thermodynamiques et 

cinétiques permettent d’envisager l’utilisation du PEI-MP comme agent décontaminant de la 

matrice osseuse, d’autant plus que le PEI-MP ne montre pas de cytotoxicité sur les cellules 

constitutives de l’os (ostéoblastes et ostéocytes). Cette stratégie d’utilisation d’un polymère 

fonctionnalisé pourrait donc constituer une approche tout à fait complémentaire de celle liée à 

l’utilisation du DTPA. 
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En effet, il apparait intéressant de noter que, dans les conditions d’expériences utilisées, un taux 

de décontamination du thorium de 68 % a pu être obtenu. 

Ce travail a été valorisé par une publication.206
 

La méthodologie acquise lors de cette thèse pourrait permettre d’effectuer des tests in vitro avec 

des formes insolubles du thorium. On pourrait en effet étudier la décontamination de HAp par 

des formes colloïdales de thorium sur lesquelles le DTPA reste très peu efficace. Cette partie a 

déjà été initiée et fait l’objet de plusieurs essais de contamination de la HAp par nos 

nanoparticules de thorium qui se sont avérées reproductibles. Cette méthodologie pourrait par 

ailleurs être appliquée à une matrice osseuse contaminée par du plutonium, même si la forte 

activité spécifique du Pu nécessiterait certainement d’adapter les manipulations.  

A l’issue de ces travaux, plusieurs autres pistes d’études semblent également pertinentes, pour 

améliorer l’efficacité du PEI-MP vis-à-vis de la matrice osseuse. L’étude cinétique a montré 

que malgré une cinétique lente (21 jours), l’efficacité du PEI-MP n’atteignait pas 100 %. Or il 

faut noter que tous nos essais ont été réalisés avec un taux de contamination de HAp à 0,7 % en 

Th, ce qui reste élevé, même si on peut penser que des points chauds peuvent exister in vivo. 

On pourrait donc envisager de réitérer ces expériences en diminuant les taux de contamination 

de la HAp ce qui devrait inévitablement se traduire par une augmentation de l’efficacité du/des 

PEI-MP. Par ailleurs, il serait également intéressant d’étudier les capacités de décontamination 

de la matrice osseuse de polymères plus petits, ceux-ci pourraient en effet montrer une cinétique 

de désorption plus favorable que leurs analogues de poids moléculaires plus élevés.   

Même si le PEI-MP, dans notre étude, ne présente pas ou très peu de toxicité, il pourrait être 

formulé sous forme calcique et/ou zincique afin de limiter la déplétion des cations endogènes 

s’il venait à être testé in vivo. Au-delà de l’effet sur la toxicité, cela pourrait se traduire par un 

effet sur sa biodistribution comme cela est le cas lors du remplacement du technétium par 

l’étain. Cet aspect est donc à étudier. 

Nous envisageons également de tester le PEI-MP pour complexer l’uranium qui pose également 

un gros problème vis-à-vis de la contamination du squelette en cas d’exposition (par blessures 

notamment). 
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La deuxième étude expérimentale a été consacrée à l’étude de la décontamination des formes 

insolubles du plutonium au sein de leur site principal de séquestration en cas d’inhalation : les 

poumons. Les nanoparticules de plutonium seront particulièrement délétères en raison de leur 

rétention prolongée au sein des macrophages alvéolaires. Afin de mimer au mieux ces formes 

insolubles rencontrées en cas de contamination par inhalation, nous avons synthétisé des 

nanoparticules de thorium. Cette synthèse a permis d’obtenir des nanoparticules (NPs) de taille 

homogène (environ 55 nm), qui ont par la suite été utilisées pour visualiser, par microscopie 

électronique en transmission, les différentes étapes de la phagocytose (phagosomes, 

phagolysosomes …) et l’évolution des NPs à l’intérieur des macrophages contaminés. Ainsi, 

nous avons pu déterminer que, pour la concentration en NPs utilisée lors de notre étude (0,015 

µM), un temps de contact d’une heure était suffisant pour aboutir à l’internalisation totale des 

nanoparticules de thorium. Aucune excrétion n’a été observée et in fine les NPs sont retrouvées 

intactes au sein du cytoplasme des macrophages alvéolaires. Ces paramètres clés pour un 

traitement décontaminant efficace ont permis de mettre en place une expérience de 

décontamination in cellulo par nos molécules chélatantes. Même si les résultats obtenus sont 

préliminaires et nécessitent d’autres investigations, il apparait néanmoins que nos polymères 

chélatants retardent l’internalisation des nanoparticules de thorium lorsqu’ils sont administrés 

très rapidement (ici 30 minutes après la contamination). Le PEI-MC semble avoir un léger effet 

décontaminant lors de son administration 1 h après la contamination, ce résultat reste malgré 

tout à confirmer par d’autres expériences. 

Ces travaux ont aussi permis d’apporter de nouvelles connaissances sur la phagocytose des 

nanoparticules insolubles d’actinides (ici du thorium). Il ne fait nul doute que ces connaissances 

seront utiles en vue de proposer un traitement efficace en cas de contamination par inhalation, 

notamment pour permettre d’administrer le traitement dans la/les bonne(s) fenêtre(s) et 

concentration(s) afin d’obtenir une meilleure efficacité.  

Concernant la décontamination pulmonaire, il convient dans un premier temps de compléter les 

études déjà réalisées au cours de ce travail. Ainsi, même si l’étude cinétique de solubilisation 

du thorium à partir de sa forme colloïdale vers sa forme soluble (via les polymères chélatants) 

a été entreprise au cours de ce travail, elle nécessite d’autres expériences.  
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Concernant la décontamination par stratégie per-internalisation, il est essentiel de refaire cette 

étude, en augmentant notamment le nombre de prélèvements en tout début d’étude (avant 24 h) 

afin d’obtenir une cinétique plus précise d’internalisation des nanoparticules de thorium en 

présence de nos polymères chélatants. Il serait intéressant de déterminer beaucoup plus 

précisément le retard d’internalisation des NPs en fonction de la contre-mesure et du temps 

auquel elle est administrée. Cela pourrait permettre de gagner un peu de temps avant que les 

macrophages ne soient contaminés.   

Il faudra par ailleurs refaire une série d’études cinétiques en stratégie post-internalisation à des 

concentrations en chélates pour lesquelles aucune toxicité n’apparait tout au long de 

l’expérience. Ces expériences de décontamination pourraient être réalisées grâce au dispositif 

de simulation de décorporation utilisé par Anne Van der Meeren afin de limiter le biais lié au 

phénomène continu de phagocytose. Ce dispositif consiste à cultiver les macrophages 

contaminés dans des cellules doublement compartimentées séparées par une membrane semi-

perméable. Après administration des contre-mesures, le Th excrété serait dosé après son 

passage sélectif à travers la membrane. Cependant, si in vivo l’excrétion est directement 

compensée par la phagocytose de novo par d’autres macrophages, il convient de se demander 

si une telle approche globale s’avèrerait utile. 

Enfin, et si la faible efficacité de décontamination des polymères in cellulo venait à se 

confirmer, nous pourrions également tenter de modifier la fonctionnalisation des polymères 

afin : 

- D’essayer d’augmenter la solubilisation d’actinides lorsqu’ils sont sous des formes peu 

solubles (colloïdes).  

- D’augmenter leur perméabilité transmembranaire en contrôlant leur balance 

hydrophile/hydrophobe afin de faciliter leur excrétion des macrophages.  

Pour ce dernier point, un travail de synthèse a déjà été entrepris au cours de ma 1ère année de 

thèse mais il présente des difficultés en raison du couplage d’une fonction amphiphile sur le 

polymère.  
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La méthodologie mise en place durant cette thèse permet désormais de tester ces polymères 

chélatants en conditions physiologiques sur leur(s) cible(s) biologique(s) réelle(s) : os, poumons 

voire foie.  

En effet, ces mêmes polymères pourraient également être testés pour le ciblage du foie, autre 

compartiment de rétention des actinides, sur lequel le traitement au DTPA est peu efficace. On 

pourrait dans un premier temps envisager d’étudier la décontamination sur des hépatocytes ainsi 

que des cellules de Kupffer (macrophages hépatiques).  

Tout ceci pourrait permettre d’offrir des approches préliminaires avant d’effectuer de véritables 

tests in vivo. 
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Annexe I : Caractérisation du polymère de départ (polyéthylèneimine 25 kDa), 

détermination du pourcentage d’amine I : II : III. 

 

Figure 64 : RMN 13C d’un polyéthylèneimine.203 

 

D’après Von Harpe & al.203 le pourcentage d’amines primaires secondaires et tertiaires au sein 

du polymère peut être déterminé en utilisant l’aire sous la courbe d’un spectre RMN 13C (Figure 

64). Le chevauchement de plusieurs pics correspondant à des carbones liés à différents types 

d’amines (Figure 65) ne permet par de déterminer le pourcentage d’amines primaires, 

secondaires et tertiaires dans notre polymère dans notre cas, malgré des essais sur un appareil 

500 MHz avec une durée d’accumulation de 24 h. 
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Figure 65 : RMN 13C du polyéthylèneimine de départ (PEI 25 kDa) utilisé lors de notre étude. 
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Annexe II : Caractérisation du PEI-MC et du PEI-MP 

1. Titration des ions sodium par ICP-MS  

La courbe d’étalonnage du sodium est présentée en Figure 66. 

 

Figure 66 : Courbe d’étalonnage du sodium (Na+) par ICP – MS. 

 

Après minéralisation du PEI-MC ou du PEI-MP (15 mg), 2,18 mg de sodium soit 2,2 ± 0,2 Na 

/ monomère a été trouvé pour le PEI-MC et 2,46 mg de sodium soit 3,5 ± 0,4 Na/monomère 

dans le cas du PEI-MP. 

2. Titration des ions chlorures par chromatographie ionique  

La solution de chlorure utilisée pour la gamme de calibration a été préparée à partir d’une 

solution commerciale standard (100 mg.L-1). Les résultats sont exprimés en faisant la moyenne 

de 3 mesures. 
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Tableau 17 :Signal (hauteur du pic) en fonction de la concentration en anions chlorure. 

Signal (hauteur des pics) [Cl-] (mg/L) 

0,51 3,91 

1,17 7,81 

2,56 15,62 

5,24 31,25 

12,01 62,5 

 27,2 125 

 

 

Figure 67 : Courbe d’étalonnage des ions chlorures (Cl-). 

 

Tableau 18 : Pourcentage de chlore en masse par polymère 

Echantillons 
Signal (hauteur 

du pic) 
[Cl-] (mg/L) 

[PEI comme 

monomère] (mg/L) 

Cl- (% 

massique) 

PEI- MC (1/10) 0,85 4,05 3512 0,12 

PEI-MP (1/10) 0,12 0,572 2320 0,02 

 

Dans les deux cas (PEI-MC et PEI-MP), le pourcentage massique en ions chlorures est 

négligeable. 
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Annexe III : Dosage du thorium et contamination de la HAp 

1. Courbe d’étalonnage du Th par ICP-MS 

Avant chaque mesure du Th par ICP-MS, une courbe d’étalonnage (calibration externe) du Th 

est réalisée. 

 

Figure 68 :Courbe d’étalonnage du Th par ICP-MS. 

 

2. Dosage du Th dans plusieurs échantillons de HAp  

Deux lots de HAp ont été préparés au cours de notre étude. Les résultats du dosage du thorium 

sur chacun de ces lots (n= 3 pour 6 échantillons indépendants) pour 5 mg de HAp sont présentés 

dans le tableau 19. 

Tableau 19 : Masse de thorium (en µg) pour 5 mg de HAp. 

Lot Th (µg) 

1 35,0 ± 1,2 

2 34,6 ± 0,9 

 

La contamination de la HAp par notre méthode est donc reproductible et homogène au sein 

d’un lot de HAp. 
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3. Concentration en Th après chaque étape de lavage de la HAp. 

Après contamination de la HAp avec du carbonate de thorium Th(CO3)5
6- , la poudre de HAp a 

subi trois cycles de centrifugation/lavage à l’eau ultrapure jusqu’à l’absence de détection de 

thorium dans les eaux de lavage (ICP-MS). Lors du 1er lavage, une quantité de thorium de 3,40 

± 0,04 mg est mesurée. Dans le second filtrat on obtient 1,90 ± 0,06 mg de Th . Le troisième et 

dernier filtrat ne contient pas une quantité de thorium détectable par ICP-MS ( < 0,1 ppb dans 

10 mL). 
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Annexe IV : Dosage du thorium restant lié à la matrice osseuse (HAp) pour les études 

dose-réponse et cinétique 

Pour chaque échantillon, la partie « complémentaire », soit 1 mL de surnageant restant ainsi 

que les 5 mg de poudre de HAp introduits initialement, sont minéralisés comme décrit en partie 

expérimentale (5 mL d’acide nitrique 67-70 %, Plasmapure plus degree, SCP Science, à 120 °C 

au DigiPrep pendant 2 h). Les échantillons minéralisés sont ensuite évaporés à sec à 90 °C au 

DigiPrep. La concentration en thorium est déterminée par ICP-MS comme décrit en partie 

expérimentale, au moyen d’une calibration externe. Chaque point représente la moyenne de 3 

expériences (± écart type). Les Figures 69 et 70 représentent le pourcentage de thorium restant 

lié à la matrice osseuse (HAp), dans le cas des expériences de type dose réponse et cinétique, 

respectivement. 

1. Etude de type dose-réponse 

 

a) 
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Figure 69 : Pourcentage de Th restant lié à la HAp lors de l’expérience dose-réponse. a) PEI-

MP b) DTPA c) PEI-MC. 

 

 

 

 

 

 

b) 

c) 
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2. Etude cinétique 

 

 

 

 

 

a) 

b) 
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Figure 70 : Pourcentage de Th restant lié à la HAp lors de l’expérience cinétique. a) PEI-MP 

b) DTPA c) PEI-MC. 

 

Tableau 20: Pourcentage de thorium restant lié à la HAp après l’administration de plusieurs 

doses  

 % de Th à j12 % de Th à j21 

1 dose seulement à j1  54,8 ± 2,9 

2 doses a 64,3 ± 1,0 36,2 ± 0,9 
 a expérience indépendante: le milieu a été retiré à j12 et remplacé par un échantillon frais de PEI-MP 

(6,3 mM 1-mer) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

c) 
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Annexe V: Tests statistiques : test de Student et de Welch 

 

Le but est de comparer si deux moyennes sont significativement différentes. On compare donc 

chaque échantillons à son blanc respectif, dans le but ici soit d’évaluer la présence d’un éventuel 

effet cytotoxique, ou d’évaluer la significativité d’un pourcentage de thorium décontaminé. 

On appliquera un test bilatéral car on cherche à déterminer si la moyenne de la série 1 (blanc, 

notée µ1) est différente de la moyenne de la série 2 (notée µ2). 

Avant d’effectuer un test de Student, il est nécessaire d’effectuer un test de Fisher-Snedecor 

afin de vérifier que les variances des deux séries de mesures (notées respectivement s1
2 et s2

2) 

ne sont pas significativement différentes. 

On part de l’hypothèse : H0 : s1
2 = s2

2 

On calcule : Fcalc : s1
2 / s2

2 ( on prend au numérateur la plus grande des deux variances afin 

d’avoir Fcalc> 1). 

On lit Fcrit dans la table de Fisher-Snedecor pour un niveau de confiance fixé (ici 95 %) 

(Tableau 21). 

Si Fcalc> Fcrit alors on rejette H0 et on applique un test de Welch. Si Fcalc<Fcrit on accepte H0, on 

applique alors un test de Student. 

Tableau 21 : Table F de Fisher Snedecor 95 % de confiance (utilisation bilatérale). 

 

Pour chaque type de test on part de l’hypothèse H0 : µ1 = µ2 

Le tableau 22 présente les deux types de tests. 
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Tableau 22 : Les paramètres du test de Student et du test de Welch 

  Test de Student Test de Welch 

Hypothèse sur la variance 𝑠1
2 =  𝑠2

2 𝑠1
2 ≠  𝑠2

2 

Ecart type groupé (sp) 

 

𝑠𝑝 = √
(𝑛1 − 1)𝑠1

2 + (𝑛2 − 1)𝑠2
2

𝑛1 + 𝑛2 − 2
 

Test statistique (t) 

 

𝑡 =
|µ1 − µ2|

𝑠𝑝
× √

𝑛1𝑛2

𝑛1 + 𝑛2
 

 

Degrés de liberté (ν) 𝜈 = 𝑛1 + 𝑛2 − 2 
𝜈 =

(
𝑠1

2

𝑛1
+

𝑠2
2

𝑛2
)

2

 

(
𝑠1

2

𝑛1
)

2

𝑛1 − 1
+

(
𝑠2

2

𝑛2
)

2

𝑛2 − 1

 

 

A partir du degrés de liberté de la valeur de t, on détermine une valeur appelée « p-value » 

(notée p). Si la p-value est inférieure ou égale au seuil de significativité 0,05, nous pouvons 

rejeter l’hypothèse nulle et accepter l’hypothèse alternative. En d’autres termes, nous pouvons 

conclure que les valeurs moyennes des séries 1 et 2 sont significativement différentes. 
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Annexe VI : Etude de la cytotoxicité au moyen d’un test MTT 
  

Le test MTT est un test qui permet d’évaluer l’activité métabolique des cellules et ainsi, leur 

viabilité. Après 24 ou 48 h les cellules sont incubées en présence d’une solution de MTT à 37°C 

pendant une heure. Pour des cellules viables, l’activité mitochondriale est constante : une 

augmentation ou une diminution du nombre de cellules viables est linéairement liée à l’activité 

mitochondriale. Si la cellule est vivante, elle métabolise le MTT en cristaux de formazan au 

sein des mitochondries (Figure 71). Ces cristaux sont de couleur violette. L’absorbance à 570 

nm (absorbance du formazan) et à 690 nm (bruit de fond) est donc mesurée. L’absorbance 

moyenne des cellules non exposées aux molécules chélatantes est prise comme référence. Le 

pourcentage de viabilité cellulaire est calculé suivant le rapport, pour chaque échantillon, entre 

l’absorbance des cellules exposées aux molécules chélatantes par rapport à l’absorbance 

moyenne des cellules non exposées (blanc). Chaque résultat est la moyenne de deux expériences 

indépendantes réalisées sous forme de triplicat. Les résultats sont exprimés en moyenne 

(pourcentage) ± écart type. 

 

Figure 71 : Schéma de la réaction de réduction du MTT se déroulant au sein des mitochondries 

des cellules vivantes. 
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Annexe VII : Etude thermodynamique de l’équilibre NPs de Th sous forme solide vs forme 

soluble en présence de molécules chélatantes : dosage du Th non complexé par les 

molécules chélatantes.  

Pour chaque échantillon, la partie « complémentaire », soit environ 1,15 mL de surnageant 

restant ainsi que les NPs de thorium ,sont minéralisés comme décrit en partie expérimentale (5 

mL d’acide nitrique 67-70 %, Plasmapure plus degree, SCP Science, à 120 °C au DigiPrep 

pendant 2 h). Les échantillons minéralisés sont ensuite évaporés à sec à 90 °C au DigiPrep. La 

concentration en thorium des NPs (culot) est déterminée par ICP-MS comme décrite en partie 

expérimentale, au moyen d’une calibration externe. Chaque point représente la moyenne de 3 

expériences (± écart type).   

 

 

 

a) 

b) 
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Figure 72 : Pourcentage de Th non complexé par les molécules chélatantes lors de l’expérience 

dose-réponse. a) PEI-MP b) DTPA c) PEI-MC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

c) 
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Annexe VIII : Suivi de la phagocytose, dosage du thorium intracellulaire  

Pour chaque échantillon, les cellules sont minéralisées directement au sein de la plaque 24 puits 

par ajout de 1 mL d’une solution d’acide nitrique 30 % (la concentration de l’acide nitrique est 

volontairement diminuée pour éviter de « minéraliser » la plaque 24 puits). Cette solution est 

ensuite introduite dans un volume de 4 mL d’acide nitrique 67-70 % , puis chauffée à 120 °C 

pendant 2 h au DigiPrep. Les échantillons minéralisés sont ensuite évaporés à sec à 90 °C au 

DigiPrep. La concentration en thorium est déterminée par ICP-MS comme décrit en partie 

expérimentale, au moyen d’une calibration externe. Chaque point représente la moyenne de 2 

expériences réalisées en 3 fois (± écart type). Les Figures 73 et 74 représentent le pourcentage 

de thorium intracellulaire en fonction du temps d’incubation des nanoparticules de thorium avec 

les cellules RAW 264.7 et après une heure d’incubation (+ rinçage) des NPs de thorium pour 

une masse de thorium par puits de 2,5 ± 0,1 µg. 

1. Pourcentage de thorium intracellulaire lors des expériences de suivi de la phagocytose 

 

Figure 73 : Pourcentage de thorium présent dans le milieu intracellulaire en fonction du temps 

d’incubation des nanoparticules de Th (min) avec les cellules RAW 264.7. 
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Figure 74 : Pourcentage de thorium présent dans le milieu intracellulaire après 1 h 

d’incubation des NPs de thorium (Th 2,5 ± 0,1 µg en masse) avec les cellules RAW 264.7. 

2. Pourcentage de thorium extracellulaire dans le cas d’une contamination initiale de 24,0 

± 1,0 µg en masse de Th, soit environ 1000 NPs par cellules 

 

 

Figure 75: Pourcentage de thorium dans le milieu extracellulaire en fonction du temps 

d’incubation des nanoparticules de Th (Th 24,0 ± 1,0 µg en masse) avec les cellules RAW 264.7. 
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Annexe IX : Evaluation de la cytotoxicité au moyen d’un test à la résazurine 

1. Principe du test 

Cette méthode est basée sur la conversion du composé appelé bleu d’alamar (résazurine) en 

résorufine par les cellules vivantes. Lorsqu’elle est ajoutée aux cellules,  la résazurine passe 

librement à travers la membrane cellulaire pour pénétrer dans la cellule, où elle modifiée par 

l’environnement réducteur des cellules viables et transformée en résorufine de couleur rose 

(Figure 76). Les cellules mortes ne peuvent pas réduire la résazurine en raison d'une perte 

d'activité métabolique. Les changements de viabilité peuvent être facilement détectés à l’aide 

d’un lecteur de plaques basé sur l’absorbance ou la fluorescence. L’absorbance est mesurée à 

570 nm ( forme réduite « rose) et à 600 nm ( forme oxydée « bleue »). 

 

Figure 76 : Schéma de la réduction de la résazurine en résorufine 

2. Optimisation  

La mise en place de ce test nécessite quelques étapes d’optimisation . Il faut s’assurer qu’il n’y 

ait pas de réactivité croisée avec les composés à tester en l’absence de cellules. En l’absence de 

cellules , en présence de nos molécules chélatantes, la réduction de la résazurine est nulle (< 1 

%, mesurée par UV). Un temps optimal d’incubation doit être déterminé en fonction du nombre 

des cellules initial afin de rester dans la gamme de linéarité du test et d’éviter de se trouver dans 

des conditions limites : une réduction de la résorufine en dihydroresorufine. Ainsi pour chaque 

test, la gamme linéaire du pourcentage de réduction de la résazurine en fonction du temps 

d’incubation a été déterminée. L’aspect visuel d’une gamme linéaire est présenté en Figure 77. 

Les différentes gammes utilisées sont disponibles en Figure 78 
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Figure 77 : Aspect visuel d’une gamme à la résazurine pour un nombre croissant de cellules. 

 

 

a) 
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Figure 78 : Pourcentage de réduction de la résazurine en fonction du nombre de cellules et du 

temps. a) 4 h, b) 5 h, c) 16 h. 

3. Cytotoxicité de la solution de résazurine 

La cytotoxicité de la solution de résazurine a été évaluée pour un temps de contact avec les 

cellules RAW 264.7 allant jusqu’à 28 h. La solution mère de résazurine a été préparée en 

dissolvant 4,5 mg de résazurine (certified by the Biological Stain Commission, Sigma-Aldrich) 

dans un volume de 30 mL de PBS. Durant notre étude la résazurine a été utilisée à une 

concentration de 0,11 mM en diluant 10 mL de solution mère de résazurine ([Résazurine] = 

0,6 mM) dans 40 mL de RPMI 1640. 

b) 

c) 
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Brièvement, 24 h avant l’expérience les RAW 264.7 sont ensemencées dans des plaques 24 

puits (polystyrène, fond plat, Sigma-Aldrich) à 28 000 cellules par puits, dans un volume de 

500 µL. Après 24 h les cellules sont alors rincées avec une solution de PBS (2 x 500 µL), puis 

500 µL de resazurine sont ajoutés. Après un temps de contact de 4 h 30, 5 h, 8 h, 12 h, 16 h, 20 

h, 24 h et 28 h, la cytotoxicité est évaluée par comparaison avec l’absorbance moyenne des 

cellules exposées à la résazurine pour un temps plus faible (4 h).(Figure 79). 

 

Figure 79 : Test de cytotoxicité sur les cellules RAW 264.7 pour une concentration de 0,11 mM 

en résazurine à différents temps. 
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Annexe X : Dosage du thorium intracellulaire lors des expériences per-internalisation et 

post-internalisation 

Pour chaque échantillon, les cellules sont minéralisées directement au sein de la plaque 24 puits 

par ajout de 1 mL d’une solution d’acide nitrique 30 % (la concentration de l’acide nitrique est 

volontairement diminuée pour éviter de « minéraliser » la plaque 24 puits). Cette solution est 

ensuite introduite dans un volume de 4 mL d’acide nitrique 67-70 % , puis chauffée à 120 °C 

pendant 2 h au DigiPrep. Les échantillons minéralisés sont ensuite évaporés à sec à 90 °C au 

DigiPrep. La concentration en thorium est déterminée par ICP-MS comme décrit en partie 

expérimentale, au moyen d’une calibration externe. Chaque point représente la moyenne de 2 

expériences réalisées en 3 fois (± écart type). La Figure 80 représente le pourcentage de thorium 

intracellulaire dans le cas des expérience per-internalisation (ajout des chélates 30 minutes après 

contamination sans rinçage des NPs de Th) pour le blanc ainsi que les molécules chélatantes 

(PEI-MC, DTPA, PEI-MP et DTPMP) à différents temps. La Figure 81 présente le pourcentage 

de thorium « extracellulaire » dans le cadre de l’expérience « post-internalisation » ( ajout des 

chélates après internalisation des NPs de Th) pour le blanc ainsi que les molécules carboxylates 

(PEI-MC et DTPA) à différents temps. Enfin la Figure 82 présente l’évolution du pourcentage 

de thorium intracellulaire en fonction du temps dans le cadre de l’expérience « post-

internalisation » pour le blanc ( sans chélates) ainsi que les quatre chélates. 

 

1. Dosage du thorium intracellulaire pour l’expérience per-internalisation 

 

 

 

a) 
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Figure 80 : Graphique représentant le pourcentage moyen de thorium intracellulaire pour un 

traitement « per-internalisation » à des concentration de 5 mM en a) Blanc b) PEI-MC et DTPA 

ou c) PEI-MP et DTPMP jusqu’à j5. Les barres d’erreurs représentent l’écart type calculé sur 

2 expériences indépendantes (n=3 par expériences).  

 

 

 

b) 

c) 
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2. Expérience « post-internalisation » étude sur les temps supérieurs à 1 jour pour le PEI-

MC et le DTPA. 

 

Figure 81 : Graphique représentant le pourcentage moyen de thorium extracellulaire ainsi que 

le pourcentage moyen de viabilité cellulaire pour un traitement « post-internalisation » à des 

concentration de 5 mM en PEI-MC et DTPA jusqu’à j5. Les barres d’erreurs représentent 

l’écart type calculé sur 2 expériences indépendantes (n=3 par expériences).  

3. Dosage du thorium intracellulaire pour l’expérience post-internalisation  

 

                         

 

a) 
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Figure 82 : Graphique représentant le pourcentage moyen de thorium intracellulaire pour un 

traitement « post-internalisation » à des concentration de 5 mM en a) Blanc b) PEI-MC et 

DTPA ou c) PEI-MP et DTPMP jusqu’à j5. Les barres d’erreurs représentent l’écart type 

calculé sur 2 expériences indépendantes (n=3 par expériences).  

 

b) 

c) 


