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Résumé 

Avec environ 19,3 millions de nouveaux cas et près de 10,0 millions de décès survenus en 2020, le cancer 

est l’une des causes majeures de mortalité dans le monde. Le nombre de nouveaux cas ne devrait pas cesser 

d’augmenter : 47 % de nouveaux cas (28,4 millions) attendus d’ici 2040 [1]. La recherche dans le développement 

de nouveaux outils de diagnostic et de nouveaux traitements est donc primordiale pour affronter cette maladie. 

Dans ce contexte, l’Institut Lumière Matière (ILM, Lyon, France) a développé une nanoparticule : AGuIX® 

(Activation et Guidage de l’Irradiation X). D’un diamètre hydrodynamique de 5 nm, elle est constituée d’un cœur 

de polysiloxanne et présente à sa surface des complexes de gadolinium. Ces complexes permettent un usage 

d’AGuIX® comme agent de contraste en Imagerie par Résonnance Magnétique (IRM) et améliore l’efficacité de 

la radiothérapie (effet radiosenibilisant). Cette nanoparticule est aujourd’hui exploitée par la société NH Theraguix 

(NHT, Grenoble, France) afin de rejoindre l’arsenal de lutte contre le cancer au travers de plusieurs essais cliniques 

(métastases cérébrales NCT03818386/NCT02820454, glioblastome NCT04881032, cancer du col de l’utérus 

NCT03308604, cancer du poumon NCT04789486). 

Cette thèse se focalise premièrement sur la caractérisation complète de la nanoparticule AGuIX®. La 

détermination des caractéristiques physico-chimiques est essentielle pour comprendre et évaluer le devenir 

d’AGuIX® dans l’organisme et répondre précisément aux questions du régulateur tel que l’Agence Nationale de 

Sureté du Médicament et des produits de santé (ANSM) en France, ou Food and Drug Administration (FDA) aux 

USA. Dans un second temps, la thèse traite du développement de nouvelles nanoparticules issues d’AGuIX® 

présentant de nouveaux effets thérapeutiques. Pour cela, on a cherché : 1) à générer des groupes complexant à la 

surface de la nanoparticule afin de diminuer l’excès de Cu2+ constaté dans les tissus tumoraux. Cette stratégie de 

déplétion du cuivre ajoute des propriétés anti-tumorales à la nanoparticule en plus de son effet radiosensibilisant ; 

2) à augmenter l’effet radiosensibilisant de la nanoparticule en remplaçant une partie des complexes de gadolinium 

par des complexes de bismuth.  
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Abstract 

With an estimated 19.3 million new cases and nearly 10.0 million deaths in 2020, cancer is one of the 

leading causes of death in the world. The number of new cases is expected to continue to rise with a 47% increase 

in new cases (28.4 million cases) expected by 2040 [1]. Research in the development of new diagnostic tools and 

new treatments is therefore essential to face this disease. In this context, the Institut Lumière Matière (ILM, Lyon, 

France) has developed a nanoparticle called AGuIX® (Activation et Guidage de l’Irradiation X). With a 

hydrodynamic diameter of less than 5 nm, it consists of a polysiloxane core with gadolinium complexes on its 

surface. These complexes can be used as contrast agents in Magnetic Resonance Imaging (MRI) and improve the 

effectiveness of radiotherapy (radiosensitizing effect). The company NH Theraguix (NHT, Grenoble, France) to 

lead this innovative nanoparticle now exploits this nanoparticle in the arsenal of fight against cancer through 

several clinical trials (brain metastasis NCT03818386/NCT02820454, glioblastoma NCT04881032, cervical 

cancer NCT03308604, lung cancer NCT04789486). 

This thesis focuses first on the complete characterization of the AGuIX® nanoparticle. The determination 

of the physico-chemical characteristics is essential to understand and evaluate the fate of AGuIX® in the body and 

to answer precisely the questions of the regulator such as the Agence Nationale de Sureté du Médicament (ANSM) 

in France, or Food and Drug Administration (FDA) in the USA. In a second step, the thesis deals with the 

development of new nanoparticles from AGuIX® presenting new therapeutic effects. For this purpose, we have 

tried: 1) to generate complexing groups on the surface of the nanoparticle in order to decrease the excess of Cu2+ 

found in tumor tissus. This copper depletion strategy adds anti-tumor properties to the nanoparticle in addition to 

its radiosensitizing effect; 2) to increase the radiosensitizing effect of the nanoparticle by replacing part of the 

gadolinium complexes with bismuth complexes. 
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Abréviation 

A 

ACN : Acétonitrile 

ADN : Acide Désoxyribonucléique 

AFM : Atomic Force Miscrocopy, Microscopie à Force 

Atomique 

AGuIX : Activation et Guidage de l’Irradiation X 

AMM : Autorisation de Mise sur le Marché 

ANR : Agence Nationale de la Recherche 

ANSM : Agence Nationale de Sécurité du Médicament et 

des produits de santé 

APTES : 3-Aminopropyltriéthoxysilane 

ARNi : Acide Ribonucléique interférent 

ATG : Analyse Thermogravimétrique 

Au : Or 

 

B 

Bi : Bismuth 

 

C 

C : Carbone 

CE : Conformité Européenne 

CSF : Cerebro Spinal Fluid, Fluide Cérébro Spinale Cu : 

Cuivre 

Cy : Cyanine 

 

D 

Da : Dalton 

DEG : Diethyléne Glycol 

DH : Diamètre Hydrodynamique 

DLS : Dynamic Light Scattering, Diffusion 

Dynamique de la Lumière 

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

1,4,7,10-tétraacétique 

DOTAGA : Acide pentadioic 2-(4,7,10-

tris(carboxymethyl)-1,4,7,10-

tetraazacyclododecan-1-yl) 

DRC : Dynamic Reaction Cell, Chambre de 

Réaction 

DSB : Double-Strand Breaks, Cassures Double 

Brins 

DTPA : Acide Diéthylènetriaminepentaacétique 

 

E 

ELS : Electrophoretic Light Scattering, 

Electrophorèse Laser Doppler 

EPR : Enhanced Permeability and Retention  

ESI/MS : Electrospray Ionization Mass 

Spectrometry, Spectrométrie de masse par 

électrospray 

eV : electron-Volt 

 

F 

FDA : Food and Drug Administration 

Fe : Fer 

FU : Formule Unitaire 
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G 

GBCA : Gadolinium Based Contrast Agent, Agent de 

Contraste à Base de Gadolinium 

GBM : Glioblastome 

Gy : Gray (unité de dosage absorbée) 

 

H 

H : Hydrogène 

Hf : Hafnium 

HPLC : High Performance Liquid Chromatography, 

Chromatographie Liquide à Haute Performance 

HSA : Human Serum Albumine, Albumine Humaine 

 

I 

ICP/AES : Inductively coupled Plasma Atomic Emission 

Spectroscopy, Spectroscopie d’Emission Atomique à 

Plasma Induit  

ICP/MS : Inductively coupled Plasma Mass Spectrometry, 

Spectrométrie de Masse à Plasma Induit  

IEP : Isoelectric Point, Point Isoélectrique 

ILM : Institut Lumière Matière 

IP2I : Institut Physique des 2 Infinis 

IRM : Imagerie par Résonnance Magnétique 

ISA : Institut des Sciences Analytiques 

 

L 

LOX : Lysyl Oxidase 

 

 

 

M 

MPS : Mononuclear Phagocytic System, 

Système Phagocytaire Mononucléé 

Mw : Masse molaire moyenne en poids 

 

N 

NIR : Near Infra-Red, Proche Infrarouge 

NSF : Nephrogenic systemic fibrosis, Fibroses 

Systémiques Néphrogéniques 

 

O 

O : Oxygéne 

OCDE : Organisation de Coopération et de 

Dévelopement Economique 

 

P 

PDI : Polydispersity Index, Indice de 

Polydispersité 

PDT : Photodynamic Therapy, Photothérapie 

dynamique  

PEG : Polyéthyléne Glycol 

PES : Polyéthersulfone 

PET : Positron Emission Tomography, 

Tomographie par émission de Positons 

PLGA : Acide poly-lactique-co-glycolique 

PS : Photosensibilisateur 

 

R 

r1 : Relaxivité longitudinale 

r2 : Relaxivité transversale 
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Rg : Rayon de giration 

RH : Rayon Hydrodynamique 

RMN : Résonnace Magnétique Nucléaire 

ROS : Reactive Oxygen Species, Dérivé réactifs de 

l’oxygène 

 

S 

SAXS : Samll Angle X-ray Scattering, Diffusion des 

rayons X aux petits angles 

SEC : Size Exclusion Chromatography 

Si : Silicium 

SPION : Superparamagnetic Iron Oxide Nanoparticle 

SPR : Surface Plasmon Resonance, Résonnance Plasmon 

de Surface 

 

T 

T1 : Temps de relaxation longitudinal 

T2 : Temps de relaxation transversal 

TDA : Taylor Dispersion Analysis, Analyse de Dispersion 

de Taylor 

TEM : Transmission Electron Microscopy, Micrsocopie 

Electronique à Transmission 

TEOS : Tétraéthoxysilane 

TFA : Acide Trifluoroacétique 

Tr : Temps de rétention 

TTM : Tétrathiomolybdate 

 

U 

UV : Ultraviolet 

V 

VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor, 

facteur de croissance de l’endothélium vasulaire 

 

Z 

Z : Numéro atomique 
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1 Introduction générale 

Les nanoparticules sont de plus en plus présentes dans notre quotidien, elles jouent un rôle clé dans 

l’innovation et le développement de la majorité des domaines scientifiques. Il faut prendre conscience que 

d’origine humaine ou naturelle, la nanotechnologie est présente partout. Cependant, si elle échappe aux yeux du 

grand public lorsqu’elle se cache dans nos smartphones, ordinateurs, panneaux solaires et autres, c’est tout à fait 

différent lorsque celle-ci interagit avec notre organisme. Les nanos et micros particules peuvent être source 

d’inquiétude, comme on peut le voir à travers des sujets comme l’émission de « particules fines » dans 

l’atmosphère de nos villes, ou les études portant sur le dioxyde de titane de nos crèmes solaires ou notre 

alimentation … [2,3]. 

C’est pendant ces années de thèse que le monde a fait le plus confiance aux nanoparticules dans le domaine 

médical. En effet, avec plus de 4 milliards de doses injectées, les vaccins anti-COVID de Pfizer/BioNTech 

(BNT162b2) et Moderna (mRNA-1273) ont joué un rôle majeur dans la stabilisation de cette crise sanitaire du 

XXIe siècle. Pourtant, une grande partie du public ignore que l’ARNm injecté dans notre organisme est encapsulé 

dans des nanoparticules lipidiques de diamètre de 70-100 nm [4]. En médecine, les nanoparticules présentent des 

propriétés intéressantes permettant de pallier les limitations des médicaments classiques. Ces propriétés rendent 

les nanoparticules en médecine incontournables déjà aujourd’hui et encore plus demain. 

La première partie de ce manuscrit est consacrée aux différentes interactions entre nanoparticules et 

organisme ainsi que les paramètres physicochimiques qui les influencent et finalement qui dictent la conception 

de nos futurs médicaments. Après avoir évoqué les différents types de nanoparticules, nous nous intéresserons à 

celles impliquées dans la lutte contre le cancer, actuellement sur le marché ou en phase d’essai clinique. Une 

attention particulière sera portée sur AGuIX®, une nanoparticule composée d’un cœur de silice présentant des 

complexes de gadolinium gréffés de facon covalente à la surface. La nanoparticule AGuIX® est au centre du travail 

de recherche de ce manuscrit.  

La seconde partie sera dédiée à l’ensemble des techniques anciennes et nouvelles développées afin de 

caractériser AGuIX®. Ces techniques permettent ainsi de connaître les moindres spécificités de la nanoparticule, 

un point primordial, qui intervient dans le procédé de validation de la nanoparticule et joue un rôle important dans 

les négociations avec le régulateur. 

Les troisièmes et quatrièmes parties seront consacrées aux développements de nouvelles nanoparticules 

dérivées d’AGuIX® permettant l’apport de nouvelles propriétés thérapeutiques, tel qu’un effet anti-angiogénique 

ou l’augmentation du pouvoir radiosensibilisant de celle-ci. 
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2 Nanoparticules et cancer :  

2.1 Interactions des nanoparticules dans l’organisme 

Malgré des découvertes constantes dans le domaine pharmaceutique, les formulations médicamenteuses 

actuelles pourraient encore être plus efficaces si elles pouvaient atteindre les zones cibles (tumeurs, sites 

inflamatoires, …) de manière plus significative. La capacité des médicaments moléculaires à diffuser librement 

dans l’organisme peut entrainer de forts effets secondaires, qui limitent la dose injectable au patient. Dans ce 

contexte, les nanoparticules, de par leurs caractéristiques physiques spécifiques (taille, forme, charge, …), 

présentent des biodistributions et des pharmacocinétiques très différentes de celles observées pour des 

médicaments moléculaires classiques [5]. Dans cette partie, nous souhaitons mettre en avant les différents 

mécanismes physiologiques qui interviennent dans la prise en charge des nanoparticules chez l’individu sain mais 

aussi dans le cas d’un individu atteint de cancer. Nous verrons ainsi comment la compréhension de ces mécanismes 

joue un rôle majeur dans la conception de nouveaux médicaments plus efficaces. 

2.1.1 Corps sain et nanoparticules 

Dans un organisme sain il existe deux principaux mécanismes d’élimination des nanoparticules du 

système vasculaire : l’élimination par le système phagocytaire mononucléé (MPS) et l’élimination par le système 

glomérulaire des reins [6]. 

2.1.1.1 Le système phagocytaire mononucléé (MPS) 

Le système phagocytaire mononucléé est composé des phagocitaires du foie, de la rate ainsi que des 

ganglions lymphatiques. Le procédé de séquestration des nanoparticules commence par l’opsonisation, c’est-à-

dire l’interaction de celles-ci avec les protéines plasmatiques directement après leur administration. Cette 

interaction résulte en la formation d’une couronne protéique qui favorise ensuite le processus d’endocytose tel que 

la phagocytose comme présenté en Figure 1. Cette couronne protéique modifie les propriétés physicochimiques 

de la nanoparticule lui apportant ainsi un statut biologique spécifique. Ce statut biologique est spécifique de par 

l’interaction unique entre les protéines de la couronne et les récepteurs des cellules du MPS. C’est donc les 

protéines absorbées à la surface de la nanoparticule qui vont déterminer son devenir dans l’organisme comme 

illustré en Figure 2. 
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Figure 1. Représentation schématique du processus d’opsonisation initié par l'adsorption d'immunoglobulines ou 

d'autres protéines du complément (opsonines) à la surface de la nanoparticule. Les particules opsonisées sont ensuite 

identifiées par des récepteurs sur les cellules phagocytaires et internalisées. Figure issue de Behzadi et al[6] 

 

 

Figure 2. Devenir des nanoparticules dans l’organisme. Après injection, une couche protéique recouvre la surface de la 

nanoparticule lui attribuant une identité biologique, c’est l’opsonisation. Cette opsonisation va ensuite entraîner le 

phénomène d’endocytose par le MPS. Figure issue de Walkey et al [7] 

 

Il existe une forte dépendance de ce mécanisme liée à la taille de la nanoparticule. Ainsi, les 

nanoparticules les plus larges seront principalement prises en charge par les cellules phagocytaires du MPS [8]. 

Dans le cadre d’interactions avec la biologie on entend par « taille » de la nanoparticule son diamètre moyen. Sur 

le plan phisico-chimique, on peut caractériser la taille par le diamètre hydrodynamique (DH) qui correspond au 
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diamètre de la sphère théorique qui aurait le même coefficient de diffusion (D) que la nanoparticule considérée. 

Pour une nanoparticule chargée, la sphère considérée contient la particule entourée de sa couche de solvatation 

[9].  

Si ce processus de ‘prise en charge’ physiologique met en lumière les premières inquiétudes concernant 

l’accumulation des nanoparticules dans l’organisme, il donne aussi la possibilité de cibler certains organes du MPS 

comme le foie ou la rate avec des nanoparticules de diamètre supérieur à 20 nm (voir Figure 6) [10].  

De plus, la compréhension de ces mécanismes permet d’élaborer des stratégies permettant à la 

nanoparticule d’échapper à l’opsonisation. Ainsi, si l’on greffe à la surface de certaines nanoparticules des chaînes 

polymériques tel que le PEG (Polyéthyléne glycol), celles-ci interagissent avec les molécules d’eau environnantes 

pour créer une couche d’hydratation autour de la nanoparticule. Cette couche agit comme un écran limitant la 

formation de la couronne protéique menant à l’élimination de la nanoparticule par le système immunitaire. Cette 

couche hydratée rend donc la nanoparticule « furtive » aux MPS. Grace à ce procédé, on augmente le temps de 

circulation dans l’organisme après une injection intravasculaire. Un exemple significatif du succès de ce procédé 

d’évasion de l’opsonisation est la PEGylation de nanoparticules lyposomales contenant l’agent de chimiothérapie 

Doxorubicine. Le procédé a ainsi permis d’augmenter le temps de résidence plasmatique de quelques minutes, 

pour le composé seul, à plusieurs heures pour le composé sous forme de nanoparticule PEGylée [5]. On retrouve 

une représentation schématique de ce type de nanoparticule en Figure 3. De manière générale, les nanoparticules 

contenant uniquement les principes actifs sont dites de première génération et les nanoparticules PEGylées sont 

dites de deuxième génération[5–8,10–15]. 

 

 

Figure 3. Représentation structurelle de nanoparticule/nanovecteur lyposomale de première et deuxième génération. 

Image de F. Caillaud/Sagascience/Photothèque CNRS. 

 

2.1.1.2 Système d’élimination rénal 

Les reins sont le deuxième système majeur d’élimination des nanoparticules dans l’organisme. Cette 

capacité de filtration vient principalement de l’architecture de l’organe. L’unité principale de filtration est le 

néphron, celui-ci contient des glomérules où prend place la filtration glomérulaire permettant l’extraction de 
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composés de la circulation sanguine. Une fois filtrés, ces composés sont éliminés par excrétion urinaire. Le 

processus de filtration au niveau de la membrane glomérulaire est complexe. La taille de la nanoparticule est un 

paramètre majeur. Si la taille de la nanoparticule est inférieure au seuil de filtration glomérulaire (6 nm) alors la 

nanoparticule sera très facilement éliminée. En revanche, les nanoparticules d’un plus gros diamètre 

hydrodynamique seront soit retenues par la membrane glomérulaire, soit renvoyées dans la circulation sanguine 

où elles seront prises en charge par le MPS en vue de leur élimination. Un bilan de l’impact de la taille des 

particules au niveau de la membrane glomérulaire est présenté en Figure 4.  

 

 

Figure 4. Influence de la taille d’une nanoparticule sur le devenir de la filtration au niveau de la membrane glomérulaire. 

Issue de Du et al [16]. GBM = glomerular basement membrane. 

 

L’accumulation de nanoparticules au sein de l’organisme, est une question majeure de toxicité à long 

terme. La bonne compréhension des paramètres qui influencent l’élimination des nanoparticules par filtration 

glomérulaire est donc un point crucial dans la conception de nouveaux médicaments nanoparticulaires. Dans un 

souci de simplification, seulement les aspects de taille ont été évoqués. Cependant, d’autres caractéristiques 

physicochimiques jouent un rôle majeur dans le devenir d’une nanoparticule dans un corps sain tels que sa charge, 

sa géométrie, sa chimie de surface pour ne citer que les principaux [16]. Leurs impacts spécifiques sur la 

biodistribution sont développés dans la partie suivante. 

2.1.1.3 Influence des paramètres physicochimiques et bilan 

Pour le devenir des nanoparticules dans l’organisme tous les paramètres physicochimiques entrent en jeu. 

Ainsi, la taille, la géométrie et la charge de surface sont souvent considérées comme les paramètres principaux qui 

régissent la biodistrubution. 

Les nanoparticules de diamètres hydrodynamiques inférieurs à 6 nm seront rapidement éliminées par les 

reins. En revanche, les nanoparticules de taille supérieure seront prises en charge par les organes du MPS. À 
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mesure que la taille augmente, de plus en plus de nanoparticules sont piégées dans le foie et la rate. Les particules 

de diamètre supérieur à 150 nm se retrouve aussi dans les capillaires des poumons [10]. 

La géométrie nanoparticulaire impactera principalement le comportement de la nanoparticule dans la 

circulation sanguine et donc influe sur la biodistribution. Les nanoparticules sphériques présentent un temps de 

circulation plus important que les particules sous forme de bâtonnets ou de disques. En effet, une fois en contact 

avec les cellules endothéliales, la petite taille et la petite surface des nanoparticules sphériques conventionnelles 

réduisent le nombre de points de liaison et de contact par rapport aux nanoparticules discoïdes (ou non-sphériques) 

plus grandes ce qui peut affecter la circulation dans le sang et l'accumulation dans les tissus comme schématisé en 

Figure 5.[10,17,18]. Au niveau de l’élimination rénale, des études ont suggéré que la géométrie en bâtonnet est 

filtrée plus rapidement que la géométrie sphérique, à coefficient de diffusion équivalent [19]. 

 

 

Figure 5. Illustration de l’impact de géométrie. (a) Différence du nombre de points de contact avec les cellules 

endothéliales entre particules sphériques (1) et discoïdes (2) qui impacte la circulation dans le sang. Issue de Blanco et al 

[10], (b) Interaction cellule/particule : Ω est défini comme l'angle entre la moyenne des angles tangentiels (T) de 0° à π/2 

et la normale de la membrane au site de fixation (N). Lorsque Ω ≤ 45°, les particules sont internalisées avec succès (1,2) ; 

lorsque Ω > 45°, les cellules peuvent se répandre sur la particule, mais l'internalisation est inhibée (3). Issue de Duan et 

al. [20] 

 

La charge de surface des nanoparticules a largement été identifiée comme un paramètre crucial 

influençant la circulation et la biodistribution. Néanmoins, les résultats des recherches restent difficiles à 

généraliser et seules des grandes tendances ont pu être identifiées [20,21]. La charge de surface des nanoparticules 

est caractérisée par le potentiel zêta [21]. Le potentiel zêta correspond au potentiel électrocinétique d'une 

dispersion colloïdale de nanoparticules. Il peut être expérimentalement mesuré par mesure de mobilité 

électrophorétique ou par électrophorèse laser Doppler (ELS). Étant donné que la membrane plasmique cellulaire 

est généralement globalement chargée négativement les nanoparticules cationiques sont plus susceptibles d'être 

attirées électrostatiquement par la membrane ce qui entraîne une accumulation accrue à l'intérieur des cellules. 

Pour les mêmes raisons, les nanoparticules chargées négativement présentent une faible absorption, contribuant 

ainsi à l'allongement du temps de circulation sanguine. Dû à la charge négative de la membrane glomérulaire des 
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reins, les particules chargées positivement seront donc éliminées plus rapidement que les nanoparticules chargées 

négativement [16,22]. Enfin, les nanoparticules neutres ou faiblement chargées ont un potentiel prometteur en tant 

que système de délivrance à circulation intermédiaire, avec une biocompatibilité et une biofonctionnalité 

souhaitables [10,20,21]. 

Un rapide bilan de la biodistribution des nanoparticules dans l’organisme, dépendant de ces trois 

paramètres principaux est présenté en Figure 6 [10,16,20] . 

 

 

Figure 6. Influence de la taille (a), de la forme (b), et de la charge (c) des nanoparticules sur leur élimination. Figure 

issue de Branco et al. [10] 

 

La biodistribution d’une nanoparticule est une question multifactorielle. Elle dépend de plusieurs 

paramètres physicochimiques de la nanoparticule et/mais aussi des paramètres extérieurs tels que le mode 

d’exposition ou l’état de santé de l’individu. Une défaillance rénale ou hépatique modifiera crucialement la prise 

en charge des nanoparticules. Dans la partie suivante, nous nous intéresserons à l’interaction entre tumeur et 

nanoparticules. 

2.1.2 Tumeur et nanoparticules 

Le cancer est l’une des principales causes de mortalité dans les pays développés en 2022. Cette maladie 

se traduit par la prolifération anormale de cellules cancéreuses menant à la formation d’une masse que l’on appelle 

tumeur. Cette tumeur se développe localement à partir des premiéres cellules cancéreuse. Mais ces cellules peuvent 

aussi migrer vers d’autres parties du corps grâce aux vaisseaux sanguins et lymphatiques : on parle alors de 

métastases et de tumeurs métastatiques. C’est un processus long et complexe résultant de l’accumulation 

progressive de mutations génétiques dans les cellules qui va rompre l’équilibre naturel existant entre la 

prolifération des cellules et leur mort (apoptose). Les cellules cancéreuses se caractérisent par une insensibilité à 

l’apoptose, une capacité de reproduction illimitée et une invasion des tissus voisins ou plus lointains entrainant 

alors le dysfonctionnement de ces derniers. Elles nécessitent généralement un apport en oxygène menant à une 
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importante angiogenèse, c’est-à-dire la création de nouveaux vaisseaux sanguins à partir de vaisseaux déjà 

existants [23]. L’architecture intrinsèque de ces tumeurs mène à des interactions particulières avec les 

nanoparticules. De plus, la présence de marqueurs biologiques spécifiques à la surface des cellules tumorales ouvre 

la voie à de nouveaux moyens d’influencer la biodistribution des nanoparticules afin de cibler activement la 

tumeur. 

2.1.2.1 Effet EPR et ciblage passif 

Dans le cas d’un tissu sain, les petites molécules se propagent par diffusion à travers les petits interstices 

de la paroi endothéliale. Le bon fonctionnement du drainage lymphatique dans le milieu extracellulaire évite 

l’accumulation de pathogènes. Dans le cas des tumeurs, la croissance rapide et anarchique mène à une angiogenèse 

rapide et incomplète [23,24]. Les parois endothéliales présentent alors des pores relativement larges pouvant aller 

de 100 nm à 3 µm de diamètre rendant le réseau vasculaire tumoral perméable, comme on peut le voir en exemple 

sur un tissu de foie en Figure 7 [25]. 

 

 

Figure 7 Image MEB d’un nodule tumoral métastatique (zone entourée identifiée par T) dans le foie, le tissu hépatique 

normal est indiqué par N. Figure issues de Fang et al. [25] 

 

De plus, dans l’environnement extra-tumoral le drainage lymphatique est défectueux ou inexistant 

limitant ainsi l’élimination des nanparticules par cette voie [26]. Les nanoparticules peuvent donc pénétrer dans 

les tissus tumoraux et s’y accumuler, contrairement aux tissus sains. Cet effet connu sous le nom d’effet 

EPR (Enhanced Pemeability and Retention) donne donc lieu à un ciblage dit ‘passif’ de la tumeur car il dépend 

uniquement des propriétés intrinsèques de celle-ci (voir schéma Figure 8). Il a initialement été mis en évidence 

dans les années 80 par Matsumura et Maeda [27]. Ce phénomène est donc extrêmement intéressant, car on peut, 

par l’usage de nanoparticules, cibler les tumeurs améliorant ainsi la délivrance de principes actifs tout en limitant 

les effets secondaires. Dans le cadre d’établissement d’un diagnostic par imagerie, l’effet EPR permet également 
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un meilleur contraste des tissus tumoraux par rapport aux tissus sains, en augmentant le ratio Signal/Bruit au niveau 

des tumeurs [22,24,25,28–30]. 

 

Figure 8. Schéma explicatif de l’effet EPR.  Figure issue adapté de de Tillement et al. [31] (gauche) et Bozzuto et al.  [32] 

(droite) 

 

La modification de paramètres tels que la taille, la charge ou la géométrie permet d’optimiser 

l’accumulation intratumorale par effet EPR [26,28] en diminuant l’action du MPS et augmentant le temps de 

circulation dans l’organisme par exemple. Jouer sur l’hydrophylie de la surface peut aussi avoir un rôle important, 

comme évoqué dans le chapitre précèdent. La réduction de l’activité du MPS par l’usage de PEG entraine un plus 

long temps de circulation qui favorise donc l’effet EPR. Il existe aussi certaines stratégies d’amplification de cet 

effet par la modification du flux sanguin ou encore l’augmentation de la perméabilité vasculaire des tumeurs 

[22,24]. Cependant, les organes du MPS et les reins séquestrent et éliminent 99% de la dose de nanoparticule 

administrée [28]. Au-delà de la compétition avec ces 2 systèmes, l’accumulation au sein de la tumeur est limitée 

par une pression interstitielle élevée, causée par un drainage lymphatique faible, des vaisseaux sanguins 

compressés dus à la forte densité cellulaire de l’environnement tumoral. La vascularation inomogéne des tumeurs 

est aussi un frein à la répartition uniforme des nanoparticules au sein de la tumeur [24].  

2.1.2.2 Ciblage actif 

Afin de compléter et renforcer le ciblage passif, on peut greffer à la surface des nanoparticules des ligands 

ciblant spécifiquement des marqueurs tumoraux [33,34]. On parle alors de nanoparticules fonctionnalisées et de 

ciblage actif. Ces ligands peuvent être de différentes natures : anticorps, fragments d’anticorps (nanobodies), 

peptides ou petites molécules oragniques telles que des acides aminés [35]. Le choix du ligand utilisé doit être 

réalisé avec soin car celui-ci peut éventuellement être reconnu par le système immunitaire entrainant alors 

l’élimination de la nanoparticule avant qu’elle n’est atteint sa cible [34]. 

Le ciblage actif ne semble pas augmenter l’accumulation dans les tumeurs. L’accumulation intratumoral 

est principalement dominé par l’effet EPR [35]. En revanche, le ciblage actif permet une meilleure internalisation 

des nanoparticules et une répartition plus homogéne dans la tumeur [35,36]. Deux stratégies sont étudiées pour le 
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ciblage actif. Dans un premier cas, on cherche à cibler directement les cellules cancéreuses en visant les récepteurs 

surexprimés en surface. Dans le deuxiéme cas, on veut cibler les cellules endothéliales des néovaisseaux des 

tumeurs. Cela permet éventuellement, d’inhiber l’angiogénése, donc de limiter l’apport en oxygéne et nutriments 

détruisant les cellules cancéreuses. Dans cet esprit, beaucoup de travaux se focalisent, par exemple, sur le greffage 

du peptide Arg-Gly-Asp (RGD) et ses dérivés. En effet, ce peptide cible l’intégrine αVβ3, un marqueur 

membranaire qui est surexprimé dans une large variété de cancers ainsi que chez les cellules endothéliales issues 

de l’angiogenèse tumorale. De plus, il est très largement absent des tissus sains [37]. 

2.2 Les nanoparticules en clinique : Cas particulier des NPs inorganiques 

et AGuIX® 

La connaissance des différentes interactions nanoparticules-milieu vivant est essentielle afin de pouvoir 

expliquer et optimiser un effet compétitif comparé aux médicaments moléculaires aujourd’hui présents dans 

l’arsenal thérapeutique. Les nanoparticules peuvent être de types très divers. Dans cette partie, nous évoquerons 

ces différents types. Nous dresserons par ailleurs un état des lieux des nanoparticules en clinique. Une attention 

particulière sera apportée aux nanoparticules inorganiques impliquées dans le traitement du cancer et plus 

spécifiquement au candidat médicament AGuIX®, base des travaux de cette thèse. 

2.2.1 Les différents types de nanoparticules 

2.2.1.1 Nanoparticules organiques 

La catégorie la plus représentée est celle des nanoparticules organiques qui regroupe plusieurs types de 

nanoparticules qui diffèrent par leur composition.  

La famille la plus importante est celle des liposomes. Les nanoparticules liposomales sont fabriquées 

à partir de phospholipides, lipides et cholestérol. Due à leur nature amphiphile, les phospholipides s’auto-

assemblent dans l’eau pour former des structures sphériques. La partie hydrophile (la « tête ») se retrouve en 

contact avec le milieu interne et externe et la partie hydrophobe est responsable de la formation de la double couche 

lipidique formant la structure sphérique du liposome (voir Figure 9). Les liposomes peuvent présenter une ou 

plusieurs doubles couches lipidiques. Ces nanoparticules peuvent transporter des principes actifs hydrosolubles 

dans leurs espaces internes ou entre deux doubles couches. Elles peuvent aussi transporter des principes actifs 

liposolubles au sein des couches lipidiques. Ces nanoparticules peuvent présenter à leur surface des chaines PEG 

connus pour stabiliser la nanoparticule, augmenter le temps de circulation sanguin en réduisant l’action du MPS. 

Par exemple, on trouve sur le marché des nanomédicaments tels que DaunoXome® (DH =45 nm,  Galen) [38] ou 

Mycet® (DH = 150 nm, Teva UK) [39] qui sont des nanomédicaments liposomales non PEGylés utilisés dans le 

traitement du cancer. Le Doxil® est quant à lui une formulation liposomale PEGylée de doxorubicne (DH = 100 

nm, Janssen), c’est aussi le premier nanomédicament à avoir été approuvé par la Food and Drug Administration 

(FDA) [40]. 

Également composées de macromolécules amphiphiles, les micelles sont auto-assemblées de manière à 

présenter leur partie hydrosoluble à l’extérieur et à former un cœur de partie hydrophobe. Les différentes structures 
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de liposomes et micelles sont présentées en Figure 9. De par cette architecture, les micelles ne peuvent contenir 

que des principes actifs hydrophobes. Cette structure est moins utilisée mais fait l’objet d’études cliniques [41]. 

 

  

Figure 9. Une représentation de l'organisation stérique d'un liposome (à gauche) et d'une micelle (à droite). Issue de 

Bitounis et al. [42] 

 

Les nanoparticules polymériques se regroupent en deux familles : les copolymères à blocs (ou 

polymersomes) et les polymères simples. Les nanoparticules à base de copolymères à blocs ont une morphologie 

très proche de celle des micelles. Ce sont des polymères amphiphiles composés au minimum de deux types de 

polymères reliés entre eux par des liaisons covalentes. La partie hydrophile est généralement composée de PEG et 

la partie hydrophobe peut être composée de polymères biocompatibles tels que de l’acide polylactique, l’acide 

poly-lactique-co-glycolique (PLGA), le polystyrène ou la polycaprolactone [43]. Par rapport aux liposomes, les 

copolymres à blocs amphiphiles présentent une plus grande stabilité, une meilleure résistance mécanique et une 

perméabilité réduite limitant la perte de principe actif [44]. On compte très peu de ces formulations approuvées 

par les autorités de santé, cependant l’Eligard® (Tolmar) est utilisé dans le traitement du cancer de la prostate 

contenant du PLGA [45]. Les nanoparticules polymériques simples sont des sphères solides composées d’un 

unique polymère biocompatible et biodégradable tel que les polymères précédemment évoqués mais aussi le 

chitosane, l’alginate ou encore la gélatine. Les principes actifs sont greffés à ces polymères de façon covalente ou 

adsorbés à la surface par interactions non-covalentes. 

Les dendrimères représentent une classe de polymères caractérisés par un cœur, atome ou groupe 

d’atomes, et de multiples branches qui se terminent par différents groupes fonctionnels. Les branches s’étendent 

de façon radiale à partir du cœur formant ainsi une géométrie plus ou moins sphérique. La synthèse des 

dendrimères peut être contrôlée avec une grande précision et offre un très bonne monodispersité. Selon la nature 
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du polymère, divers principes actifs, hydrophiles ou hydrophobes, peuvent être chargés dans le dendrimère. Ce 

type de particule est largement développé en recherche [46,47] mais il n’existe pas de médicament approuvé 

utilisant les dendrimères [45,46]. 

La quasi-totalité des nanoparticules se présente comme des nano-vecteurs de médicaments déjà existants. 

C’est la formulation nanométrique qui va apporter une nouvelle biodistribution et pharmacocinétique. 

2.2.1.2  Nanoparticules Inorganiques 

Cette classe de nanoparticules regroupe les composés inorganiques ou hybrides organique-inorganique, 

c’est la deuxième famille la plus développée mais peu de ces nanoparticules ont reçu une Autorisation de Mise sur 

le Marché (AMM). 

L’une des catégories qui regroupe le plus de travaux concerne les nanoparticules d’or. En effet, les 

nanoparticules d’or présentent des propriétés optiques et électroniques intéressantes, ainsi qu’une faible toxicité. 

On les retrouve dans diverses applications thérapeutiques comme la vectorisation de principe actif [48], 

l’hyperthermie optique [49] ou encore comme radiosensibilisant [50]. On les retrouve aussi comme moyen de 

détecter certains marqueurs biologiques [51]. De plus, la chimie de l’or est très versatile, elle offre un très bon 

contrôle de la taille, de la monodispersité ou encore de la géométrie[52]. La très bonne interaction S-Au offre 

aussi des possibilités de fonctionnalisation par une partie organique comme un anticorps ou un peptide permettant 

leur usage dans l’immunothérapie ou le ciblage actif [52]. On retrouve certaines nanoparticules à base d’or en 

cours d’essai clinique tels que : Auroshell, CYT-6091 et NU-129 (voir Section 2.2.3). 

On retrouve aussi dans cette catégorie les nanoparticules à base de silice, très étudiées dans le domaine 

la recherche. La chimie de la silice à travers la chimie sol-gel offre la possibilité de synthétiser des nanoparticules 

sphériques de porosité et de taille ajustable présentant une très bonne dispersion. Les nanoparticules poreuses 

peuvent être chargées avec un principe actif qui sera relargué dans le milieu cible. On peut aussi encapsuler les 

agents de contraste au sein de la matrice de silice pour apporter des propriétés pour l’imagerie. Les nanoparticules 

de silice sont aussi très facilement fonctionnalisables grâce à l’apport de fonctions chimiques de surface pouvant 

réagir avec des molécules d’intérêt. De plus, la silice est un matériau biocompatible facilement éliminable par 

l’organisme[53,54]. 

Malgré le grand développement de ces deux familles de nanoparticules inorganiques, aucun de leurs 

produits n’a actuellement reçu d’AMM. En revanche certains d’entre eux font l’objet de recherches cliniques 

avancées tel que le produit AGuIX®. Ces candidats médicaments seront plus largement développés dans la Section 

2.2.2.  

La dernière catégorie de nanoparticules inorganiques est celle des oxydes métalliques. Choisis pour 

leurs propriétés spécifiques, on trouve certaines nanoparticules dérivées d’oxydes métalliques sur le marché. Les 

nanoparticules d’oxydes de fer super paramagnétiques (SPION) sont utilisées comme agent de contraste IRM. On 

peut aussi retrouver aussi retrouver les SPIONs recouvertes de silice comme le Gastromark® (DH = 300 nm, AMAG 

Pharmaceuticals) ou fonctionnalisées avec du Dextran comme le Feridex® (DH = 150 nm, Feridex) [55]. Les 

nanoparticules d’oxyde d’hafnium NBTXR3® (Nanobiotix) et d’oxyde de fer NanoTherm® (Magforce) ont reçu 

des autorisations (marquage CE) dans le cadre de traitement du cancer par, respectivement, radio-sensibilisation 
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et hyperthermie magnétique. Leurs caractéristiques seront spécifiées dans le chapitre suivant. Un point particulier 

est apporté sur ces nanoparticules en Section 2.2.3.2 et 2.2.3.5. 

La silice et l’or sont les deux matériaux les plus utilisés pour recouvrir divers cœurs inorganiques car leur 

chimie offre une fonctionnalisation facile. Ils permettent, par exemple, l’ajout de PEG ou de molécules actives. 

On parle alors de nanoparticules cœur-coquille (core-shell) [56]. 

Un bilan des différents types de nanoparticules utilisées dans le domaine de la nanomédecine est présenté 

en Figure 10. 

 

 

Figure 10. Principaux types de nanoparticules inorganique, organique et protéique. Issue de Martinelli et al. [57]. 

 

2.2.2 Etat des lieux des nanoparticules en clinique 

La large varitété de types et de propritétés qu’offrent les nanoparticules explique l’engouement de la 

recherche pour les appliquer au domaine médical. Cet engouement se concrétise notamment par la constante 

augmentation du nombre de publications liant les termes « nanoparticles » et « medical » comme l’indique la 

Figure 11. 
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Figure 11. Nombre de publications annuel regroupant les termes « nanoparticles » et « medical ». Données élaborées à 

partir de l’outil de recherche de Web of Science 09/2022. 

 

Cependant, cet intérêt croissant peine à se concrétiser en applications réelles, très peu de travaux mènent 

à des essais cliniques. Ainsi, en 2021, on dénombre 47 nanoparticules commercialisées (ou ayant été 

commercialisées par le passé) et 103 nanoparticules en cours d’essais cliniques tous domaines confondus [41]. 

Les domaines d’application sont divers mais le traitement du cancer regroupe à lui seul plus de 60 % de la totalité 

des nanoparticules (commercialisé et en cours d’évaluation clinique) (Figure 12). La surpondération des 

nanoparticules dans ce domaine s’explique par leurs propriétés qui en font des produits très intéressants dans le 

combat contre cette maladie. En effet, comme evoqué en Section 2.1.2, les nanoaprticules peuvent s’accumuler 

dans les tumeurs par effet EPR, elles peuvent donc délivrer un principe actif directement au niveau des tissus 

cancéreux ou encore réagir a des stimulis externes (rayon X, champs magnétique, …) pour détruire les cellules 

environnantes (sensibilisation, hyperthermie magétique, …). 

On dénombre aujourd’hui 15 nanomédicaments approuvés dans la lutte contre le cancer. Il est intéressant 

de noter que même si 94% des candidats médicaments valident leur phase I seulement 14% aboutissent à une 

phase 3 positive. De fait, l’efficacité des nanomédicaments est souvent remise en question [36].  
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Figure 12. Répartition du nombre de nanoparticule en fonction de leur statut et de leur domaine d’application 

[41,45,50,57,58] . 

 

En se focalisant sur l’imagerie et le traitement du cancer, on note une très forte représentation des 

nanoparticules organiques regroupant principalement les liposomes (Figure 13). Cette forte présence s’explique 

par la bonne maîtrise des différentes méthodes d’encapsulation (nanoprécipitaion, émulsification, microémulsion 

[59]) et la très bonne biocompatibilité des matrices utilisées qui sont facilement éliminées. La vectorisation de 

principe actif (ex : Doxorubicine®) grâce à la formulation lyposomale et l’effet EPR améliore la balance bénéfice 

risque d’un traitement de chimiothérapie. Cependant la plupart de ces produits utilisent l’aspect nanométrique 

uniquement dans un but de vectorisation de médicaments déjà utilisés depuis plusieurs décennies (Doxorubicine®, 

Curcumin®, Paclitaxel®, …). Ainsi, le premier nanomédicament cliniquement approuvé est le Doxil®. C’est une 

formulation liposomale PEGylée de l’agent intercalant de l’ADN utilisé en chimiothérapie, la Doxorucicine 

découverte en 1980. L’avantage réside donc ici plus dans la « formulation » nanométrique qui permet la libération 

de dose concentrée dans des zones plus ciblées améliorant ainsi le ration bénéfice/risque du médicamet. EN effet, 

à prinicpe actif équivalent plutôt que dans le développement de nouveaux types de traitements. 
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Figure 13. Répartition du nombre de nanoparticule dans le traitement et l’imagerie du cancer en fonction de leur statut et 

de leur type  [41,45,50,57,58]. 

 

2.2.3 Cas particulier des nanoparticules inorganiques à but thérapeutique 

Concernant les nanoparticules inorganiques, on retrouve un large panel de types de nanoparticules 

approuvées ou actuellement en phase clinique. Ces nanoparticules sont répertoriées dans le Tableau 1. 
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Tableau 1. Présentation des différentes nanoparticules inorganiques approuvées ou en phase d’essai clinique 

Nom Société Type de nanoparticule Coating Dh Application Statut Ref 

Lumiren (USA) / 
GastroMARK (Eu) 

AMAG 
pharceutical / 
Guerbet S.A. 

SPION Poly[N-(2-
aminoethyl)-3-
aminopropyl]siloxane 

300-400 
nm (1,2,19) 

Imagerie IRM Retiré du marché en 2014 (USA) / 2010 (EU) [55,57,60,61] 

AuroShell / AuroLase Nanospectra 
Nanoscience 

Core-Shell : SiOx-Au PEG 5 kDa 360 nm (4) Thérapie     
(Photo-thermal 
ablation) 

En clinique 

NCT00848042 / Completed / Cancer tête et cou 

NCT01679470 / Terminated / Cancer du poumon 

NCT02680535 / Completed / Cancer de la prostate 

NCT04240639 / Recruting / Cancer de la prostate 

[41,50,62,63] 

 

Feridex (USA) / Emdorem 
(EU) 

Berlex 
Laboratories / 
Guerbet S.A. 

SPION Dextran 10 kDa 120-180 
nm (2) 

Imagerie IRM 

 

Retiré du marché en 2012 (USA) / 2008 (EU) [55,57,60,61] 

NBTXR3 / Hensify Nanobiotix HfO2 cristallites 

 

Agent biocompatible 
avec des 
groupements 
phosphate 

 

50 nm (7) 

 

Thérapie 
(Radioenhancer) 

 

Marquage CE pour le traitement des sarcomes mous 
localement avancés (2019) 

En Clinique 

Ph I / NCT01433068 / Completed / Sarcome des tissus 
mous 

Ph I / NCT01946867 / Recruiting / Cancer tête et cou 

Ph I-II / NCT02465593 / Recruiting / Cancer du rectum 

Ph II-III / NCT02379845 / Completed / Sarcome des tissus 
mous 

Ph I-II / NCT02721056 / Terminated / Cancer du foie 

Ph I-II / NCT02901483 / Recruiting / Cancer tête et cou 

Ph I-II / NCT02805894 / Terminated / Cancer de la 
prostate 

Ph I / NCT03589339 / Recruiting / Cancers metastatiques 

Ph I / NCT04484909 / Recruiting / Cancer du pancréas 

Ph I / NCT04615013 / Recruiting / Cancer de l’esophage 

Ph I / NCT04505267 / Recruiting / Cancer du poumon 

Ph I-II / NCT05039632 / Not yet recruiting / Cancers 
metastatiques 

Ph II / NCT04834349 / Recruiting / Cancer tête et cou 

Ph II / NCT04862455 / Recruiting / Cancer tête et cou 

Ph III / NCT04892173 / Recruiting / Cancer tête et cou 

[36,41,63–66] 
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Nom Société Type de nanoparticule Coating Dh Application Statut Ref 

Aurimune / CYT-6091 Cytimmune 
sciences 

GNP PEG-SH et TNFα 27-34 nm 
(10,11) 

Thérapie 
(Immunothérapie) 

Pas de nouvel essai clinique depuis 2012 

Ph I / NCT00356980 / Completed / Tumeur solide 
avancée 

Early Ph I / NCT00436410 / Completed / Cancer primaire 
et metastatique 

Développement de nouveau candidat sur la base CYT-
6091 

[48,50,63,67,68] 

NU-129 Northwestern GNP PEG-SH et 
marqueurs du gêne 
Bcl2L12 (GBM) 

19-34 nm 
(13) 

Thérapie 
(Immunothérapie) 

 

Pas d'essai clinique en cours 

Early Ph I / NCT03020017 / Completed / Glioblastome 

[41,50,63,69,70] 

Combidex (USA) / Sinerem 
(EU) 

AMAG 
pharceutical / 
Guerbet S.A. 

SPION Dextran 10 kDa 30 nm (1,2) Imagerie IRM Jamais approuvé en EU (sauf Pays-Bas) et retiré du 
marché aux USA (2007) 

Fait l'objet de recherche clinique 

NCT03817307 / Recruiting / Imagerie 

Ph III / NCT04261777 / Recruiting / Imagerie 

[55,60] 

NanoTherm MagForce SPION Aminosilane breveté 20 nm Thérapie 
(Hyperthermie 
magnétique) 

Marquage CE pour le traitement du GBM (2010) 

Nouvel essai clinique pour le traitement du cancer de la 
prostate 

NCT05010759 / Recruiting / Cancer de la prostate 

[36,57,61,71] 

Cornell dott  SiOx contenant un 
fluorophore (Cy 5.5) 

- PEG 0,5 kDa, 
cRGDY, radiomarqué 
à l'Indium 124 

- PEG 0,5 kDa, 
PSMA, radiomarqué 
au Cuivre 64 

- PEG 0,5 kDa, 
cRGDY, radiomarqué 
au Zirconium 89 

- PEG 0.5 kDa, 
cRGDY 

< 10 nm 
(17) 

Imagerie de 
fluorescence et 
PET 

En clinique 

NCT01266096 / Active / Mélanome et cancer du cerveau 

Ph I / NCT04167969 / Recruiting / Cancer de la prostate 

Ph I / NCT03465618 / Recruiting / Cancer du cerveau 

Ph I-II / NCT02106598 / Recruiting / Mélanome tête et cou 

[41,72] 

AGuIX® Nh Theraguix SiOx présentant des 
chélates de 
gadolinium 

 < 10 nm 
(18) 

Thérapie 
(Radioenhancer) 

En clinique 

Ph I / NCT02820454 / Completed / Métastases cérébrales 

Ph I / NCT03308604 / Recruiting / Cancer gynécologique 

Ph II / NCT03818386 / Recruiting / Métastases cérébrales 

Ph I-II / NCT04881032 / Recruiting / Glioblastome 

Ph I-II / NCT04789486 / Recruitin / Cancer du poumon et 
du pancréas 

Ph II / NCT04899908 / Recruiting / Cancer du cerveau 

Ph II / NCT04784221 / Not yet recruiting / Cancer 
récurrent / Radiation par protons 

[41,66,73] 
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Nom Société Type de nanoparticule Coating Dh Application Statut Ref 

Magnablate 

 

   n.d. (19) Thérapie 
(Hyperthermie 
magnétique) 

Pas d’essai clinique en cours 

Early Ph I / NCT0233447 / Completed / Cancer de la 
prostate 

[41,61,63] 

Carbon nanoparticles (YE 
Yingjiang) 

 Nanoparticule de 
carbone 

 n.d. Imagerie 
Fluorescence 

NCT03550001 / Not yet recruiting [41] 

Carbon nanoparticles (The 
First Affiliated Hospital with 
Nanjing Medical University) 

 Nanoparticule de 
carbone 

 n.d. Imagerie 
Fluorescence 

NCT04482803 / Recruiting [41] 

Carbon nanoparticles (LI 
XIN-XIANG) 

 Nanoparticule de 
carbone 

 n.d. Imagerie 
Fluorescence 

Ph II-III / NCT04759820 [41] 
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Certaines nanoparticules comme les SPIONS ou les nanoparticules de carbone sont évaluées en clinique 

principalement dans le cadre du diagnostic.  

2.2.3.1 AuroShell® 

La société Nanospectra Bioscience (USA) développe la nanoparticule AuroShell® (ou thérapie 

AuroLase®), une particule core-shell présentant un cœur de silice SiOX de 120 nm de diamètre recouvert d’une 

couche d’or de 15 nm d’épaisseur. Pour augmenter le temps de circulation de la particule et favoriser 

l’accumulation intra-tumorale, une couche de PEG 5 kDa est greffée à la surface. Le diamètre hydrodynamique 

du produit final est de 360 nm [62].  Grâce à la couche d’or, la nanoparticule AuroShell® présente des propriétés 

d’hyperthermie lorsque celle-ci est soumise à un rayonnement proche infra-rouge (NIR). Cette élévation de 

température est due à un effet de Résonnance Plasmon de Surface (SPR) induit par l’absorption des rayons NIR 

issus d’une source laser placée au niveau de la tumeur (Figure 14). La preuve de concept, faite sur un modèle de 

cancer de la prostate, a montré une augmentation de 35°C de la zone tumorale en présence d’AuroShell® comparé 

à 14°C sans la nanoparticule [74]. Aujourd’hui, l’efficacité de ce traitement est évaluée dans le traitement de 

tumeurs de la prostate néoplasique (NCT04240639). La nanoparticule AuroShell® est injectée par voie 

intraveineuse, ce mode est apprécié dans le milieu hospitalier pour sa facilitée de mise en place. Néanmoins, les 

travaux précliniques de l’équipe de S.C. Gad et al. ont montré la présence de particules dans le foie de chiens un 

an après injection. Il faut noter que cette rétention n’a pas entrainé de toxicité observée. Cette séquestration dans 

le foie est dû à la taille importante de ces nanoparticules qui sont largement soumises à l’action du MPS [62] 

comme développé en Section 2.1.1. Une étude pilote menée sur 16 patients a apporté de bons résultats 

préliminaires estimant que l’usage d’une telle thérapie dans le traitement du cancer de la prostate est faisable et 

permettra de diminuer l’usage de médicaments à forts effets secondaires [75]. Cependant, l’irradiation par NIR 

limite le futur usage de ces nanoparticules à des cancers proches de la peau (là où l’atténuation du rayonnement 

est faible) ou à des cancers où une fibre optique pourra être insérée, nécessitant une intervention. 

 

 

Figure 14. Figure représentant le l’ablation d’une tumeur de cancer de la prostate utilisant les nanoparticules 

AuroShell®. Adapté du site internet de Nanospectra Bioscience :  https://nanospectra.com/technology/. 

 

https://nanospectra.com/technology/
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2.2.3.2 NBTXR3® 

La société Nanobiotix (France) est l’une des entreprises les plus avancées dans la lutte contre le cancer 

par les nanoparticules. En effet, le candidat dispositif médicament NBTXR3® (Hensify/PEP503) a déjà obtenu le 

marquage CE en 2019 dans le cadre du traitement de certains sarcomes des tissus mous (STS). Le médicament 

NBTXR3® est une nanoparticule sphérique d’oxyde d’hafnium (Z=72) de 50 nm de diamètre hydrodynamique 

recouverte d’un agent biocompatible présentant des groupements phosphate lui assurant une charge de surface 

négative de l’ordre de -50 mV [65] (Figure 15). Le numéro atomique élevé de l’hafnium permet de générer plus 

de ROS dans l’environnement de la nanoparticule lorsque celle-ci est soumise aux rayonnements ionisants de la 

radiothérapie entraînant l’apoptose des cellules environnantes [76]. Il est intéressant de noter que ce produit est 

injecté par voie intra-tumorale nécessitant une opération et limitant ainsi son usage aux tumeurs accessibles. 

L’efficacité de cette nanoparticule fait actuellement l’objet de 11 essais cliniques actifs (3 portant sur l’action 

unique de la nanoparticule et 8 autres sur l’action de la nanoparticule couplée à une chimiothérapie ou une 

immunothérapie). Son efficacité est principalement évaluée dans les cancers tête et cou, du foie et du pancréas. 

 

 

Figure 15. Représentation schématique de la nanoparticule NBTXR3® et de son mode d’action. Adapté du site internet de 

Nanobiotix : https://www.nanobiotix.com/ 

 

2.2.3.3 CYT-6091® 

La société Cytimmune Sciences (USA) développe une GNP visant à devenir une plateforme inorganique 

pour la libération d’agents thérapeutiques. Le premier candidat médicament de cette société, le CYT-6091® 

(Aurimune®), est une nanoparticule d’or présentant à sa surface des protéines TNF-α liées à la nanoparticule par 

la formation de liaisons S-Au [48]. Les protéines TNF-α jouent un rôle dans le mécanisme d’angiogenèse ainsi 

que dans l’activation de la réponse immunitaire [77]. L’ensemble nanoparticule/TNF-α présente un diamètre 

hydrodynamique de 34 nm et est ensuite recouvert de PEG via l’utilisation de PEG-SH pour augmenter la furtivité 

de l’ensemble vis-à-vis du système immunitaire Les résultats de l’essai clinique de phase I (NCT00356980) ont 

démontré la capacité de CYT-6091® à cibler les différentes tumeurs. De plus, l’utilisation de CYT-6091® a permis 

d’augmenter la dose maximale de TNF-α injectable par voie intraveineuse d’un facteur 3 [78]. Le 15 juin 2020, 

Cytimmune et le NCI ont signé un accord pour le lancement d’un essai clinique de phase II qui n’a, à ce jour, pas 

commencé. En attendant le début de nouveaux essais cliniques, la société Cytimmune développe plusieurs 

https://www.nanobiotix.com/
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déclinaisons de sa particule CYT-6091®. On retrouve ainsi des produits dits de première génération où le TNF-α 

est remplacé par d’autres agents d’immunothérapies tel que IFNg (CYT-IFLg) ou IL-12 (CYT-IL-12) [63]. Les 

produits de seconde génération offrent quant à eux la possibilité de délivrer de façon simultanée des agents de 

chimiothérapie et d’immunothérapie (Figure 16) La particule CYT-21625 conjugue ainsi sur la même 

nanoparticule des TNF-α et l’anticancéreux Paclitaxel [79]. Comme les nanoparticules organiques, les produits 

CYT s’inscrivent donc dans la thématique de vectorisation d’agents thérapeutiques déjà existants plus que dans le 

développement de nanoparticules intrinsèquement thérapeutiques. 

 

 

Figure 16. Illustration schématique de l’organisation des produits CYT de première et seconde génération. Adapté du site 

internet de Cytimmune Sciences : https://www.cytimmune.com/tech. 

 

2.2.3.4 NU-0129® 

Dans le même domaine, l’université de Northwestern (USA) a développé une nanoparticule d’or de 13 

nm de diamètre recouverte d’ARN interférant (RNAi, ou Small Nucleic Acid = SNA) qui neutralise l’expression 

du gêne Bcl2L12 surexprimé chez les patients atteints de glioblastome (GBM), un cancer du cerveau très agressif. 

En effet, ce gêne Bcl2L12 inhibent l’expression de la protéine p53 impliquée dans la régulation du cycle cellulaire, 

notamment via le mécanisme d’apoptose, rendant le développement des cellules cancéreuses incontrolé participant 

ainsi à l’agressivité du GBM[80] participant ainsi à l’agressivité du GBM. L’ensemble, nanoparticule et RNAi, 

nommé NU-0129®, présente un diamètre hydrodynamique de 34 nm [69] (Figure 17). Les résultats de l’essai 

clinique de phase 0 portant sur 8 patients ont récemment été publiés. Ces résultats ont mis en avant la capacité de 

NU-0129® à traverser la barrière hématoencéphalique. De plus, grâce à l’ARN interférant, l’activité du gêne 

Bcl2L12 a significativement diminué dans les tumeurs ayant internalisé la nanoparticule après injection 

intraveineuse [70]. La diminution de l’activité de ce gêne méne au rétablissenement du mécanisme d’apotose chez 

les cellules cancereuse limitant le développement tumoral. 

https://www.cytimmune.com/tech
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Figure 17. Représentation schématique de la nanoparticule NU-0129®. Adapté du travail de Jensen et al [69]. 

 

2.2.3.5 NanoTherm® 

La société MagForce (Allemagne) est la première société à avoir obtenu le marquage CE pour une 

nanoparticule inorganique à but thérapeutique dans le cadre de la lutte contre le cancer. En effet, son produit 

Nanotherm® a été approuvé en 2010 pour le traitement du Glioblastome par hyperthermie magnétique [57]. 

Nanotherm® est une nanoparticule d’oxyde de fer recouverte d’une couche brevetée de dérivé d’aminosilane, 

l’ensemble mesurant 20 nm de diamètre (voir Figure 18) [71]. Grace à ses propriétés magnétiques, la nanoparticule 

génère un échauffement local lorsqu’elle est soumise à un champ magnétique sinusoïdal intense comparable à 

celui que l’on retrouve dans les machines IRM. Ce phénomène est appelé hyperthermie magnétique. Les deux 

principaux mécanismes impliqués dans la production de chaleur sont le phénoméne d’hystérésis et le phénoméne 

de relaxation [81]. Le produit Nanotherm® est donc injecté par voie intra-tumorale et son usage thérapeutique 

nécessite l’usage d’un appareil spécifique : le NanoActivator®. L’intervention nécessaire à l’introduction des 

nanoparticules ainsi que le prix d’un tel équipement peuvent être des freins à la démocratisation de ce type de 

traitement innovant. Malgré ces difficultés la société a débuté en Novembre 2021 un nouvel essai clinique de phase 

2B sur l’ablation par hyperthermie magnétique de tumeurs de cancers de la prostate (NCT05010759). 
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Figure 18. Illustration schématique de la nanoparticule NanoTherm®. Adapté du site : https://www.magforce.com/home/. 

 

2.2.3.6 C-dot® (Cornell-dot) 

La société Elucida Oncology (USA), en partenariat avec l’université de Cornell, développe la 

nanoparticule C’-dot. Anciennement nommée C-dot®, les deux nanoparticules sont très proches du point de vue 

des caractéristiques physico-chimiques. La principale différence vient du changement de la voie de synthèse opéré 

en 2015, milieu alcoolique pour C-dot et milieu aqueux pour C’-dot [82]. La nanoparticule C’-dot est une 

nanoparticule de silice encapsulant le fluorophore Cy5.5 ou Cy5. Cette nanoparticule est ensuite recouverte de 

PEG ainsi que de PEG fonctionnalisés avec un marqueur peptidique de l’intégrine αVβ3 (protéine 

transmembranaire liée à la neo-vascularistion tumorale [72]), le cRGDY. L’ensemble présente un diamètre 

hydrodynamique inférieur à 10 nm (Figure 19) [83]. Comme indiqué en Section 2.1., une telle taille offre de très 

bonnes propriétés d’élimination de l’organisme par voie rénale car la taille est inférieure au seuil de filtration des 

reins [16]. La société Elucida adapte ensuite la fonctionnalisation de sa plateforme C’-dot selon le cadre 

thérapeutique. Aujourd’hui, la nanoparticule C’-dot est principalement évaluée en clinique dans des applications 

d’imagerie médicale multimodale. Dans sa version initiale cRGDY-PEG-Cy5.5-C’-dot, la nanoparticule est 

utilisée afin d’assister la localisation des ganglions sentinelles pendant une biopsie chez des patients atteints de 

mélanome (NCT02106598). Ceci est rendu possible grâce au fluorophore enfermé dans le cœur de silice. Les 

résultats ont démontré que l’usage de ces nanoparticules, même après injection en faible quantité par voie 

intraveineuse, a permis d’améliorer les conditions de biopsie en facilitant l’identification des tissus cancéreux [84]. 

Deux autres versions de la nanoparticule sont radiomarquées respectivement à l’124I (NCT01266096) et au 89Zr 

(NCT02106598) permettant ainsi une détection par imagerie PET, en plus de la détection par fluorescence. Les 

résultats de l’essai NCT01266096 ont démontré un bon ciblage des tumeurs sans effets secondaires grâce aux 

nanoparticules [85]. Il est intéressant de noter que l’imagerie de fluorescence est principalement utilisée dans le 

cadre interventionnel. C’est dans ce cadre-là, en complément de l’imagerie PET, que les nanoparticules C’-dot 

présentent une multi-modalité d’imagerie [86]. Dans l’essai clinique NCT04167969, on retrouve une 

nanoparticule C’-dot où le marqueur cRGDY est remplacé par un peptide anti-PSMA (Prostate Specific Membrane 

Antigen).  Un radiomarquage au 64Cu est aussi effectué. Cette nanoparticule 64Cu-NOTA-PSMAi-PEG-Cy5.5-C’-

dot est évaluée dans le cadre de l’imagerie de tumeur de cancer de la prostate (imagerie PET) post-interventionnelle 

https://www.magforce.com/home/
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(imagerie de fluorescence). Bien que les produits d’Elucida que l’on retrouve en clinique se présentent comme des 

outils d’imagerie, la société développe aussi des nanoparticules visant à apporter un aspect thérapeutique grâce à 

la délivrance de médicament dans la zone tumorale [87,88]. 

 

 

Figure 19. Représentation schématique de l’architecture des particules C’Dot. Adapté du site : 

https://www.elucidaoncology.com/our-science. 

 

2.2.4 AGuIX® : Un candidat médicament  

2.2.4.1 Description et mode d’action 

AGuiX® (Activation et Guidage de l’Irradiation X) est une nanoparticule hybride ultrafine à base de 

polysiloxane et de gadolinium. Elle est développée depuis plus de dix ans par l’ILM à l’Université Claude Bernard 

Lyon 1 [89] et exploitée depuis 2015 par la société NH Theragix afin d’apporter cette nanoparticule innovante sur 

le marché. 

2.2.4.1.1 Caractéristiques chimiques et biocompatibilités 

AGuIX® est une nanoparticule inorganique avec un cœur de silice présentant des groupements chélateurs 

DOTAGA (2-(4,7,10-tris(carboxymethyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecan-1-yl) pentanedioic acid) greffés à sa 

surface de façon covalente par formation d’une liaison amide. Le DOTAGA est un ligand macrocyclique dérivée 

du DOTA (acide 1,4,7,10-tétraazacyclododécane-1,4,7,10-tétraacétique) qui offre, après greffage, huit sites 

coordinations libres pour la chélation d’ions Gd3+. Le complexe DOTAGA(Gd)- présente une très grande stabilité 

(log K = 24,7) et une cinétique de dissociation lente [90]. Ces groupements sont chélatés à plus de 98% par des 

ions Gd3+. Le taux massique de gadolinium dans le produit AGuIX® est de l’ordre de 12 %. Les groupements 

DOTAGA restants sont libres et peuvent chélater d’autres éléments d’intérêts tels que des radio éléments [91]. 

https://www.elucidaoncology.com/our-science
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De par son procédé de synthèse faisant intervenir de l’APTES (3-Aminopropyl)triethoxysilane), AGuIX® 

possède aussi à sa surface des groupements NH2
 qui peuvent être utilisés comme point de greffage à des fins de 

fonctionnalisation avec des biomolécules par exemple (anticorps, peptides, …) [92].  

 

Figure 20. Représentation schématique (a) de la structure d’AGuIX® et (b) de sa surface. 

 

La matrice polysiloxane du corps d’AGuIX® est un matériau très largement considéré comme 

biocompatible. De plus, cette matrice est soumise à dégradation, les sous-produits issus de cette dégradation sont 

de petits fragments TEOSx-APTESy-DOTAGA(Gd)z venant de l’hydrolyse du cœur de la nanoparticule [93].  

Du point de vue de ses caractéristique physiques, AGuIX® présente un diamètre hydrodynamique de 5 ± 

2 nm, une charge de surface proche de la neutralité à pH physiologique [94] et un aspect sphérique. Ainsi, comme 

évoqué dans la Section 2.1., AGuIX® cible les tumeurs par effet EPR et est principalement éliminé par voie rénale 

comme en attestent les conclusions de l’essai clinique « NANO RAD I ». Les résultats menés sur 15 patients 

atteints de métastases cérébrales (354 au total) de cancers primaires divers ont démontré une demi-vie plasmatique 

du produit de 1,3h en moyenne, ainsi que la capacité d’AGuIX® à cibler les tumeurs. Il est intéressant de noter ici 

que cet essai démontre la capacité d’AGuIX® à traverser la barrière hémato-encéphalique et à être concentré dans 

la tumeur par effet EPR [95]. 

2.2.4.2 Mode d’action 

2.2.4.2.1 Agent de contraste IRM 

Le gadolinium est un élément de la famille des lanthanides avec un numéro atomique élevé (Z=64). Son 

nombre de coordination varie entre 8 et 10. Il est usuellement rencontré sous le degré d’oxydation +III [90]. Sous 

sa forme ionisée, le gadolinium présente une structure électronique avec 7 électrons non appariés, ce qui fait de 

lui l’ion métallique paramagnétique avec le spin le plus élevé [96]. Grace à ses propriétés, le gadolinium est utilisé 
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en clinique en tant qu’agent de contraste positif pour l’imagerie à résonance magnétique (IRM). Vendu sous forme 

complexé par des ligands afin d’éviter la toxicité induite par l’ion libre, les agents de contraste basés sur du 

gadolinium (GBCA) sont les produits de contraste IRM les plus utilisés en clinique. On distingue 2 familles de 

GBCA dépendantes de la nature du ligand. Les ligands linéaires (Magnevist®, Omniscan®, …) sont de moins en 

moins utilisés car suspectés de relarguer du gadolinium libre dans l’organisme [97]. La famille des ligands 

cycliques et macrocyclique (Dotarem®, Gadovist®, …) est toujours utilisée en clinique car très stable vis-à-vis de 

la séquestration du Gd3+. Sous forme ionique, le Gd3+ est considéré comme toxique car il est à l’origine de fibroses 

systémiques néphrogéniques (NSF) [98]. De plus, plusieurs travaux ont mis en évidence la déposition de 

gadolinium dans le cerveau et sa périphérie à la suite de l’injection d’agents de contraste [98–100]. Cependant, la 

grande stabilité du complexe DOTAGA(Gd) limite très fortement le risque de relargage de Gd3+ in vivo. Il existe 

déjà sur le marché des agents de contraste à base de gadolinium complexé (Dotarem®, Gadovist®, …). Aussi, de 

nombreuses études réalisées sur des rats, souris et singes ont démontré la bonne tolérance d’AGuIX® même injecté 

jusqu’à 500 mg/kg [101–103]. Les conclusions de l’essai clinique de phase I « NANO RAD I » en escalade de 

dose, ont démontré la bonne tolérance d’AGuIX® pour chacun des 15 patients traités par des doses allant de 15 

mg.kg-1 à 100 mg.kg-1 [95]. Le DOTAREM® est un des agents de contraste IRM les plus utilisés, le complexe 

associé à ce médicament est le DOTA(Gd) qui est très proche du DOTAGA(Gd) greffé à la surface d’AGuIX®. 

De la même manière que le DOTAREM® présente des propriétés magnétiques intéressantes pour l’imagerie, 

AGuIX® possède aussi des caractéristiques d’agent de contraste positif pour l’IRM comme indiqué en Figure 21. 

 

 

Figure 21. Mise en évidence des propriétés d’agents de contratse d’AGuIX®. Image IRM du patient 13 de 

l’essai « NanoRad I ».  Adapté de Verry et al. [95]. 

 

AGuIX® a démonté des propriétés de persistance intratumorale permettant ainsi d’imager les tumeurs 

jusqu’à 8 jours après l’injection de la nanoparticule. Cette rétention permet d’imager plusieurs fois avec une seule 

injection. De manière intéressante, la durée du signal n’excède pas 2 heures après injection dans les zones saines 

du cerveau [95] mettant en évidence les caractéristiques de rétentions des nanoparticles par les tissus tumoraux 

(effet EPR). 
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2.2.4.2.2 Mode d’action : Radiosensibilisation 

La radiothérapie est un traitement local des tumeurs. Elle consiste en l’irradiation ciblée des tumeurs par 

des rayons ionisants. Cette irradiation entraîne la mort des cellules cibles par divers mécanismes dont les 2 

principaux sont : 

• Action directe : cassures directes d’un seul et/ou des 2 bras de l’ADN qui entraînent l’apoptose 

• Action indirecte : augmentation locale du stress oxydant par la génération de ROS interagissant 

avec l’ADN 

 

 

Figure 22. Mode d’action de l’irradiation par 2 mécanismes majeurs : (1) Induction d’une ionisation directement sur le 

bras d’ADN (2) Génération de ROS qui entrainent des dommages cellulaires.  

 

En effet, la radiolyse de l’eau (60% du poids d’un adulte, 80% de la composition d’une cellule) produit 

une grande variété d’espèces, des plus oxydantes (.OH, H2O2, O2) au plus réductrices (.H, .e-
aq, .O-

2). Ces espèces 

chimiques très réactives, communément appelées Reactive Oxygen Species (ROS), entrainent des dommages au 

niveau biologique et contribuent à hauteur de 60% des dommages dus à la radiothérapie par rayon X [104].   

Il existe plusieurs types d’irradiations possédant chacune leurs spécificités (rayon X, rayon γ, électrons, 

neutrons particules chargées). En clinique, c’est l’irradiation par rayon X qui est la plus répandue. La dose reçue 

par les patients se mesure en Gray (1 Gy = 1 J/Kg) et dépend de nombreux paramètres tels que le type de cancer, 

la taille et emplacement de la tumeur. En moyenne, la dose reçue oscille entre 45 et 80 Gy. Cette irradiation est 

fractionnée au cours de plusieurs séances. La plupart des séances de radiothérapie sont réalisées avec des 

irradiateurs 6 MV qui permettent la production de rayons X de haute énergie pénétrant profondément sous la peau. 

L’interaction des rayons X avec la matière dépend de l’énergie incidente (E) et du numero atomique (Z) 

de l’élément rencontré.  
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Pour de faibles energes (E < 100keV), l’effet photoélectrique est prépondérent. Il consiste en l’absorption 

d’un photon X par un atome, entraînant l’expulsion d’un électron (photoélectron) situé dans les couches 

électroniques internes de l’atome. La lacune de la couche électronique est ensuite comblée par un électron 

d’énergie plus élevée. Finalement, cette energie est libérée sous forme de photons et/ou d’autres électrons appelés 

électrons Auger. Ces électrons libérés dans l’environnement de l’intéraction générent ainsi des ROS (voir Figure 

X). L’effet photoélectrique dépend du matériau et varie en Z4 ou Z5.  

Pour des énergies moyennes (100keV à quelques LeV), l’effet Compton apparait. Il consiste en la 

collision d‘un photon incident avec un électron des couches externes. Seule une partie de l’énergie est transmise à 

l‘électron, le reste est libéré par la diffusion d’un photon d’énergie inférieure (voir Figure X). Le photon diffusé 

va à son tour, et selon son énergie entrainer un effet photoélectrique ou Compton. 

 

Figure 23. Schéma illustrant (haut) l’éffet photoélectrique et (bas) l’éffet Compton. Figure adaptée de Butterworth et al. 

[76]. 

A travers ces 2 phénoméne, on comprend ici l’intérêt d’utiliser des matériaux avec un haut numéro 

atomique. Des études théoriques [105–107] et expérimentales [108–110] ont démontré que la production de ROS 

pouvait être grandement augmentée dans l’environnement de nanoparticules composées d’éléments au numéro 

atomique Z élevé. L’émission d’électrons suite à l’interaction avec les nanoparticules entraine la génération de 

ROS localement et conduit à la mort des cellules proches de la nanoparticule. Cet effet est connu comme effet 

radiosensibilisant (radiosensitizing effect). La quantité de ROS produite dépend principalement de l’énergie du 

rayonnement incident et du numéro atomique Z rencontré. Plus Z est important plus la quantité de ROS générée 

est élevée [108]. Ainsi, comme indiqué Figure 24.b., on remarque bien que l’augmentation locale de la dose 

relative délivrée et d’autant plus forte le Z est grand. Les éléments les plus étudiés pour la radiosensibilisation sont 

l’or (Z=79) [50,111], l’hafnium (Z=72) exploité à travers la société Nanobiotix sous forme d’oxyde (Voir Section 

2.2.3.2) et le gadolinium (Z = 64) avec NH Theraguix et la nanoparticule AGuIX®. Le bismuth est un élément 

intéressant dans le processus de radiosensibilisation car il est l’élément stable le plus lourd.  



41 

 

 

Figure 24. (a) La simulation de la dose locale déposée après l’irradiation des nanoparticules à 2 Gy fait apparaitre des 

nano-spots de haute énergie. Figure issue de Lux et al .[103] (b) Augmentation relative de la dose d’irradiation délivré par 

unité de masse en fonction de l’energie incidante et du numéro atomique Z. Les éléments lourds augmentent de facon 

significative la dose relative et cela même pour des faibles énergies. Figure adaptée de McMahon et al [105]. 

 

Pour résumer le principe de thérapie avec la nanoparticule AGuIX® est le suivant : (i) après injection 

intraveineuse, la nanoparticule s’accumule dans la tumeur (<1% de la dose injectée [112]) ou est filtrée par les 

reins, (ii) un examen IRM permet ensuite de localiser la tumeur grâce aux propriétés de contraste du gadolinium 

lié à la particule, (iii) cette tumeur est ensuite la cible des rayons de la radiothérapie, qui en interagissant avec 

AGuIX® génère une grande quantité de ROS qui va entrainer la mort des cellules tumorales environnantes.  
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2.2.4.3 Synthèse 

La synthèse d’AGuIX® comporte des étapes de type « bottom-up » puis « top-down » et est détaillée dans 

la Figure 25 [113,114]. 

 

 

Figure 25. Schéma de la syntèese de AGuIX® [115], comme décrite par Mignot et al. [113]. 

 

Après l’obtention de cœurs d’oxyde de gadolinium [116], on les encapsule dans une couche de 

polysiloxane. Cette couche est obtenue grâce à la chimie « sol-gel » de la silice [117]. Le mélange de silanols 

APTES et TEOS initialement introduits va subir des étapes d’hydrolyse-condensation qui vont mener à l’obtention 

de la couche de polysiloxane. Le TEOS a été choisi pour réticuler et densifier le réseau de silice. L’APTES a été 

choisi pour ses groupements amine, il apporte ainsi à la couche de silice des groupes chimiques réactifs qui 

pourront être utilisés comme pour des greffages ultérieurs [92,118–121]. L’étape suivante consiste en le greffage 

de DOTAGA à la surface du réseau de silice. Le greffage se fait par l’ajout de DOTAGA-Anhydride. Le 

groupement anhydride réagit avec les amines de l’APTES pour former une liaison amide permettant de greffer de 

façon covalente le DOTAGA a la couche de silice. Ces groupements DOTAGA sont capables de former des 

complexes très stables avec les lanthanides comme le gadolinium. Finalement, les nanoparticules sont transférées 

dans l’eau, on observe alors la dissolution du cœur d’oxyde de gadolinium ce qui libére les ions Gd3+ qui sont 

captés par les DOTAGA en surface. La disparition de l’oxyde au cœur de la nanoparticule provoque 

l’effondrement de la structure de silice menant ainsi à des nanoparticules ultrafines : le produit AGuIX®. La 

solution est ensuite purifiée, filtrée à 0,2µm puis enfin lyophilisée. Le produit final se présente sous la forme d’une 

poudre marron comme présenté en Figure 26. 
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Figure 26. Présentation d’un flacon d’AGuIX®. 

 

2.2.4.4 Perspectives et développement 

  AGuIX® fait l’objet de plusieurs essais cliniques détaillés dans la Figure 27.  Un premier essai de phase 

1 portant sur le traitement de métastases cérébrales par irradiation globale du cerveau a été conclu avec succès 

(NANORAD 1). Ainsi, quinze patients avec 354 métastases ont été inclus. Aucun effet toxique limitant la dose 

n'a été observé jusqu'à des injections de 100 mg/kg. La demi-vie d'élimination plasmatique d'AGuIX® était 

similaire pour tous les groupes (moyenne 1,3 h; plage de 0,8 à 3 heures). Un ciblage efficace des métastases 

(amélioration de l'IRM T1, sélectivité tumorale) et la persistance de l'amélioration du contraste AGuIX® ont été 

observés dans les métastases. La concentration d'AGuIX® dans les métastases après administration était 

proportionnelle à la dose injectée. Il est important de noter que treize des quatorze patients évaluables ont eu un 

bénéfice clinique du traitement, avec soit une stabilisation soit une réduction du volume tumoral. L'analyse IRM 

a montré une corrélation significative entre le contraste et la réponse tumorale, favorisant ainsi un effet 

radiosensibilisant [95]. AGuIX® cible donc spécifiquement les métastases cérébrales et est retenue dans les 

tumeurs jusqu'à 1 semaine. Ces résultats encourageant ont mené au démarrage d’une étude de phase 2 afin 

d’évaluer définitivement l'efficacité de la nanoparticule (NANORAD 2). La société a démarré un autre essai 

clinique de phase 2 aux Etats-Unis (NANOBRAIMETS). La nanoparticule AGuIX® est également utilisée pour 

évaluer en clinique d’autres indications comme le cancer de l’utérus (NANOCOL), du pancréas et du poumon 

(NANOSMART) ou encore le glioblastome (NANO-GBM). 

Si l’efficacité du médicament se vérifie au travers les essais cliniques, AGuIX® présente un fort potentiel 

d’usage de par sa large gamme d’applications dû à son mode d’action, sa facilité d’injection par voie intraveineuse, 

son élimination rénale et sa très bonne tolérance. De plus, le développement de nouvelles machines médicales 

comme les MRI-LINAC offrant la possibilité d’imagerie IRM couplée à une source de radiothérapie rend l‘usage 
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d’AGuIX® encore plus pertinent [122]. AGuIX® est ainsi à l’étude dans 5 essais cliniques comme indiqués en 

Figure 27. 

 

 

Figure 27. Pipline de dévellopment de la société NhTheraguix pour le candicat médicament AGuIX®. Issue du site de 

NhTheraguix : https://nhtheraguix.com/pipeline/. 

 

2.3 Objectifs de thèse 

Cette thèse présente deux intérêts distincts. Premièrement, une grande partie de la thèse se focalise sur 

l’analyse de la nanoparticule AGuIX®. Le but étant de développer des nouvelles méthodes d’analyse et de les 

coupler aux caractérisations de routine d’AGuIX® afin de réaliser un bilan des caractéristiques physico-chimiques 

de la nanoparticule le plus complet possible. Deuxièmement, cette thèse vise le développement d’une seconde 

génération d’AGuIX® proposant des thérapies plus performantes en oncologie. Plusieurs projets ont été menés en 

parallèle au contact de différents partenaires français ou internationaux principalement impliqués dans l’évaluation 

des propriétés biologiques des nouvelles particules utilisées (voir Figure 28).  

Ce manuscrit se compose de 3 chapitres traitant d’une majeure partie des résultats obtenus pendant la thèse. 

Les résultats biologiques obtenus par les partenaires sont présentés brièvement à la fin des chapitres concernés. 

Les publications issues de la thèse sont insérées au sein même des chapitres. 

En résumé : 

• Chapitre 3 : Le but est de réunir une grande variété de caractérisations d’AGuIX® pour déterminer ses 

propriétés physico-chimiques. La détermination de la taille, la charge, la géométrie tout comme le 

comportement de la nanoparticule, son processus de fragmentation et leur nature chimique, font partie de 

ce chapitre. L’ensemble des réponses apportées seront compilées afin de pouvoir extraire une 

https://nhtheraguix.com/pipeline/
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représentation 3D de la particule. Une partie de ce travail est réalisé avec l’aide de nos partenaires de 

l’Institut des Sciences Analytiques (ISA, Lyon, France) dans le cadre du projet ANALYTAGUIX. 

 

• Chapitre 4 : Le premier projet sur la seconde génération d’AGuIX® consiste en l’apport de nouvelles 

propriétés anti-tumorales. Après avoir mis en avant la relation entre excès de cuivre et cancer, il vient à 

l’idée que les groupements DOTAGA complexant initialement le Gd pourraient aussi être utilisés pour 

induire une déplétion du cuivre au niveau tumoral et les effets anti-tumoraux liés. Ce projet vise donc à 

mettre en place un procédé de relargage du gadolinium afin d’obtenir une particule AGuIX® pouvant 

capter le cuivre intratumoral. Après une caractérisation totale, l’activité biologique de ce nouveau produit 

a fait l’objet d’études in vitro et in vivo menées par nos partenaires de l’Institut Physique des 2 Infinis 

(IP2I, Lyon, France). 

 

• Chapitre 5 : Le second projet sur la seconde génération d’AGuIX® consiste à améliorer l’effet 

radiosensibilisant des nanoparticules, c’est-à-dire leur capacité à améliorer la radiothérapie. Pour se faire, 

nous avons poussé l’étape de relargage du gadolinium (voir Chapitre 4) générant ainsi une forte quantité 

de DOTAGA libres capables de complexer du bismuth. Le bismuth est un élément à haut Z permetant 

d’augmenter l’effet radiosensibilisant. Après une caractérisation structurale et physico-chimique 

complète, l’activité biologique de ce nouveau produit à fait l’objet d’études in vitro et in vivo menées par 

nos partenaires de Harvard Medical School (Boston, USA). 
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Figure 28. Synthèse des projets de thèse 
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3 Caractérisation de la nanoparticule AGuIX® 

Comme évoqué dans le chapitre 2, connaître les caractéristiques structurales et physico-chimiques d’une 

nanoparticule est primordial pour évaluer son devenir au sein de l’organisme. De plus, une caractérisation 

approfondie s’appuyant sur différentes techniques de mesure est essentielle pour convaincre les autorités sanitaires 

lors du complexe processus de validation du médicament. Ainsi, dans ce chapitre, nous nous efforcerons de 

rappeler les méthodes historiquement utilisées pour caractériser AGuIX® et évoquerons les résultats de nouvelles 

techniques apportant confirmations et/ou nouvelles informations sur les caractéristiques du produit AGuIX®. Pour 

ce faire nous avons analysé un échantillon d’AGuIX® par un panel de méthodes analytiques. Grâce à ces 

informations complémentaires, nous tenterons de fournir la structure 3D la plus représentative possible de la 

nanoparticule. 

3.1 Détermination de taille  

3.1.1 Dynamic Light Scattering (DLS) 

La taille des nanoparticules peut être évaluée par diffusion dynamique de la lumière (DLS, Dynamic Light 

Scattering), une technique très utilisée dans l’analyse de suspensions colloïdales et reconnue par l’Organisation de 

Coopération et de Dévelopement Economique (OCDE) dans le cadre de son travail d’harmonisation des techniques 

de caractérisations des nanomatériaux [123]. Cette méthode d’analyse d’ensemble, indirecte et non destructive 

basée principalement sur le phénomène de diffusion de Rayleigh fournit le diamètre hydrodynamique des 

particules en présupposant que ce sont des sphères. Les particules en mouvement Brownien dans le milieu vont, 

en passant devant le faisceau laser, moduler dans le temps l’intensité de la lumière diffusée à un angle donné. Cette 

modulation dans le temps est reliée à la taille des particules par l’intermédiaire de la fonction d’autocorrélation de 

l’intensité temporelle. De cette fonction d’autocorrélation de l’intensité diffusée, on peut remonter au rayon 

hydrodynamique des nanoparticules en solution [124]. La détermination du rayon hydrodynamique d’une 

particule via la DLS se fait par la détermination du coefficient de diffusion D de l’échantillon. Ce coefficient D 

est obtenu par l’intermédiaire du temps de relaxation τ de la fonction d’autocorrélation comme exposé dans 

l’Equation 1. 

Équation 1 :  1/𝜏 = 2𝐷𝑞2 

• τ est le temps de relaxation 

• D est le coefficient de diffusion 

• q est le vecteur de diffusion (q=4p sin()/ où 2 est l’angle de diffusion et  
la longueur d’onde incidente) 

Une fois le coefficient D déterminé le rayon hydrodynamique est obtenu via la relation de Stokes-

Einstein (Equation 2). 
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Équation 2 : 𝑅𝐻 =  𝑘𝐵𝑇6𝜋𝜂𝐷 

• RH est le rayon hydrodynamique de l’espèce analysée 

• kB est la constante de Boltzmann 

• η est la viscosité du fluide 

 

Les différentes valeurs évaluées par la DLS lors de l’analyse d’AGuIX® sont présentées dans le Tableau 

2 et la répartition volumique en Figure 29.  
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Figure 29. Répartition volumique du diamètre hydrodynamique d’AGuIX® 

 

Tableau 2. Résultats de la mesure DLS de AGuIX® 

Produit 2RH = D
H
 (nm) Z-Average (nm) PDI 

AGuIX
® 5,6 ± 2,0 7,5 0,204 

 

La DLS permet de mesurer le diamètre hydrodynamique proche de 5,6 ± 2,0 nm. Cette valeur est la 

« mode » (ou maximum) de la distribution. Le Z-Average est une mesure utilisée en DLS censée représenter le 

diamètre de la population gaussienne monodisperse la plus proche de l’échantillon mesuré : ici 7,5 nm. Cette 

valeur à tendance à être supérieure à la mesure de la nanoparticule car les plus grosses particules diffusent plus de 

lumière. Néanmoins on retrouve un très bon accord entre le diamètre moyen et le z-average ce qui renforce le 

caractère monodisperse d’AGuIX®. Le PDI (PolyDispersity Index), est un nombre sans dimension indiquant la 
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largeur de la distribution de taille de l’échantillon. Ainsi, des valeurs inférieures à 0,05 sont rarement observées 

ailleurs que dans des échantillons hautement monodisperses. En revanche, des valeurs supérieures à 0,7 sont 

caractéristiques d‘échantillons avec une distribution très large et non adaptée à la technique de DLS. Les calculs 

de ce paramètre sont définis dans les documents standards ISO 13321 :1996 E et ISO 22412:2008. 

3.1.2 Taylor Dispersion Analysis (TDA) 

Lors de cette thèse, un travail en collaboration avec l’Institut des Sciences Analytiques (ISA, Agnès 

Hagège, Lucie Labied) a été mené pour développer une nouvelle méthode d’analyse des nanoparticules dans le 

cadre du projet ANR ANALYTAGUIX. Cette nouvelle méthode est basée sur le phénomène de dispersion de 

Taylor.  Ce phénomène physique, couplé à une détection par ICP-MS permet de déterminer avec précision la taille 

de nanoparticules contenant des métaux.  

La dispersion de Taylor est un phénomène qui a d’abord été décrit par Sir Geoffrey Taylor en 1953, sur 

la dispersion subie par une molécule soumise à un flux laminaire dans un tube, lorsque la diffusion le long du tube 

est négligeable. Son principe est schématisé en Figure 30. Un flux laminaire dans un tube de section circulaire a 

un profil de vitesse parabolique (représenté par les flèches bleues). La vitesse du fluide est maximale au centre du 

tube, et quasi-nulle aux parois. Lorsqu’un échantillon est injecté, les espèces au centre du tube sont alors plus 

rapides que les espèces proches des parois, et un gradient de concentration s’établit (en orange).  

 

 

Figure 30. Principe de l’analyse par dispersion de Taylor [115]. 

 

Dans ces conditions, seule la diffusion radiale a lieu. Les espèces situées au centre du capillaire diffusent 

vers les parois et voient alors leur vitesse diminuer. De même, les espèces se situant aux parois diffusent vers le 

centre et accélèrent. Ces phénomènes de diffusion entrainent une oscillation de la vitesse des espèces en solution 

autour de la vitesse moyenne. Le signal détecté en sortie du capillaire peut alors être assimilé à un pic gaussien et 

est appelé un Taylorgramme. Une représentation schématique est donnée en Figure 31. Les petites molécules 

diffusent rapidement, ce qui mène à un faible écart autour de la vitesse moyenne. Le Taylorgramme déterminé est 

alors représenté par un pic fin. En revanche, pour un analyte plus gros, tel qu’une protéine ou une nanoparticule, 

la diffusion est plus lente et le pic observé sera large. 
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Figure 31. Forme schématique d’un taylorgramme selon la taille de l’espéce detectée [115]. 

 

Dans des conditions optimales, cette méthode permet de remonter au coefficient de diffusion D d’une 

espèce spécifique par le biais de l’Equation 3.  

Equation 3 : 𝐷 =  𝑅𝑐2𝑡024𝜎2 

• Rc est le rayon du tube 

• t0 est le temps de résidence moyen du pic  

• σ la variance temporelle du pic 

  De la même manière que lors de la mesure DLS, la détermination du coefficient de diffusion D permet 

l’obtention du rayon hydrodynamique RH par l’équation de Stokes-Einstein (Equation 2).  Le développement de 

cette méthode d’analyse est très intéressante dans l’étude de nanoparticules en milieu complexe, étude difficile à 

mener avec la DLS qui est limitée par sa faible résolution dû aux modalités de la mesure [124]. L’ajout du mode 

de détection ICP-MS lié à la dispersion de Taylor permet, grâce au suivi du gadolinium, de se focaliser sur la 

nanoparticule et les potentiels produits issus de son interaction avec un milieu biologique complexe. 

 Dans le travail de L. Labied et al : «Taylor Dispersion Analysis Coupled to Inductively Coupled Plasma-

Mass Spectrometry for Ultrasmall Nanoparticle Size Measurement: From Drug Product to Biological Media 

Studies » de 2021 [125] la méthode TDA a été appliquée à la nanoparticule AGuIX® afin de déterminer son RH  

dans une solution de Tris NaCl à différents pH ainsi que dans des milieux plus complexes tel que : Fluide Cérébro 

Spinal (CSF), urine synthétique, Tris NaCl avec Albumine Humaine (HSA) ou encore dans du sérum humain. Les 

résultats de la mesure du RH d’AGuIX® à pH 7,4 sont présentés dans le Tableau 3 ainsi que le Taylorgramme 

d’AGuIX® en Figure 32. 
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Tableau 3. Détermination du RH d’AGuIX® par TDA-ICP/MS à pH 7,4. Issue de L. Labied et al [125] 

Produit R
H
 (nm) DH (nm) 

AGuIX
® 2,3 ± 0,2 4,6 ± 0,4 

  

 

Figure 32. Taylogramme d’AGuIX® avec détection par ICP-MS (Gd 158, noir). Fit Gaussien monomodale (rouge) issue 

de la déconvolution du signal renseignant sur le rayon hydrodynamique d’AGuIX® à 0,5 g/L dans une solution de Tris 

NaCl 150 mM ph 7,4. 

 

Les résultats de la mesure TDA indiquent un diamètre hydrodynamique d’AGuIX® de 4,6 ± 0,4 nm. Il est 

intéressant de noter que cette valeur est inférieure à celle obtenue par DLS qui est de 5,6 ± 0,8 nm. L’obtention 

d’une valeur plus grande en DLS peut s’expliquer par le fait que les particules plus grosses de la distribution 

diffusent plus la lumière, déplaçant ainsi la valeur caractéristique de la distribution vers les plus grandes tailles. 

Les deux valeurs restent néanmoins très proches et cohérentes entre elles. 

3.1.3 Diffusion des rayons X aux petits angles (Small Angle X-ray Scattering 

SAXS) 

La diffusion des rayons X aux petits angles ou Small Angle X-ray Scattering (SAXS) est une technique 

qui permet de mesurer le rayon de giration (Rg) des nanoparticules. Mathématiquement, Rg représente la distance 

quadratique moyenne de chaque élément de la structure au centre de masse (Equation 4). Rg est similaire à la taille 

physique mesurée par microscopie électronique, cependant la petite taille d’AGuIX® et la faible densité de sa 
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matrice de silice rendent la mesure par microscopie électronique difficile. La mesure SAXS est une bonne 

alternative permettant de confirmer des résultats obtenus par d’autres méthodes de mesure de la taille telle la DLS 

[123].  

Equation 4 : 𝑅𝑔 =  √∑ 𝑚𝑖𝑟𝑖2∑ 𝑚𝑖  

• mi est la masse de l’élément i 
• ri est la distance de l’élément i au centre de masse 

 

Si nous supposons que les nanoparticules sont des sphères homogènes, alors le diamètre hydrodynamique 

DH peut être facilement calculé à partir de Rg (Equation 5). 

Equation 5 : 𝐷𝐻 = 2. √53 . 𝑅𝑔2 

• DH est le diamètre hydrodynamique 

• Rg est le rayon de giration 
 

La Figure 33 explicite le lien entre Rg et RH afin de mieux comprendre le rapport entre ces 2 mesures. 

 

 

Figure 33. Schéma illustrant le lien entre Rg et RH [126]. 
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Cette technique de mesure peut être utilisée dans une large gamme de concentration contrairement à la 

DLS qui nécessite généralement des échantillons dilués afin d’éviter une trop forte absorption ou une trop forte 

viscosité de l’échantillon. 

Le principe de la mesure par SAXS consiste en l’irradiation d’un échantillon par un faisceau de rayons X 

monochromatique de vecteur d’onde k0 = 2π/λ avec λ la longueur d’onde du rayonnement X. Les atomes de l’objet 

interagissent avec le rayonnement incident donnant lieu à un rayonnement secondaire diffusé. Les ondes 

lumineuses diffusées interférent les unes avec les autres pour créer des motifs d’interférence sur un détecteur. 

Chaque motif représente le vecteur d'onde de diffusion résultant k1. L’intensité diffusée est en général exprimée 

expérimentatlement et théoriquement en fonction du vecteur de diffusion q avec q = k1 – k0 (voir Figure 34.a.). 

L'intensité de diffusion I varie (décroit) en fonction du vecteur de diffusion q comme on peut l’observer sur les 

résultats de la mesure SAXS d’AGuIX® en Figure 34.c. 

 

Figure 34. (a) Représenation schématique du principe de la mesure par SAXS.  Issue de D. Svergun  [127]. (b) Figure de 

diffraction obtenu lors de l’analyse d’AGuIX® (c) Intensité diffusé I d’une échantillon d’AGuIX® à 100g/L en fonction 

du vecteur de diffusion q. 

 

L’intensité diffusée est dépendante de paramètres structuraux tels que la taille, la géométrie ou encore la 

distance entre particules. Il existe différents modèles mathématiques pour exploiter cette fonction de diffusion I(q). 

La plus utilisée est l'approximation de Guinier. En effet, lorsque que qRg<1 alors I(q) peut s’exprimer sous la 

forme d’une fonction exponentielle dépendante du rayon de giration Rg (Equation 7). 
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Equation 7 Loi de Guinier :  𝐼(𝑞) = 𝐼(0). exp (− 𝑅𝑔2𝑞23 ) 

• q est la norme du vecteur de diffusion (Å) 

• Rg est le rayon de giration (Å) 

 

 

En représentant Ln(I) =f(q2) la droite obtenue a une pente directement reliée à Rg (voir Equation 8).  

Equation 8 Loi de Guinier :  𝐿𝑛(𝐼(𝑞2)) = 𝐿𝑛(𝐼(0)) − 𝑅𝑔23 . 𝑞2 

• q est la norme du vecteur de diffusion (Å) 

• Rg est le rayon de giration (Å) 

 

L’analyse de la fonction de diffusion I(q) issue de AGuIX® à 100 g/L dans l’eau est présentée en Figure 

35. Les résultats de Rg et DH qui en découlent sont présentés dans le Tableau 4.  

 

 

Figure 35. (a) Determination du rayon de giration Rg de AGuIX® par application de la loi de Guinier. Le fit linéaire 

proposé présente un R2 de 0,999. (b) Comparaison entre les données expérimentales et la loi de Guinier obtenue pour Rg 

= 17,94 Å.  
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Tableau 4. Résultats de l’analyse des données SAXS d’AGuIX® 

Produit Rg (nm) DH-SAXS (nm) 

AGuIX
® 1,8 ± 0,1 4,6 ± 0,3 

 

D’après les résultats de la SAXS, AGuIX® présente un rayon de giration Rg égal à 1,8 ± 0,1 nm et une 

distribution quasi monodisperse des tailles de particules. Un tel rayon de giration serait associé à un diamètre 

hydrodynamique DH égal à 4,6 nm dans l’hypothèse d’une particule sphérique. Ce résultat est en accord avec les 

diamètres déterminés par les méthodes de DLS (Section 3.1.1.) et TDA (Section 3.1.2.) comme indiqué dans le 

bilan en tableau 5. 

 

Tableau 5. Récapitulatif des différents diamétres hydrodynamique obtenus avec les méthodes DLS, TDA et SAXS 

Produit DH-DLS (nm) DH-TDA (nm) DH-SAXS (nm) 

AGuIX
® 5,6 ± 2,0 4,6 ± 0,4 4,6 ± 0,3 

 

3.2 Masse, charge, géométrie et propriétés magnétiques d’AGuIX® 

3.2.1 Détermination de la masse par SEC-MALLS 

Pour étudier la masse molaire d’une nanoparticule, l'une des techniques les plus utilisées est la 

chromatographie liquide haute performance utilisant une colonne SEC couplée à un détecteur de diffusion de 

lumière laser multi-angle (MALLS). En effet, il existe de nombreuses nanoparticules polymériques (voir Section 

2.2.1) dont la détermination de leur masse molaire est un paramètre majeur. Le système MALLS mesure la lumière 

diffusée par l'échantillon à une gamme d'angles (dans ce cas, 18 angles différents), il en extrapole le poids 

moléculaire à partir de la théorie de la diffusion de la lumière de Rayleigh-Debye-Gans [128]: 
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Equation 9  
𝐾∗.𝑐𝑅(𝜃,𝑐) =  1𝑀𝑤.𝑃(𝜃) + 2. 𝐴2. 𝑐 

• R est le rapport de Rayleigh, un coefficient expérimental dépendant de 
l'intensité de la lumière diffusée à angle θ et la concentration ue soluté c 

• Mw est la masse molaire moyenne en poids du soluté 

• A2 est le second coefficientde Viriel 

• K* est une constante 𝐾∗ =  4.𝜋2.(𝜕𝑛𝜕𝑐)2.𝑛02𝑁𝑎.𝜆4  

• NA est le nombre d'Avogadro 

•  n0 est l'indice de réfraction du solvant, λ est la longueur d'onde du laser 

•  
𝜕𝑐𝜕𝑛 est l’incrément d’indice de réfraction,calculé grâce à une diffractomètre 

différentiel (DRI) 

• P(θ) est une fonction qui décrit la dépendance angulaire de la lumière 
diffusée et elle est liée au rayon de giration Rg  

 

Le développement de P(θ) à l’ordre 1 nous donne : 

Equation 10  𝑃(𝜃) ≈ 1 − 16.𝜋2.𝑛02.𝑅𝑔23.𝜆2 . 𝑠𝑖𝑛2 (𝜃2) 

En déterminant R(θ) par extrapolation grâce à la mesure de l’intensité diffusée à 18 angles différents on 

est alors capable de déterminer la masse molaire pondérée Mw du soluté injecté et le rayon de giration. Les résultats 

de la mesure effectuée à l’Institut d’Ingénierie des Matériaux Polymères (IMP, Lyon, France) sont respectivement 

présentés le Tableau 6. 

 

Tableau 6. Résultats des massesd’AGuIX® obtenues par mesure SEC-MALLS 

Produit Mw (g/mol) Mn (g/mol) Mw/Mn 

AGuIX
® 20270 ± 152 15600 ± 201 1,299 ± 0,019 

 

La masse moléculaire moyenne en nombre Mn est la masse moléculaire moyenne statistique de toutes les 

particules de l'échantillon, pondérée par leur nombre. La masse moléculaire moyenne en poids Mw prend en compte 

le poids moléculaire d'une particule pour déterminer les contributions à la moyenne. Les particules AGuIX® 

présentent donc une masse moléculaire moyenne en nombre Mn = 15 600 ± 201 g/mol et une masse moléculaire 

moyenne en poids Mw = 20 270 ± 152 g/mol d’après la mesure par SEC-MALLS. Le ratio Mw/Mn est appelé indice 

de polydispersité, Plus l'indice de polydispersité est élevé, plus la distribution du poids moléculaire est large. Une 

suspension monodisperse où toutes les particules sont de masse égale (comme une protéine) a un Mw/Mn = 1. Les 

polymères synthétiques les mieux contrôlés (utilisés pour les calibrations) ont un Mw/Mn de 1,02 à 1,10. De plus, 
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les polymères issus de réactions en chaîne donnent des valeurs Mw/Mn comprises entre 1,5 et 20 [129]. Avec une 

valeur d’indice de polydispersité de 1,299 ± 0,019, AGuIX® est une suspension avec une très faible dispersité. 

 

3.2.2 Détermination de la charge par Zêtamétrie 

Le potentiel zêta est une propriété physique qui est présentée par toute particule en suspension. Les 

particules dispersées dans un milieu aqueux acquièrent une charge de surface, principalement par ionisation des 

groupes de surface ou par adsorption d'espèces chargées. Ces charges de surface modifient la distribution des ions 

environnants. Cette distribution donne lieu à deux régions, une région intérieure (couche de Stern) où les ions sont 

fortement liés à la particule et une région extérieure (diffuse) où ils sont moins associés. Dans la couche diffuse, 

il existe une limite théorique à l'intérieur de laquelle les ions et les particules forment un ensemble stable. Ainsi, 

lorsqu'une particule se déplace (par exemple, en raison du mouvement Brownien), les ions situés à l'intérieur de la 

limite se déplacent comme faisant partie de la particule. Le potentiel zêta est le potentiel de la frontière au-delà de 

laquelle les ions ne sont pas affectés par le mouvement de la particule comme indiqué en Figure 36. 

 

Figure 36. Représentation schématique du potentiel zêta [130] 

 

Le potentiel zêta est donc lié à la charge des nanoparticules. Il permet d’évaluer leurs interactions, la 

stabilité des suspensions ou de vérifier le bon déroulement d’une fonctionnalisation de surface. En effet, lors d’une 

fonctionnalisation de surface, le changement de groupes chimiques peut se traduire par un changement 

d’ionisation. Le principe de la mesure repose sur l’application d’un champ électrique à des particules en solution. 
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Sous l’effet du champ électrique, les particules vont se mettre en mouvement. Celui-ci est étudié grâce à la 

diffusion de la lumière. En effet, la fréquence de la lumière diffusée dépend de la vitesse des particules (effet 

Doppler). La détermination de la vitesse (mobilité électrophorétique) permet ensuite de calculer le potentiel zêta 

des particules [130]. La mesure peut être effectuée à différents pH car l’acidité du milieu influe directement sur 

l’état de charge des espèces en surface et donc sur la charge globale de l’objet. Le pH au point iso-électrique est 

le pH pour lequel la particule possède une charge globale de surface nulle. Les résultats obtenus à partir d’un 

échantillon d’AGuIX® sont présentés en Figure 37.  
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Figure 37. Valeur du potentiel zêta d’AGuIX® (10 g/L) à différents pH dans une solution de NaCl à 5mM. Le point iso-

électrique est atteint à pH = 7,8 

 

AGuIX® est donc chargée positivement à pH acide et négativement à pH basique >8. Cette évolution est 

cohérente avec la composition d’AGuIX®. Ainsi, à pH acide, les groupements amine résiduels (n’ayant pas réagi 

avec le DOTAGA anhydride) et les groupements silanols sont protonés, ce qui confére une charge globale positive.  

Ils semblent en effet être largement majoritaires par rapport aux complexes DOTAGA(Gd) qui ont une charge 

permanente négative (-1). En augmentant le pH, les groupes amine deviennent neutres faisant ainsi diminuer la 

charge globale jusqu’à devenir neutre puis négative dû à la présence de complexes de gadolinium. Le point iso-

électrique d’AGuIX® est mesurée à pH = 7,8. Au pH physiologique de 7,4 AGuIX® présente une charge légèrement 

positive. 

3.2.3 Détermination de la géométrie pas SAXS 

L’analyse des données de mesure par SAXS nous renseigne également sur la géométrie de la particule 

analysée. Premièrement, l’intensité diffusée est isotrope. Comme attendu, l’échantillon ne présente pas de direction 
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privilégiée. Cette symétrie autour de l’axe central permet le calcul d’une intensité moyenne azimuthale, comme 

on l’observe en Figure 38. 

L’intensité à petites valeurs de q peut être analysée par la loi de Guinier. De plus, dans le cas où le vecteur 

de diffusion q est suffisamment grand devant la plus grande dimension structurale caractéristique de l’objet on se 

trouve alors dans le régime dit de Porod, qui dépend des caractéristiques de surface de la particule. Dans ce régime, 

I(q) peut s’exprimer sous la forme suivante : 

Equation 10 Loi de Porod :  𝐼(𝑞) =  2.𝜋𝑞−4 . 𝐶2. 𝑆 

• q est la norme du vecteur de diffusion (Å) 

• C la constante de Porod, intégrant le facteur de contraste, c’est à dire la 
différence de densité électronique entre la particule et le milieu  

• S est l’aire totale des interfaces particule/milieu dans le volume irradié 

 

Dans le cas d’une suspension colloïdale d’objets sphériques, le terme C2.S est indépendant de q, il apparait 

alors que dans le domaine de Porod la valeur de Ln(I(q)) décroit linéairement en fonction de Ln(q) avec une pente 

de valeur -4. L’analyse de l’intensité diffusée par AGuIX® est présentée en Figure 38. 
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Figure 38. Analyse du comportement de l’intensité I(q) diffusé par AGuIX® dans le domaine de Porod. 

 

L’analyse de l’échantillon d’AGuIX® indique que dans le domaine de Porod l’intensité de Ln(I(q)) décroit 

de façon linéaire (R2
 = 0,9991) avec une pente de -4,09. Comme indiqué précédemment, cette valeur est 
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caractéristique d’une suspension colloïdale d’objets sphériques avec une interface ‘nette’ entre l’intérieur et 

l’extérieur de la particule. 

De plus, le ratio Rg/RH entre le rayon hydrodynamique RH par DLS (ou TDA) et du rayon de giration Rg 

par mesure SAXS permet de déterminer la structure d’un objet (Figure 33). Ainsi, un ratio de 0,775 est la signature 

d’une sphère homogène. Dans le cas d’AGuIX®, Rg = 1,8 nm et RH-TDA = 2,3 nm (RH--DLS = 2.8 nm), soit un ratio 

Rg/RH-TDA = 0,778 (Rg/RH-DLS = 0,639). AGuIX® semble donc présenter une structure sphérique ‘pleine’ avec une 

densité électronique constante en premiére approximation. A titre d’indication, un ratio de 1 est synonyme d’une 

structure de coquille sphérique et un ration supérieur à 1 est la signature s’une structure cylindrique, étendue [131]. 

3.2.4 Détermination des propriétés magnétiques par relaxométrie 

Les IRM cliniques mesurent la relaxation des protons de l'eau. Plus précisément, au cours d'un examen 

IRM, un champ magnétique statique est appliqué pour aligner les spins des noyaux de protons de l'eau dans la 

direction du champ appliqué. Ensuite, une impulsion de radiofréquence (RF) est introduite pour exciter les spins 

perpendiculairement à la direction du champ appliqué. Lorsque l’impulsion RF est terminée, les spins excités des 

protons de l'eau retournent à l'état d'équilibre dans la direction du champ. Au cours de ce processus, deux processus 

indépendants mais simultanés ont lieu : la relaxation longitudinale T1 (spin-lattice) et la relaxation transversale T2 

(spin-spin). La relaxation T1 mesure le temps nécessaire pour que les spins reviennent dans la direction du champ 

statique, tandis que la relaxation T2 indique le temps nécessaire pour que les moments de spin dans la direction 

perpendiculaire se déphasent jusqu'à zéro. Un agent de contraste IRM raccourcit normalement à la fois les 

processus T1 et T2, mais l'un des processus est plus affecté que l’autre. Si un agent de contraste affecte 

principalement le processus T1, il est appelé agent de contraste T1. En revanche, si l'agent de contraste influence 

plus significativement le processus T2, il est appelé agent de contraste T2. Les valeurs T1 dépendent de la vitesse à 

laquelle l'énergie du spin est dissipée dans l'environnement. L'eau directement liée à l'agent de contraste et le taux 

d'échange d'eau avec l'environnement sont donc essentiels. En revanche, les valeurs T2 mesurent la vitesse à 

laquelle les moments de spin se déphasent, ce qui est fortement influencé par les propriétés magnétiques des agents 

de contraste. En général, deux paramètres sont principalement utilisés pour évaluer les comportements d'un agent 

de contraste : la relaxivité longitudinale (r1) et la relaxivité transversale (r2). Il est possible de déterminer les 

relaxativités à partir de la formule suivante : 

Equation 8 : 
1𝑇𝑖,𝑠𝑜𝑙𝑢𝑡𝑖𝑜𝑛 =  1𝑇𝑖,0 + 𝑟𝑖. [𝐺𝑑3+]  

• ri est la relaxivité exprimée en s-1.mM-1 

• [Gd3+] est la concentration en gadolinium exprimé en mM 

• Ti,solution est le temps de relaxation mesuré avec particules et exprimé en s 

• Ti,0 est le temps de relaxation mesuré sans particules et exprimé en s 

 

Les résultats de la mesure des temps de relaxation d’une solution d’AGuIX® à 100 g/L sont présentés en 

Figure 39 et Tableau 7. 
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Figure 39. (a) Détermination du temps de relaxation T1 d’une solution d’AGuIX® à 100 g/L (b) Détermination du temps 

de relaxation T2 d’une solution d’AGuIX® à 100 g/L. Les mesures sont réalisés sur un Brüker Minispec MQ60 de 60 

MHz, 1,4 T à 37°C. 

 

Tableau 7. Résultats des mesures de relaxométrie d’une solution d’AGuIX® à 100 g/L (mesures effectuées à 37°C, 1,4T à 

60 MHz). 

Produit T1 (ms) r1 (s-1.mM-1) T2 (ms) r2 (s-1.mM-1) r2/r1 

AGuIX
® 0,72 19,7 0,44 32,0 1,63 

 

Le rapport de relaxivité (r2/r1) est principalement utilisé pour évaluer les comportements d'un agent de 

contraste positif (T1) ou négatif (T2). En général, les agents de contraste T1 ont un rapport r2/r1 plus faible (compris 

entre 1-2) tandis que les agents de contraste T2 ont un rapport r2/r1 plus important (supérieur à 10) [132]. AGuIX® 

présentant un ratio r2/r1 de 1,63 est donc considéré comme un agent de contraste positif comme on le voit en 

Section 2.2.4.2. 

3.3 AGuIX® en solution : Une particule et des fragments 

3.3.1 HPLC-UV : Pureté  

La chromatographie en phase liquide ou High Performance Liquide Chromatography (HPLC) est une 

technique de séparation des composés d’un mélange. Elle est très largement répandue dans le domaine de l’analyse 

chimique. Cette technique est basée sur la différence d’interactions des composants d’un mélange avec une phase 

mobile et une phase stationnaire. Ainsi, le temps de migration diffère selon les composants présentant donc un 

temps d’élution spécifique. La mise en place d’une méthode dépend de divers paramètres dont les principaux sont : 

le choix de la colonne chromatographique contenant la phase stationnaire adéquate, le choix de la phase mobile et 

le détecteur utilisé en sortie de colonne. 
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La technique HPLC mise en place pour l’analyse d’AGuIX® est une technique de séparation dite « phase 

inverse » qui repose sur l’utilisation d’une colonne C4, c’est-à-dire contenant une phase stationnaire de silice 

greffée avec de chaines linéaires de 4 carbones (-C4H9). Cette phase stationnaire est initialement conçue pour 

analyser et purifier des protéines intactes (M > 10 kDa) mais elle est aussi très adaptée pour l’analyse des 

nanoparticules de petite taille [93]. Cette phase stationnaire apolaire nécessite donc une phase mobile polaire. 

Dans le cas de l’analyse d’AGuIX®, cette phase mobile est composée d’acétonitrile (ACN), d’eau et d’acide tri-

fluoro acétique (TFA). Les composés polaires sont élués en premier puis les composés apolaires sont ensuite élués 

à l’aide d’un gradient d’ACN. Grâce à un détecteur UV il est alors possible de mesurer les variations d’absorbance 

à 295 nm des différents constituants d’un échantillon AGuIX®. Le chromatogramme issu de l’analyse d’AGuIX® 

est présenté Figure 40. 
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Figure 40. Chromatogramme HPLC-C4-UV (λabs = 295 nm) obtenu à la suite d’une injecion de 10 µL d’une solution 

d’AGuIX® à 100 g/L.  

 

 Grâce à cette analyse, on remarque qu’une solution d’AGuIX® n’est pas uniquement composée de 

nanoparticules. En effet, on identifie clairement deux parties distinctes du chromatogramme. Une première partie 

minoritaire allant de 2 à 5 minutes et une seconde majoritaire de 8 à 14 min. Cette première partie concerne les 

« fragments » d’AGuIX® c’est-à-dire des petites espèces issues de l’hydrolyse des liaisons Si-O-Si de la matrice 

de silice de la nanoparticule. Ces fragments sont des espèces moléculaires polaires (voir Section 3.3.2) qui 

interagissent très faiblement avec la phase C4.  La seconde concerne la nanoparticule en elle-même AGuIX® de 

par sa nature globalement apolaire. La surface de la nanoparticule présente des polarités locales mais l’ensemble 
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est globalement apolaire. La nanoparticule nécessite donc un gradient de phase mobile (ACN) pour se défaire de 

l’interaction avec la phase stationnaire. 

Le rapport de l’aire des particules (Aire Particules) sur l’aire totale (Aire Totale) nous renseigne sur la « pureté » 

de l’échantillon soit la proportion de particules dans l’échantillon. Les résultats issus de l’injection d’AGuIX® sont 

présentés dans le Tableau 8. 

 

Tableau 8. Résulats de la mesure des aires et du calcul de la purteté d’AGuIX® à 100g/L 

Produit AireParticules 

(a.u) 
AireTotale  

(a.u.) 

Pureté 

(%) 

AGuIX
® 77,2 79,8 96,7 

 

Á 100g/L, la pureté déterminée par HPLC-UV d’AGuIX® excède 95%. Il est important de noter que 

l’apparition de « fragments » dépend d’un équilibre Fragments ⇄ Particules qui est principalement impacté par la 

concentration d’AGuIX® en solution. En effet, à concentration élevée, l’équilibre se retrouve en faveur des 

particules. Ce comportement est typique des nanoparticules de silice en milieu aqueux [133]. En milieu dilué on 

favorise ainsi la rupture des ponts Si-O-Si par hydrolyse. Les particules en milieu dilué seront donc sujettes à une 

dégradation par hydrolyse jusqu’à atteindre la concentration d’équilibre en Si(OH)4 [134].  On peut ainsi conserver 

des solutions d’AGuIX® concentrées pendant plusieurs mois. En revanche à faible concentration, l’équilibre est 

déplacé en faveur des fragments. Dans son travail de fonctionnalisation d’AGuIX®, V-L. Tran a ainsi exploité cet 

équilibre pour ajouter/substituer de nouveaux chélates à la surface de la particule. En effet, les dérivés APTES-

DOTAGA et APTES-NODAGA peuvent former des liaisons siloxanes covalentes avec les groupes silanol libres 

à la surface d’AGuIX® ou échanger avec les chélateurs silanisés déjà existants à la surface des particules grâce à 

l’équilibre Fragmenst ⇄ Particules [135]. La dégradation de la nanoparticule en espèces plus petites espèces en 

milieu dilué a été mise en évidence par C. Truillet et al. [93] grâce à l’usage d’un détecteur ESI-MS (ElectroSpray 

Ionization-Mass Spectrometry). 

3.3.2 HPLC-ICP/MS : Suivi de Fragmentation 

De la même façon que la dégradation d’AGuIX® a pu être suivi par ESI-MS [93], nous avons mis en place 

une méthode afin de suivre la dégradation par ICP-MS (Inductive Coupled Plasmas-Mass Spectrometry). L’ESI-

MS permet de mesurer la masse des composés en solution. L’ICP-MS permet quant à lui de suivre des éléments 

d’intérêts. Ce type de détecteur ICP-MS couplé à une séparation HPLC permet de remonter à la nature élémentaire 

des différents composants d’une solution d’AGuIX®. Les deux éléments caractéristiques d’AGuIX® choisis pour 

l’analyse sont respectivement Gd et Si.  

L’utilisation d’un détecteur ICP-MS a entrainé un changement dans la méthode de séparation utilisée pour 

cette analyse. En effet, afin d’obtenir une meilleure sensibilité en signal Si, il a été décidé de remplacer les colonnes 

C4 classiquement utilisées par des colonnes polymères car les colonnes C4 sont elles-mêmes composées de silice, 
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leur usage aurait donc entrainé un fort signal parasite non dû à la silice d’AGuIX®. Nous avons donc travaillé sur 

une méthode de séparation SEC (Size Exclusion Chromatography). Contrairement à la méthode phase inverse 

utilisée en HPLC-UV, la méthode SEC sépare selon la taille des composés grâce à une architecture spécifique de 

la phase stationnaire polymérique. Les colonnes SEC imposent un temps de parcours plus faible pour les gros 

composés plutôt que pour les petits. De plus, la séparation SEC se fait de façon isocratique, point intéressant qui 

permet d’éviter les effets de matrice pouvant intervenir dans la source plasma de l’ICP-MS lors du gradient de 

phase utilisée en phase inverse [136]. Il est important de noter que la difficulté de la mise en place de cette méthode 

réside surtout dans la mesure du signal de Si. En effet l’isotope le plus abondant de la silice est l’isotope 28 

(abondance 92%) qui présente 2 interférents majeurs : CO+ et N2
+. De plus la silice est abondamment présente 

dans l’environnement du laboratoire, il est difficile d’éviter les contaminations. Afin de résoudre les problèmes 

d’interférence massique, la mesure du Si est effectuée avec ajout d’un gaz de réaction (Dynamic Reaction Cell, 

DRC), le dihydrogène H2. En effet, le H2 introduit dans la chambre de réaction réagira avec CO+ et le N2
+ pour 

former respectivement les espèces COH+ et N2H+ de masse respective 29 évitant ainsi les interférences possibles 

Si+.  Le chromatogramme issu de l’injection d’AGuIX® est présenté Figure 41. 
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Figure 41. Chromatogramme HPLC-SEC-ICP/MS obtenu à la suite d’une injection de 3 µL d’AGuIX® dilué à 0,5 g/L 

depuis 1 h 30. Detection ICP/MS : Gd 158 (noir) Si 28 (rouge) 

 

 De ce premier chromatogramme obtenu 1 h 30 après dilution de 100 g/L à 0,5 g/L, on peut identifier les 

particules dans le premier pic (Tr = 8,85 min). En effet, en SEC le produit élué le plus tôt correspond au composé 

de plus grande taille. De plus, on retrouve la signature élémentaire de la nanoparticule composée de silicium et de 

gadolinium. Pour observer la fragmentation d’AGuIX®, l’injection a été répétée à différents temps : 2 h 30, 3 h et 

4 h après dilution. Les chromatogrammes correspondants sont compilés en Figure 42. 
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Figure 42. Evolution des chromatogrammes d’AGuIX® à 0,5 g/L à (a) 1 h 30, (b) 2 h 30, (c) 3 h et (d) 4 h. Transfert de 

signal des nanoparticules vers les fragments indiquant une fragmentation du produit AGuIX® à 0,5 g/L. Detection ICP-

MS : Gd 158 (noir) et Si 28 (rouge). 

 

Il est intéressant de noter que la fragmentation d’AGuIX® semble mener à l’apparition de trois produits 

distincts notés F1 (Tr = 10,53 min), F2 (Tr = 10,95 min) et F3 (Tr = 11,60 min) comme présenté en Figure 43. 
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Figure 43. Chromatogramme AGuIX® à 0,5 g/L après 4h de dilution. Identification des pics de fragments F1, F2 et F3. 

Detction ICP/MS : Gd 158 (noir) et Si 28 (rouge). 

 

Ces trois produits contiennent tous du silicium. En revanche, seul le fragment F1 possède une signature 

en gadolinium. Le produit F1 est donc un produit contenant du gadolinium complexé par du DOTAGA, lui-même 

attaché à un résidu contenant du silicium. Cette description correspond parfaitement à l’espèce APTES-

DOTAGA(Gd) représentée dans le Tableau 9. F2 et F3 pourraient correspondre à APTES et TEOS. Pour répondre 

à cette question il a été préparé les standards des espèces suivante : APTES, TEOS, APTES-DOTAGA(Gd), 

APTES-DOTAGA. Chaque standard est préparé dans l’eau afin de s’assurer que les espèces APTES et TEOS 

soient sous forme hydrolysée [137]. Les représentations des standards synthétisés sont présentées dans le Tableau 

9, il est important de noter que les termes TEOS et APTES font référence aux dérivés hydrolysés de ces alkoxydes 

de silicium.  

Tableau 9. Représentation des standards synthétisés pour l’analyse HPLC-SEC-ICP/MS  
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Les résultats des diverses identifications en silicium et en gadolinium sont respectivement présentées en 

Figure 44 et 45. 

 

Figure 44. Comparaison entre le chromatogramme en de AGuIX® à 0,5 g/L après 4 h de dilution et (a) une référence 

APTES (b) une référence TEOS (c) une référence APTES-DOTAGA(Gd) (d) une référence APTES-DOTAGA. Détection 

ICP/MS : Si 28 

 

Le suivi de l’identification en silicium nous renseigne sur la nature des fragments. Ainsi, la 

correspondance entre les temps de rétention du produit F2 et de la référence APTES permet d’identifier F2 comme 

correspondant au signal de l’APTES (rouge). De même, F3 et TEOS (violet) présente le même temps de rétention. 

Le standard APTES-DOTAGA(Gd) (bleu), présente deux pics : le premier possédant le même temps de rétention 

que F1 et le second ayant un temps de rétention identique à F2. Ce résultat n’est pas surprenant car pour favoriser 

la réaction entre APTES et DOTAGA-Anhydride, la référence APTES-DOTAGA(Gd) a été préparée avec un 

excès d’APTES. On retrouve donc bien de l’APTES au niveau du pic F2 à Tr =10,95 min. Le nouveau pic qui 

apparait dans cette référence est le produit APTES-DOTAGA(Gd) attendu. La correspondance entre ce pic et le 

pic F1 nous permet d’identifier F1 comme étant le produit APTES-DOTAGA(Gd). Il est intéressant de noter que 

la référence APTES-DOTAGA (cyan) préparée sans gadolinium présente bien le pic correspondant à APTES, 
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néanmoins on remarque un décalage du premier pic. L’espèce APTES-DOTAGA non complexée présente un 

temps de rétention Tr = 10,12 min alors que la même espèce APTES-DOTAGA(Gd) complexée présente un temps 

de rétention Tr = 10,53 min. Ce résultat est assez inattendu lors d’une séparation par taille et est un signe d’une 

interaction particulière entre la phase stationnaire et le DOTAGA. De manière intéressante, cette différence de 

temps de rétention entre espèce complexée ou non renseigne sur l’absence de DOTAGA libre dans le produit 

AGuIX®. 
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Figure 45. Comparaison entre le chromatogramme de AGuIX® à 0,5 g/L après 4 h de dilution et une référence APTES-

DOTAGA(Gd). Détection ICP/MS : Gd 158. 

 

Le suivi de l’identification en gadolinium nous renseigne aussi sur la nature des fragments. On remarque 

en Figure 45 une correspondance entre le pic de F1 et le pic de la référence APTES-DOTAGA(Gd) (bleu). Ceci 

est une preuve supplémentaire de la nature de ce fragment comme étant l’espèce APTES-DOTAGA(Gd). Le signal 

Gd présent en fin du chromatogramme du standard APTES-DOTAGA(Gd) est dû au gadolinium libre introduit en 

excès lors de la préparation d’échantillons.  

Cette étude nous permet de conclure sur la nature des fragments issus de la dégradation d’AGuIX®. Ainsi, 

il semblerait que AGuIX® tende à se dégrader en ses molécules constitutives par dissolution de sa matrice 

polysiloxane en milieu dilué : TEOS, APTES et APTES-DOTAGA(Gd). La nature de ses fragments a aussi fait 

l’objet d’analyses par électrophorèse capillaire couplé à un ICP-MS qui ont confirmé les résultats de l’analyse 

HPLC-ICP/MS [138]. 

 L’utilisation de cette méthode HPLC-ICP/MS pourrait nous renseigner sur la composition d’AGuIX® en 

ses molécules constitutives après dégradation totale. Cette expérience nous permettra donc de remonter à la 

composition d’AGuIX® et les ratios moléculaires au sein de la nanoparticule (voire Section 3.5.4).  

Si cette expérience nous renseigne sur le déroulement de la dégradation et son équilibre final, elle apporte 

peu de réponses sur la nature réelle des fragments à l’équilibre et les états intermédiaires. Ainsi, il est important 
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de noter que la dégradation d’AGuIX® passe par des états intermédiaires que l’on peut identifier grâce à d’autres 

techniques d’analyses comme l’ESI-MS. 

3.3.3 Identification des fragments par HPLC-ESI/MS 

Dans le but de comprendre la nature des fragments qui composent le début du chromatogramme HPLC-

UV d’AGuIX® (voir Figure 40) nous avons travaillé avec Lucie Labied sur la séparation et l’identification de ces 

espèces par l’utilisation d’un HPLC-ESI-MS. Ce travail a donné lieu à une publication dans le journal 

Nanomaterials.
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Ce travail a mis évidence la présence de diverses sous-espèces siliciées provenant toutes de la 

nanoparticule. De plus, on a pu observer grâce à cette méthode la présence du phénomène d’hydrolyse qui entraine 

la dégradation des ponts Si-O-Si et l’apparition dans la solution des espèces moléculaires APTES, TEOS et APTE-

DOTAGA(Gd) comme évoqué dans la section précédente. 

3.4 Composition élémentaire et moléculaire d’AGuIX® 

Dans le cadre d’une caractérisation la plus exhaustive possible d’AGuIX® il est important de connaitre la 

composition élémentaire d’AGuIX® en ses éléments caractéristiques tel que Si/Gd/N/C. L’analyse des teneurs et 

des rapports élémentaires peut mener à une meilleure compréhension de la structure d’AGuIX®. L’état ou la forme 

de chaque élément et/ou molécules est tout aussi important. Ainsi la mesure de gadolinium libre dans l’échantillon 

permet de s’assurer de la sécurité du médicament car celui-ci est considéré comme potentiellement toxique 

lorsqu’il est libre dans le milieu. De même, l’état complexé ou libre des DOTAGA de surface est aussi un 

paramètre important. Dans cette partie nous nous intéresserons à l’analyse de tous ces paramètres pour en déduire 

la composition unitaire moléculaire et élémentaire d’AGuIX®. 

3.4.1 Gadolinium libre  

Comme indiqué en introduction, la détermination de la quantité de gadolinium libre dans le produit 

AGuIX® est une donnée critique qu’il est nécessaire d’évaluer précisément compte-tenu de son caractère 

potentiellement toxique (voir Section 2.2.4.2.1). Pour ce faire, une séparation phase inverse via colonne C4 a été 

développée afin de séparer le gadolinium libre du reste des composants du mélange. En sortie de l’HPLC un 

détecteur ICP-MS est utilisé afin de mesurer le gadolinium. L’injection de standards de gadolinium à différentes 

concentrations permet premièrement de s’assurer que le gadolinium libre est bien élué au début du 

chromatogramme et deuxièmement permet l’obtention d’une courbe de calibration qui permettra la quantification 

du gadolinium libre résiduel d’AGuIX®. Les différents chromatogrammes et la courbe de calibration qui résultent 

de cette expérience sont présentés Figure 46. 
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Figure 46. (a) Augmentation du signal Gd 156 en HPLC-ICP/MS après injection des standards composant la courbe de 

calibration du gadolinium libre (b) Courbe de calibration du gadolinium libre avec un R2 = 0,999. 

 

Le gadolinium libre a donc un temps de rétention Tr = 2,18 min dans les conditions expérimentales. De 

plus, la courbe de calibration obtenue présente un coefficient de corrélation R2 = 0,999. On peut donc évaluer la 

quantité de gadolinium libre résiduel dans AGuIX® grâce à cette méthode. Le résultat de l’injection d’AGuIX® est 

présenté Figure 47. 

 

Figure 47. Signal Gd 156 du gadolinium libre contenu dans AGuIX® à 5 g/L (rouge) encadré par les standards les plus 

proches (vert et violet) (b) détermination de la quantité de gadolinium libre par usage de la courbe de calibration. 

 

L’injection d’un échantillon d’AGuIX® à 5 g/L indique une concentration en gadolinium libre de 126 ppb 

(= µg/Kg ≈ µg/L). La concentration de gadolinium libre dans le produit AGuIX® est donc de 25 ppm c’est à dire 

25 mg de gadolinium libre par kilogramme de produit AGuIX®. D’après les résultats de l’analyse élémentaire 

présentés en Section 3.4.3, la concentration massique de gadolinium dans AGuIX® est de 11,1 %, cela signifie que 
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plus de 99,9% du gadolinium contenu dans AGuIX® est complexé. A ce jour, les lignes directrices harmonisées 

de la pharmacie (ICH Q3D) ne mentionnent pas textuellement de limite injectable pour cet élément [139]. 

Toutefois depuis les incidents issus de la pharmacovigilance sur les injections répétées de GBCAs, il est important 

de montrer que cette teneur peut être 1) précisément quantifiée et 2) contrôlée à un niveau relativement faible. Une 

teneur de 25 ppm est considérée comme suffisamment faible dans le cadre d’un traitement d’un cancer avancé par 

AGuIX®. 

3.4.2 DOTAGA libre  

La présence de DOTAGA libre dans le produit final est un paramètre important dans le cadre de la 

caractérisation d’AGuIX®. La présence de DOTAGA libre peut impacter certaines propriétés physico-chimiques 

telles que la charge de surface. Pour répondre à cette question, nous avons développé une technique de titration 

basée sur la complexation de ions Cu2+. En effet, le DOTAGA forme un complexe stable avec les ions Cu2+ (log 

β = 22,44) [140,141], ce complexe DOTAGA(Cu) absorbe de façon intense à 295 nm comparé au DOTAGA non 

complexé. En jouant sur cette forte différence d’absorbance il est donc possible de déterminer le point d’équilibre 

de la titration. Ce point correspond au moment où le cuivre devient l’espèce en excès. L’ajout de cuivre 

supplémentaire n’entrainant plus la formation de DOTAGA(Cu) une différence dans l’évolution de l’absorbance 

pourra être constatée. Les résultats du test de titration des DOTAGA présents dans le produit AGuIX® sont visibles 

en Figure 48. 

 

Figure 48. (a) Augmentation de l’absorbance dû à l’ajout de cuivre dans un échantillon d’AGuIX® (b) determination du 

point d’équilibre indiquant la quantité de DOTAGA libre dans AGuIX® 

 

AGuIX® présente une quantité de DOTAGA libre de 6 nanomoles de DOTAGA libre par mg. Cette 

quantité est très faible comparée aux 706 nanomoles de DOTAGA(Gd) par mg d’AGuIX® ([Gd] = 11,1 w%). Les 

DOTAGA libres représentent donc autour de 1 % de la quantité de DOTAGA totale. Cette quantité est exploitable 

pour complexer certains éléments d’intérêts comme des radioéléments pour l’imagerie [142]. 
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3.4.3 Analyse élémentaire et formule unitaire 

L’analyse élémentaire d’AGuIX® permet la détermination des rapports entre éléments au sein de la 

nanoparticule. La connaissance de ces rapports ainsi que des espèces constitutives d’AGuIX® peut nous renseigner 

de manière précise sur sa structure. En effet, il est possible de déterminer à partir d’un système d’équations une 

formule unitaire moléculaire (FU) d’AGuIX® de type FU = DOTAGA(Gd)xAPTESyTEOSz. La « Formule 

Unitaire » représente ici l’unité moléculaire qui se répète n-fois au sein de la nanoparticule. En plus des 

connaissances sur la composition élémentaire d’AGuIX® nous avons montré en Section 3.3.2. que la nanoparticule 

est composée des molécules TEOS, APTES et APTES-DOTAGA(Gd). Un bilan de la structure et composition 

atomique en Gd, N, Si et C est présenté dans le Tableau 10. 

 

Tableau 10. Bilan des molécules constitutives d’AGuIX®, de leur massse respectives ainsi que de leurs compositions en 

Gd, C, N, Si 

 

 

Pour déterminer la formule élémentaire, nous posons les hypothèses suivantes : 
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• Tous les éléments quantifiés entrent dans la composition d’AGuIX® (pureté 100%). 

 

• La quantité de APTES-DOTAGA libre est négligeable devant la quantité de APTES-DOTAGA(Gd) 

(Section 3.4.2.) 𝑛 𝐴𝑃𝑇𝐸𝑆 𝐷𝑂𝑇𝐴𝐺𝐴𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 =  𝑛 𝐴𝑃𝑇𝐸𝑆 𝐷𝑂𝑇𝐴𝐺𝐴 + 𝑛 𝐴𝑃𝑇𝐸𝑆 𝐷𝑂𝑇𝐴𝐺𝐴(𝐺𝑑) = 𝑛 𝐴𝑃𝑇𝐸𝑆 𝐷𝑂𝑇𝐴𝐺𝐴(𝐺𝑑) 

 

• La quantité de gadolinium libre est négligeable devant la quantité totale de gadolinium 

(Section 3.4.1.) 𝑛 𝐺𝑑 = 𝑛 𝐴𝑃𝑇𝐸𝑆 𝐷𝑂𝑇𝐴𝐺𝐴(𝐺𝑑) = 𝑥 

Equation x : 𝑥 = 𝑛 𝐺𝑑 

 

• Les azotes sont uniquement issus des APTES et APTES-DOTAGA(Gd) 𝑛 𝑁 = 5. 𝑛 𝐴𝑃𝑇𝐸𝑆 𝐷𝑂𝑇𝐴𝐺𝐴(𝐺𝑑) + 𝑛 𝐴𝑃𝑇𝐸𝑆 𝑦 = 𝑛 𝐴𝑃𝑇𝐸𝑆 + 𝑛 𝐴𝑃𝑇𝐸𝑆 𝐷𝑂𝑇𝐴𝐺𝐴(𝐺𝑑) 𝑦 = 𝑛 𝑁 − 4. 𝑛 𝐴𝑃𝑇𝐸𝑆 𝐷𝑂𝑇𝐴𝐺𝐴(𝐺𝑑) 𝑦 = 𝑛 𝑁 − 4. 𝑛 𝐺𝑑 𝑦 = 7,1. 𝑛 𝐺𝑑 − 4. 𝑛𝐺𝑑 = 3,1. 𝑛𝐺𝑑 = 3,1. 𝑥 

Equation y : 𝑦 = 3,1. 𝑥 

 

•  Les siliciums sont uniquement issus des TEOS, APTES et APTES-DOTAGA(Gd) 𝑛 𝑆𝑖 = 𝑛 𝑇𝐸𝑂𝑆 + 𝑛 𝐴𝑃𝑇𝐸𝑆 + 𝑛 𝐴𝑃𝑇𝐸𝑆 𝐷𝑂𝑇𝐴𝐺𝐴(𝐺𝑑) 𝑧 = 𝑛 𝑇𝐸𝑂𝑆 𝑧 = 𝑛 𝑆𝑖 − 𝑛 𝐴𝑃𝑇𝐸𝑆 − 𝑛 𝐴𝑃𝑇𝐸𝑆 𝐷𝑂𝑇𝐴𝐺𝐴(𝐺𝑑) 𝑧 = 𝑛 𝑆𝑖 − 𝑛 𝑁 + 4. 𝑛 𝐺𝑑 𝑧 = 7,6. 𝑛 𝐺𝑑 –  7,1. 𝑛 𝐺𝑑 +  4. 𝑛 𝐺𝑑 =  4,5. 𝑛 𝐺𝑑 =  4,5. 𝑥 

Equation z : 𝑧 = 4,5. 𝑥 

 

• Les carbones sont uniquement issus des APTES et APTES-DOTAGA(Gd) 𝑛 𝐶 = 3. 𝑛 𝐴𝑃𝑇𝐸𝑆 + 22. 𝑛 𝐴𝑃𝑇𝐸𝑆 𝐷𝑂𝑇𝐴𝐺𝐴(𝐺𝑑) 𝑛 𝐶 = 3. 𝑛 𝑁 − 15. 𝑛𝐺𝑑 +  22. 𝑛𝐺𝑑 =  21,3. 𝑛 𝐺𝑑 + 7. 𝑛 𝐺𝑑 =  28,3. 𝑛𝐺𝑑 =  28,3. 𝑥 

Equation C : 𝑛 𝐶 = 28,3. 𝑥 
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Grâce à ce jeu d’équations, il est donc facile d’obtenir la formule unitaire d’AGuIX®, FU = 

DOTAGA(Gd)xAPTESyTEOSz à partir des résultats de l’analyse élémentaire en Gd, N et Si. Les résultats des 

analyses élémentaires menées par les laboratoires d’analyses de l’Institut des Sciences Analytiques sont présentées 

dans le Tableau 11. 

 

Tableau 11. Résultats de l’analyse élèmentaire d’AGuIX® en Gd, C , N et Si 

 Gd 
(w%) 

C 
(w%) 

N       
(w%) 

Si 
(w%) 

AGuIX
® 11,1 22,0 7,02 15,08 

Ratio molaire par 
rapport à Gd 1 25,9 7,1 7,6 

 

Ainsi, d’après cette analyse la formule unitaire d’AGuIX® est du type FU = 

DOTAGA(Gd)1APTES3,1TEOS4,5. Une formule unitaire de ce type possède une masse molaire maximale de 

1487,88 g/mol dans son état de condensation minimum (minimum de pont Si-O-Si). Une représentation 

schématique de ce type de formule unitaire est présentée en Figure 49. L’équation sur les carbones permet 

d’évaluer la crédibilité de cette formule unitaire. On observe ainsi un ratio molaire C/Gd expérimental de 25,9 

(Tableau 11) et théorique de 28,3 (Equation C). Cet écart de 9,3 % entre les valeurs théoriques et expérimentales 

peut s’expliquer par les différentes hypothèses faites lors de cette analyse. On peut aussi supposer la présence de 

quelques impuretés résiduelles (DEG par exemple). Néanmoins ces 2 valeurs restent proches et tendent à confirmer 

la FU déterminé précédemment. 

 

Figure 49. Schéma d’une formule unitaire d’AGuIX® DOTAGA(Gd)1APTES3TEOS5, condensée avec 4 ponts Si-O-Si,   

M = 1305,72 g/mol. 
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3.4.4 Dégradation totale et Formule unitaire 

Comme indiqué précédemment en Section 3.3.2., la dégradation totale de AGuIX® en ses molécules 

constitutives APTES-DOTAGA(Gd), APTES et TEOS, tous respectivement hydrolysés (voir Tableau 12), 

pourrait nous renseigner directement sur les rapports moléculaires impliqués au sein de la nanoparticule.  

 

Tableau 12. Bilan des molécules constitutives d’AGuIX® (voir Section 3.3.2)  

 

 

Une formule unitaire de type FU = DOTAGA(Gd)xAPTESyTEOSz pourrait donc être obtenue par une 

simple quantification de ces molécules après dégradation totale. Cette dégradation par dissolution de la matrice 

polysiloxane peut être suivie grâce à la méthode HPLC-SEC-ICP-MS développée pour le suivi de la dégradation 

d’AGuIX®. Ainsi, on observe une dégradation totale après une dilution à 0,5 g/L dans l’eau pendant 72 h comme 

présenté en Figure 50. 

 

Figure 50. (a) Chromatogramme d’AGuIX® à 0,5 g/L après 1 h 30 de dilution (b) Chromatogramme d’AGuIX® à 0,5 g/L 

après 72h de dilution. Les F1, F2 et F3 correspondent respectivement à APTES-DOTAGA(Gd), APTES et TEOS. 

Détection ICP/MS : Si 28 
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Le signal obtenu après dégradation totale peut être décomposé en une somme de trois fonctions 

gaussiennes dont chacune des aires est proportionnellement liée à la quantité de chaque espèce dans l’échantillon. 

Les résultats de la déconvolution sont présentés en Figure 51 et dans le Tableau 13. 

 

Figure 51. (a) Chromatogramme d’AGuIX® à 0,5 g/L après 72h de dilution. Les F1, F2 et F3 correspondent 

respectivement à APTES-DOTAGA(Gd), APTES et TEOS (b) résultats de la déconvolution en 3 pics gaussien de la zone 

des fragments F1 (noir), F2 (violet) et F3 (bleu). 

 

Ainsi, la déconvolution en trois fonctions gaussiennes converge vers une solution très proche du signal 

obtenu expérimentalement. Les aires respectives de ces gaussiennes sont présentées dans le Tableau 6. Il est 

important de souligner que l’APTES est aussi présent dans le pic du produit APTES-DOTAGA(Gd). 

 

Tableau 13. Mesure des aires issues de la déconvolution des pics de fragments et des ratios moléculaires associés 

FU = DOTAGA(Gd)x APTESy TEOSz 

Pic Aire Ratio 

F1 
APTES-DOTAGA(Gd) 213023 x = 1 

F2 
APTES 388485 y-x = 1,8 

F3 
TEOS 956263 z = 4,5 
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Ainsi, d’après l’analyse des aires, on obtient les ratios en espèces moléculaires qui donnent directement 

accès à la formule unitaire suivante : FUHPLC = DOTAGA(Gd)1APTES2,8TEOS4,5. Cette formule unitaire est très 

proche de celle obtenue dans la Section précédente grâce à l’analyse élémentaire FUElementaire = 

DOTAGA(Gd)1APTES3.1TEOS4.5. 

3.5 Conclusion 

Dans ce chapitre nous avons montré le développement de plusieurs méthodes et approches analytiques 

pour caractériser plus finement la composition et la structure d’AGuIX®.  Cette caractérisation approfondie est 

essentielle pour définir les attributs qualité critiques du produit maximisant son efficacité et sa sureté. C’est 

également un prérequis dans l’optique de l’enregistrement du produit auprès des agences sanitaires en vue de sa 

commercialisation. Ces méthodes et approches analytiques ont été appliquées sur un échantillon représentatif du 

produit dont les résultats sont compilés dans le Tableau 14.  

 

Tableau 14. Bilan récapitulatif des caractéristiques physico-chimique d’AGuIX® 

Produit AGuIX® 

D
H
 (nm) 

DLS : 5,6 ± 2 
TDA : 4,6 ± 0,4 
SAXS : 4,6 ± 0,3 

MW (g/mol) SEC-MALLS : 20 270 

IEP (pH) Zêta : 7,8 

Géométrie SAXS : Sphérique 

Relaxométrie (s-1.mM-1) r1  = 19,7 
r2 = 32,0 

Pureté à 295 nm (%) HPLC-UV : 
> 95 % 

Gd (w%) ICP-AES : 
11,1 

Gd libre (ppm) HPLC-ICP/MS : 25 

DOTAGA libre 

(% DOTAGA totale) 
Titration Cu :< 1 % 

FU 

ICP-AES :  
DOTAGA(Gd)1APTES3,1TEOS4,5 

HPLC-ICP/MS :  
DOTAGA(Gd)1APTES2,8TEOS4,5 

Nombre de FU par particule 

(Nombre de Gd par particule) 
≈ 15 
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La détermination du poids de la nanoparticule ainsi que de sa formule unitaire nous permettent de 

déterminer le nombre de répétition de FU qui constitue la nanoparticule. Ainsi, pour une masse de nanoparticule 

M = 20 270 g/mol et une masse de FU de l’ordre de 1 400 g/mol (FU condensé) on obtient une répétition de l’ordre 

de 15 FU. AGuIX® est donc une nanoparticule sphérique composée de 15 FU de type : 

DOTAGA(Gd)1APTES3,1TEOS4,5. A partir de ces informations, une représentation 3D d’AGuIX® a été générée à 

l’aide du logiciel open-source AVOGADRO. Cette représentation est issue de l’ajout successif de FU. Le résultat 

est présenté en Figure 52. La matrice du cœur est composée majoritairement de Si (Si : atomes orange). On 

retrouve à la surface de la nanoparticule les groupements les groupement NH2 des APTES (N : atomes bleu, H : 

atomes blanc) et aussi les complexes DOTAGA(Gd) (Gd : atomes cyan). 

 

Figure 52. Modélisation de la particule AGuIX® à partir des informations issues du chapitre 3. La nanoparticule est donc 

constituée de 15 FU. La modélisation à été réalisée à l’aide du logiciel AVOGADRO. Le témoin noir mesure 1 nm de 

longueur. 

 

Il est cependant évident que cette liste de caractérisations n’est pas exhaustive. Beaucoup d’autres 

expériences peuvent être réalisées ou ont été réalisées par le passé afin d’apporter des nouvelles données ou d’en 

conforter certaines au sujet d’AGuIX®. On peut citer ici la FTIR qui fait partie des analyses de routine dans la 
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caractérisation d’AGuIX®. La Microscopie à Transmission Electronique (TEM) est une mesure compliquée de par 

la faible dansité la nanoparticule mais pourrait être envisagée afin d’apporter de nouvelles informations sur la taille 

et la géométrie [113]. Dans le même domaine, la Microscopie à Force Atomique (AFM) pourrait être envisagée 

[143]. L’analyse thermogravimétrique (ATG) pourrait être utilisée pour confirmer les teneurs en composé 

organique et inorganique. 

Les techniques développées dans ce chapitre ont été mises en avant aussi car elles ont été appliquées à la 

caractérisation des particules dérivés d’AGuIX® synthétisées dans les chapitres suivants. 
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4 CuPRiX : Des propriétés anti-angiogéniques pour un dérivé 

d’AGuIX® 

Le cuivre est un élément important présent dans une large variété de procédés métaboliques. Il est nécessaire 

au bon déroulement du fonctionnement de l’organisme en intervenant dans des mécanismes tels que :  la respiration 

mitochondriale, les mécanismes de défense anti-oxydants ou encore la bonne cohésion des matrices extra-

cellulaires [144]. De plus, il a été démontré que la dérégulation de l’homéostasie du cuivre est souvent liée à 

l’apparition et au développement de certains cancers. Dans cette partie nous expliciterons, dans un premier temps, 

les liens mis en évidence entre cuivre et cancer ainsi que les moyens d’action qu’offrent ce lien. Dans un deuxième 

temps, nous montrerons comment modifier le produit AGuIX® pour permettre à la nanoparticule d’agir sur le 

cuivre afin de lutter contre le cancer. Ces propriétés seront enfin évaluées au travers de test in vitro sur cellules 

cancéreuses démontrant la capacité de cette nouvelle nanoparticule à limiter le développement de ces cellules. Ces 

résultats seront présentés dans un article publié. 

4.1 Le cuivre et sa régulation comme paramètre important du 

développement du cancer 

4.1.1 Le rôle du cuivre 

Le cuivre est connu pour jouer un rôle essentiel dans la cascade métastatique au sein des cellules tumorales 

et du microenvironnement tumoral. En effet, il intervient et régule aussi les phénomènes de migration et d’invasion 

au sein de la tumeur [145]. Il est aussi un composant essentiel de diverses métalloenzymes, notamment la SOD1, 

la protéine d'adhésion vasculaire1, la métalloprotéinase matricielle (MMP-9) et la LOX, dont il a été démontré 

qu'elles font partie intégrante du processus métastatique [146]. Le cuivre joue également un rôle important dans 

l'angiogenèse dans l’expression de facteurs pro-angiogéniques comme les facteurs de croissance endothélial 

vasculaire (VEGF) ou l'angiogénine [147]. L’omniprésence du cuivre dans ces mécanismes liés au développement 

des tumeurs fait des cellules tumorales d’importantes consommatrices de cet élément. Différents essais cliniques 

ont ainsi démontré une augmentation significative du taux de cuivre dans le sérum de patients atteints de cancer 

comparé à des patients sains comme on peut le voir en Figure 53. De même, le taux de cuivre dans les tissus 

tumoraux comparé au taux dans les tissus sains est plus élevé (Figure 54). 
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Figure 53. Comparaison des taux de cuivre sérique chez les patients sains et les patiens atteints de cancer spécifiques (p < 

0,001). Résultats issus de Shanbhag et al. [148]. 

 

 

Figure 54. Comparaison des taux de cuivre dans des tissus sains et des tissus tumoraux (p < 0,001). Les mesures ont été 

éffectuées sur des tissus sains et tumoraux issus du même patient. Résultats issus de Shanbhag et al. [148]. 

 

Certaines études ont mis en évidence l’impact du cuivre sur le développement de tissus tumoraux. Ainsi, 

en comparant deux populations de souris RIP1–Tag2 transgéniques, l’une recevant de l’eau traditionnelle et l’autre 

une eau contenant 20 µM de cuivre, l’équipe de S. Ishida a montré que la population recevant du cuivre développait 

des tumeurs plus importantes en volumes comme on peut le voir dans la Figure 55 [149] . 
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Figure 55. Illustration de la croissance tumorale sous supplémentation de cuivre. Des souris RIP1 – Tag2 ont été 

soumises à (a) l'eau ordinaire, ou (b) 20 μM de cuivre dans de l'eau potable, à partir du moment du sevrage (quatre 

semaines d'âge). Les tumeurs disséquées de souris âgées de 15 semaines sont dissociées et affichées à côté du pancréas 

(tissu blanchâtre), où la rate (tissu oblong rouge foncé) est affichée dans le coin supérieur droit. (c) Quantification du 

volume tumorale dans ces deux populations. Résultats moyennés et SEM p < 0.05 (n =15)  [150]. 

 

 Agir sur des mécanismes aussi importants que l’angiogenèse tumorale ou le processus métastatique 

pourrait ralentir le développement d’un cancer. La détermination du rôle central du cuivre dans ces mécanismes a 

poussé les chercheurs à évaluer l’impact de stratégies dites de « déplétion du cuivre » chez les patients atteints de 

cancer. Ces stratégies visent à diminuer la quantité de cuivre présente dans l’organisme afin de priver les cellules 

tumorales de l’apport nécessaire à leur développement. Cette diminution peut être atteinte par une alimentation 

spécifique couplée à l’administration de chélateurs de cuivre tels que la D-penicilamine (DPA, Cuprimine®, (S)-

2-amino-3-mercapto-3methylbutanoic acid, log K =1,9 [151] ), la trientine (TETA, Syprine®, triethylenetetramine 

dihydrochloride, log K = 2,3 [152]) ou encore le tetrathiomolybdate (TTM) [153] (voir Figure 56). Ces molécules 

font historiquement partie de l’arsenal thérapeutique pour soigner la maladie de Wilson. Cette maladie génétique 

provoque une modification de la protéine ATP7B intervenant dans le transport du cuivre intra et extra cellulaire 

[154]. Cette modification de la proréine entraine une accumulation de cuivre dans l’organisme. L’administration 

de chélateurs permet la régulation du niveau de cuivre dans l’organisme. Il est intéressant de noter 

qu’historiquement, dans le cadre de cancers hépatobiliaires, l’apparition de métastases chez les patients atteints de 

la maladie de Wilson est faible, même chez les patients cirrhotiques. Le traitement par chélateur de cuivre semble 

jouer un rôle dans ce mécanisme bien que le lien ne soit pas clairement établi [155]. 

 

Figure 56 Formule moléculaire des chélateurs de cuivre sur le marché (a) DPA, (b) TETA et (c) du chélateur de cuivre 

évalué en clinique TTM. 



96 

4.1.2 Impact des stratégies de déplétion via le TTM 

Bien que non utilisé en clinique, le TTM est un des médicaments les plus étudiés concernant le traitement 

de l’accumulation de cuivre. L'une des démonstrations les plus frappantes du potentiel thérapeutique à long terme 

du TTM, donc de la stratégie de déplétion de cuivre, est visible dans une étude portant sur la formation spontanée 

de tumeurs mammaires dans le modèle murin MMTV-neu menée par l’équipe de Pan et al [146]. Dans cette étude, 

le temps médian de développement de tumeurs chez les souris non traitées était de 218 jours. A cette même durée 

aucune souris traitée au TTM n’a présenté de tumeur. Cette absence s’est prolongée jusqu’à l’arrêt du traitement 

soit 150 jours après l’apparition des premières tumeurs du groupe contrôle comme on peut l’observer en Figure 

57. Cependant, la découverte la plus intrigante de cette étude était que les tumeurs étaient apparues dans les 

semaines suivant l'arrêt du traitement par TTM. Cela suggère qu'une déplétion en cuivre à long terme ne supprime 

pas l’apparition de tumeurs, mais maintient plutôt les cellules dans un état de dormance continue. Ces résultats ont 

fourni des indices importants montrant que la déplétion du cuivre pourrait fonctionner dans la prévention de la 

malignité du cancer [146]. 

 

Figure 57. Diagramme de Kaplan-Meier d’apparition de la première tumeur chez les souris transgéniques Her2/neu. Des 

souris femelles transgéniques Her2/neu (âgées de 100 jours) ont été gavées avec de l'eau (témoin) ou 0,75 mg/jour de 

TTM (n = 22 pour le groupe control et n = 15 pour le groupe de traitement TTM). 

 

Plus d’une vingtaine d’études ont démontré l’effet anticancéreux du TTM dans différents modèles in vitro 

et in vivo portant sur une large variété de cancers [156]. Ces résultats précliniques encourageants ont poussé à la 

mise en place de divers essais cliniques. 

Plusieurs essais ont tenté de montrer l’efficacité du TTM en tant qu’agent anticancéreux.  Tous ces essais 

suivent un protocole très similaire consistant en un régime alimentaire spécifique allié à une prise orale de TTM 4 

fois par jour. Ce protocole vise à diminuer le taux initial de céruloplasmine sérique jusqu’à 20 % du taux initial 

(5-15 mg/dL). Le taux de céruloplasmine sérique est un marqueur précis de la quantité générale de cuivre dans 
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l’organisme. Le taux de 20 % de la concentration initiale correspond à un état de défiance générale en cuivre qui 

entraine peu d’effets secondaires sévères. Malheureusement, les premiers essais cliniques sur le TTM n'ont révélé 

aucun avantage chez les patients atteints d'un cancer métastatique de la prostate et du rein [157–159],  

Aujourd’hui, l’action des chélateurs de cuivre est souvent évaluée en combinaison avec d’autres thérapies 

afin de montrer non pas son habilité à éliminer le cancer mais à l’affaiblir afin de le rendre plus sensible aux autres 

thérapies. On le retrouve ainsi couplé à la chimiothérapie [160–162], la radiothérapie [163,164] ou encore à 

l’immunothérapie [165]. Il est aussi testé en complément après chirurgie afin de prévenir l’apparition de nouvelles 

tumeurs [166]. 

C’est dans ce cadre de multimodalité d’action qu’AGuIX® pourrait jouer un rôle. En effet, les groupements 

DOTAGA présents à la surface d’AGuIX® pourraient être utilisés pour complexer le cuivre et priver les cellules 

tumorales de cet apport crucial. Grace à sa biodistribution spécifique au sein des tumeurs, ainsi qu’à son effet 

radiosensibilisant, AGuIX® pourrait chélater le cuivre directement au niveau de la zone tumorale tout en 

augmentant l’efficacité de la radiothérapie. En effet, le DOTAGA présente une très haute constante de stabilité de 

complexation vis-à-vis de Cu2+ avec log β = 22,44 [141]. Néanmoins, la quantité de DOTAGA libre à la surface 

d’AGuIX® est trop faible pour espérer une chélation du cuivre suffisante au sein de l’environnement tumoral. Nous 

avons donc tenté d’augmenter la quantité de DOTAGA disponible en modifiant le moins possible la nanoparticule 

originelle afin de conserver les caractéristiques originelles d’AGuIX®. 

4.2 CuPRiX : Relargage de gadolinium pour générer des DOTAGA 

libres 

4.2.1 Relargage de gadolinium : Stratégie et suivi 

4.2.1.1 Stratégie 

Afin d’obtenir le produit désiré, nous avons décidé de soumettre la nanoparticule AGuIX® à des 

conditions acides fortes afin de forcer la protonation des groupements DOTAGA à la surface. Sous la forme 

protonée, le groupement DOTAGA ne forme plus de complexe avec le gadolinium initialement chelaté. L’espèce 

non complexante de DOTA est majoritaire pour un pH inférieur à 3 comme indiqué dans le diagramme de 

spéciation en Figure 58. 
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Figure 58. (a) Formule moléculaire du ligand DOTA (b) Diagramme de spéciation des différentes formes acido-basiques 

du ligand DOTA dans l’eau. Calculé avec Hyss2006(C) d’après (c) les constantes d’acidité du ligand DOTA à 1M NaCl, 

25°C issues de Desreux et al.  [167] 

 

On procède donc ici à une dissociation du complexe assistée par protonation. En forçant la protonation 

du DOTAGA, le Gd3+ initialement complexé est alors relargué dans le milieu. Cependant, il est important de noter 

que le complexe DOTAGA(Gd) très proche du DOTA(Gd), est extrêmement stable, et des conditions acides, bien 

que favorables, ne sont pas suffisantes pour un relargage rapide du gadolinium complexé comme le montre le 

Tableau 15. En effet, malgré des conditions d’acidité et de température favorables (pH = 1 et T = 37°C) il faut 

plus de 26 heures pour relarguer la moitié du gadolinium complexé [168]. On note aussi dans ce tableau que 

malgré la haute stabilité thermodynamique des chélates linéaires (DTPA(Gd), log β = 22,1), leur stabilité cinétique 

est très faible avec un t1/2 inférieur à 5 secondes à pH = 1,2 et T = 20°C. C’est cette instabilité cinétique qui mène 

au dépôt de gadolinium dans l’organisme après injection de GBCA linéaire comme évoqué en Section 2.2.4.2.1. 

 

Tableau 15. t1/2 de la décomplexation de chélates de gadolinium DOTA(Gd) Vs chélate linéaire [168] 

Produit 
t1/2 (h)  

pH = 1,2  

T = 37°C 

t1/2 (h)  

pH = 1,0 

T = 37°C 

t1/2 (h) 

pH = 1,2 

T = 20°C 

DOTA(Gd) 85 26,4 338 

Chélate linéaire ND ND < 5 s 
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La température est un facteur cinétique important  qui permet de raccourcir de facon singnificative le 

temps de relargage [168]. Ainsi, afin de pouvoir relarguer une quantité significative de gadolinium en un temps 

raisonnable, l’étape de complexation est réalisée dans les conditions suivantes : [HCl]initial = 1 M (pH = 0) / T = 

50°C. Une illustration de la réaction appliquée à AGuIX® est présente Figure 59. 

 

 

Figure 59. Illustration du procédé de dissociation du complexe DOTAGA(Gd) appliqué à AGuIX®. La nanoparticule 

obtenue, nommée CuPRiX, présentera donc un mélange de DOTAGA(Gd) et de DOTAGA libres. Ces DOTAGA libres lui 

permettront de complexer le cuivre et d’induire une déplétion locale du cuivre. 

 

4.2.1.2 Suivi du relargage de gadolinium 

Préalablement au relargage, une étude sur l’intégrité des particules AGuIX® dans les conditions d’acidité 

et température de la dissociation ([HCl] = 1M, T = 50°C) a été menée. L’intégrité des particules au-delà de 24h a 

pu être confirmée par HPLC-UV et DLS. 

Les nanoparticules AGuIX® donc ont été dispersées à 200 g L-1 dans de l'eau Milli-Q (conductivité ρ > 

18 MΩ.cm). Après 30 minutes de dispersion, la solution d'AGuIX® est versée dans une solution HCl 2M. Ainsi, 

la composition finale du mélange est de 1 M HCl et 100 g.L-1 d’AGuIX®. Le mélange a été laissé à 50°C sous 

agitation. 

Un échantillon du mélange a été extrait toutes les heures afin de suivre la libération de gadolinium par 

HPLC-IC/MS. Après trois heures, une partie du mélange a été isolée afin d’obtenir un premier produit avec un 

certain taux de DOTAGA libres. Ce produit est noté CuPRiX1. Le reste du mélange a été laissé à 50 °C et sous 

agitation pendant une heure supplémentaire pour obtenir un second produit avec un taux de DOTAGA libres plus 

important. Ce second produit est noté CuPRiX2. Les résultats du suivi de relargage du gadolinium par HPLC-

ICP/MS sont présentés en Figure 60. 
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Figure 60. Résultats HPLC-ICP/MS du suivi du relargage du gadolinium lors de la réaction de dissociation ([HCl] = 1M, 

T = 50°C). Le Gd3+ libre présente un temps de rétention Tr = 2,27 min. Le gadolinium est libéré au fur à mesure de la 

réaction. Les Temps de réaction treaction = 3 h (vert) et treaction = 4h (violet) sont les temps où la réaction a été arrétée afin 

d’obtenir deux produits notés respectivement CuPRiX1 et CuPRiX2. 

 

Grâce au suivi ICP/MS à différents temps, on observe l’augmentation du gadolinium libre dans le milieu 

(Tr = 2,27 min). Ce gadolinium libre est issu de la réaction de dissociation des DOTAGA(Gd) présents à la surface 

de la particule. Il est donc un marqueur direct de la génération de DOTAGA libres en surface. 

Au bout de quatre heures, la réaction est arrêtée. Le pH des produits CuPRiX1 et CuPRiX2 est ajusté à 1 

avant de suivre une étape de purification pour éliminer le gadolinium libre libéré pendant la dissociation car 

toxique pour l’organisme [97]. Cette étape de purification est effectuée à l’aide du système d'ultrafiltration 

Vivaflow 200 (membrane PES, seuil de poids moléculaire = 5 kDa, Sartorius Stedim Biotech, Göttingen, 

Allemagne). L’absence de Gd3+ libre est finalement vérifiée par la même méthode HPLC-ICP/MS et visible en 

Figure 61. 
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Figure 61. Résultats HPLC-ICP/MS présentant l’absence de gadolinium libre après purification des produits. 

 

Le pH final des solutions purifiées est ajusté à 7,4 en utilisant du NaOH 1 M. Les solutions sont filtrées de 

manière stérile à travers un filtre de 0,2 µm pour éliminer les plus grosses impuretés. Elles sont ensuite lyophilisées 

pour le stockage, à l'aide d'un lyophilisateur Christ-Alpha 1–2 (Coueron, France). On obtient donc deux produits 

finaux CuPRiX1 et CuPRiX2 issues respectivement de 3 heures et 4 heures de réaction. 

 

4.2.2 Caractérisation des produits CuPRiX1 et CuPRiX2 

Les particules ont été caractérisées en s’appuyant sur les méthodes traditionnellement utilisées dans la 

caractérisation d’AGuIX®. Dans cette partie, nous détaillerons les résultats obtenus par les différentes techniques 

en les comparant à la particule AGuIX® initialement utilisée pour synthétiser les particules CuPRiX1 et CuPRiX2. 

4.2.2.1 Pureté HPLC-UV 

La pureté des échantillons a été évalué par HPLC-UV. Les résultats obtenus après injections sont présentés 

dans la Figure 62. 
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Figure 62. Chromatogramme HPLC-UV des produits AGuIX®, CuPRiX1 et CuPRiX2 (λabs = 295 nmn, 10 µl, 100 g/L). 

 

Comme attendu d’après le test de stabilité initial, on retrouve ici le pic des nanoparticules CuPRiX1 et 

CuPRiX2 avec des temps de retentions respectifs de 10,9 et 10,7 min. Ces temps de rétention sont cohérents avec 

le temps de rétention de la nanoparticule AGuIX®. De plus, les deux produits présentent une pureté supérieure à 

99%. Cette plus grande pureté indique que l’étape de purification a bien été effectuée et que les fragments initiaux 

ont bien été filtrés en même temps que le gadolinium libre (Voir Section 1.2.1.2). Il est intéressant de noter que 

l’absorbance globale des produits CuPRiX1 et CuPRiX2 est supérieure à celle du produit initial. La libération du 

gadolinium diminue la masse molaire de la particule, les injections HPLC étant faites à masse de produit constant 

(10 µL à 100 g/L) il y a plus de particules dans les injections des deux nouveaux produits contribuant à une 

absorbance globale plus intense. 

4.2.2.2 Taille : DLS 

Les distributions volumiques renvoyées par la mesure de DLS pour les différents produits sont présentées 

en Figure 63. Les diamètres hydrodynamiques issus des distributions d’AGuIX®, CuPRiX1 et CuPRiX2 sont 

respectivement de 3,6 ± 1,34 nm, 4,6 ± 1,56 nm et 5,0 ± 2,1 nm. Les particules CuPRiX présentent donc un 

diamètre hydrodynamique plus important qu’AGuIX®. Cette différence pourrait s’expliquer par une sélection des 

particules plus grosses lors de l’étape de purification. Néanmoins, il est important de noter que, malgré cette 

augmentation, les nanoparticules CuPRiX1 et CuPRiX2 présentent un diamètre hydrodynamique inférieur au seuil 

de filtration glomérulaire ( ≈ 6 nm ) [16].  
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Figure 63. Distribution volumique du diamètre hydrodynamique (DH) de AGuIX® (bleu), CuPRiX1 (rouge) et CuPRiX2 

(noir). 

 

4.2.2.3 Mesure DOTAGA libre 

Une mesure cruciale pour évaluer la validité du protocole est la détermination de la quantité de DOTAGA 

libre générée à la surface des deux nouveaux produits. Cette mesure a été effectuée par titration par ajout de Cu2+
. 

Les détails de la titration sont explicités en Section 3.4.2. L’expérience repose sur la forte augmentation 

d’absorbance due à la formation du complexe DOTAGA(Cu) à 295 nm. Les résultats des mesures pour CuPRiX1 

et CuPRiX2 sont respectivement présentés en Figure 64 et Figure 65. 
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Figure 64. Titration des DOTAGA libres du produit CuPRiX1. (a) HPLC-UV de différents ratios de Cu2+ par masse de 

CuPRiX1. (b) Mesure de l’aire sous la courbe entre 0 et 15 min. Augmentation de l’absorbance jusqu’à atteindre le 

plateau de saturation où tous les DOTAGA libres ont été complexés par les Cu2+ ajoutés. La quantité de DOTAGA libres 

sur l’échantillon est de 182 ± 14 nmol de DOTAGA libres par mg de CuPRiX1.  

 

Figure 65. Titration des DOTAGA libres du produit CuPRiX2. (a) HPLC-UV de différents ratios de Cu2+ par masse de 

CuPRiX2. (b) Mesure de l’aire sous la courbe entre 0 et 15 min. Augmentation de l’absorbance jusqu’à atteindre le 

plateau de saturation où tous les DOTAGA libres ont été complexés par les Cu2+ ajoutés. La quantité de DOTAGA libres 

sur l’échantillon est de 252 ±8 nmol de DOTAGA libres par mg de CuPRiX2. 

 

Les résultats de la titration des DOTAGA libres montrent une forte augmentation du nombre de chélates 

libres dans les deux produits issus de la réaction de dissociation. Ainsi CuPRiX1 présente un taux de DOTAGA 

libre de 182 ± 14 nmol de DOTAGA libres par mg de produit. CuPRiX2 présente, quant à lui, un taux de 258 ± 8 

nmol de DOTAGA libres par mg de produit. Ce taux supérieur est bien en accord avec un temps de réaction plus 

long pour CuPRiX2 et donc une quantité de gadolinium libérée plus importante comme indiqué par le 

chromatogramme HPLC-ICP/MS de la Figure 60. Il faut rappeler que comme souligné en Section 3.4.2, le taux 
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de DOTAGA libre dans le produit AGuIX® initial est de l’ordre de 8 nmol par mg de produit. Les 

chromatogrammes HPLC-UV des Figure 64.a. et Figure 65.a montrent une augmentation significative de 

l’absorbance au niveau des particules indiquant ainsi que les chélates générés sont présents sur la nanoparticule. 

Ces produits seront donc plus à même d’avoir un impact sur la complexation du cuivre intratumoral. 

4.2.2.4 Analyse élémentaire 

La teneur massique en Gd du produit initial et des produits de synthèse a été déterminée au laboratoire 

par ICP/MS en injection directe. Les mesures ont été faites sur Nexion 2000B (Perkin-Elmer, Villebon Sur Yvette, 

France). Les résultats pour AGuIX®, CuPRiX1 et CuPRiX2 sont indiqués ci-dessous dans le Tableau 16. 

 

Tableau 16. Teneur massique en gadolinium des produits AGuIX®, CuPRIX1 et CuPRiX2 déterminée par ICP/MS. 

Product AGuIX® CuPRiX1 CuPRiX2 

Gd (m%) 10,5 8,2 6,2 

 

 CuPRiX1 et CuPRiX2 présentent tous deux des teneurs massiques en gadolinium inférieures à la quantité 

initiale contenue dans AGuIX® respectivement 8,2, 6,2 et 10,5 m%. L’association de la quantité de Gd et de la 

quantité de DOTAGA libres dans chaque produit nous permet de remonter à la quantité de DOTAGA totale 

présente dans les différents lots ainsi qu’au taux de DOTAGA libre au sein de chaque produit. En effet :  [𝐷𝑂𝑇𝐴𝐺𝐴]𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙𝑒 =  [𝐷𝑂𝑇𝐴𝐺𝐴]𝐿𝑖𝑏𝑟𝑒 + [𝐺𝑑] 
𝐷𝑂𝑇𝐴𝐺𝐴𝑙𝑖𝑏𝑟𝑒(%) =  [𝐷𝑂𝑇𝐴𝐺𝐴]𝐿𝑖𝑏𝑟𝑒[𝐷𝑂𝑇𝐴𝐺𝐴]𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙𝑒  

• [𝐷𝑂𝑇𝐴𝐺𝐴]𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙𝑒  la concentration massique en DOTAGA totale en nmol/mg 

• [𝐷𝑂𝑇𝐴𝐺𝐴]𝐿𝑖𝑏𝑟𝑒  la concentration massique en DOTAGA libre en nmol/mg 

• [𝐺𝑑] la concentration massique en Gd en nmol/mg  

 

Les concentrations en DOTAGA totale de chaque produit ainsi que leurs taux respectifs en DOTAGA 

libre sont présentés dans le Tableau 17. 
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Tableau 17. Quantité totale de DOTAGA et taux de DOTAGA libre dans les produits AGuIX®, CuPRiX1 et CuPRiX2. 

Produit AGuIX® CuPRiX1 CuPRiX2 [𝑫𝑶𝑻𝑨𝑮𝑨]𝑻𝒐𝒕𝒂𝒍𝒆 
(nmol/mg) 

676 703 647 

𝑫𝑶𝑻𝑨𝑮𝑨𝒍𝒊𝒃𝒓𝒆 (%) 1,2 25,9 39,1 

 

 Comme attendu, les produits CuPRiX1 et CuPRiX2 présentent tous deux des taux de DOTAGA libre bien 

supérieurs au produit AGuIX® initial avec plus du quart de leurs groupements DOTAGA disponibles pour la 

complexation. On remarque aussi que les concentrations massiques en DOTAGA totale de CuPRiX1 et CuPRiX2 

sont très proches de la concentration massique en DOTAGA totale d’AGuIX® avec une variation de seulement ± 

4%. Cette faible variation semble indiquer que les particules ont été très peu affectées par le processus de 

dissociation. 

4.2.2.5 Potentiel Zéta 

L’évolution du potentiel zéta des particules en fonction du pH a été mesurée. Les résultats obtenus sont 

présentés en Figure 66. 
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Figure 66. Évolution du potentiel zéta de AGuIX®, CuPRiX1 et CuPRiX2 en fonction du pH. 

 

Une tendance similaire est observée pour tous les produits. Cette tendance est bien caractéristique de 

nanoparticules du même type qu’AGuIX® c’est-à-dire présentant en surface des groupements amines (via 

l’APTES), des DOTAGA(Gd) et des DOTAGA libres. L’évolution du pH au point isoélectrique (IEP) diminue en 

fonction du temps de réaction. Ainsi, AGuIX®, CuPRiX1 et CuPRiX2 présentent des pH à IEP respectifs de 7,15, 
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6,71 et 6,29. Cette diminution est en accord avec le remplacement des groupements DOTAGA(Gd) par des 

groupements DOTAGA libres. En effet, le groupement DOTAGA(Gd) conserve sa charge -1 car cinétiquement 

stable [168], en revanche pour être chargé -1 le groupement DOTAGA libre aura besoin d’être protoné trois fois 

(voir Figure 53) nécessitant donc un pH plus acide. Plus il y a de DOTAGA libres plus le pH de l’IEP est acide. 

L’évolution des pH à IEP pour CuPRiX1 (6,71) et CuPRiX2 (6,29) est donc en accord avec l’augmentation du taux 

de DOTAGA libre mis en évidence par la titration (Section 1.2.2.3) et l’analyse élémentaire (Section 1.2.2.4). 

De la même manière, on pourrait s’attendre à un potentiel zêta plus négatif à pH basique car les DOTAGA 

libres peuvent générer jusqu’à trois charges négatives supplémentaires par rapport au DOTAGA(Gd). Pour des 

pH acides, le DOTAGA libre peut-être jusqu’à deux fois chargé positivement. En conclusion, la génération de 

DOTAGA libres en place des DOTAGA(Gd) devrait augmenter l’écart entre le potentiel zêta à pH acide et le 

potentiel zêta à pH basique tout en diminuant le pH d’obtention de l’IEP. Cette analyse se vérifie pour CuPRiX2 

mais pas pour CuPRiX1. Ce raisonnement est cependant nuancé par l’impact des silanols en surface de la particule 

qui interviendront dans la charge globale de la particule [169] 

4.2.2.6 Relaxométrie 

Les résultats de la mesure des temps de relaxation des solutions d’AGuIX®, CuPRiX1 et CuPRiX2 sont 

présentés dans le Tableau 18. 

 

Tableau 18. Mesures des relaxivités longitudinales et transversales des produits AGuIX®, CuPRiX1 et CuPRiX2. (Mesures 

effectuées à 37°C, 1,4T à 60 MHz) 

Produit r1 (s-1.mM-1) r2 (s-1.mM-1) r2/r1 

AGuIX® 18,9 30,4 1,61 

CuPRiX1 20,2 33,5 1,66 

CuPRiX2 30,7 51,2 1,67 

 

D’après les résultats précédents, nous savons que les trois produits AGuIX®, CuPRiX1 et CuPRiX2 

présentent tous du gadolinium sous la même forme, c’est-à-dire, complexé par le DOTAGA. Ainsi, on pourrait 

supposer que les valeurs de r1 et r2 soient proches entre chaque produit. Cependant, on remarque une augmentation 

du r1 pour CuPRiX1 (20,2) et CuPRiX2 (30,7). Cette augmentation peut s’expliquer par une augmentation du temps 

de corrélation due à l’augmentation de la taille (comme indiqué par la DLS en Section 1.2.2.2 ) ou de la rigidité 

des particules [170] même si ce raisonnement est nuancé par les résultats de la mesure SAXS. Ce constat est 

identique pour r2.  Néanmoins, le ratio r2/r1 est proche du ratio de AGuIX® et reste inférieur à 2 ce qui indique un 

comportement d’agent de contraste IRM positif [132]. 
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4.2.2.7 Bilan 

Tableau 19. Bilan des caractéristiques d’AGuIX®, CuPRiX1 et CuPRiX2 

Produit Gd (w%) 

Free 

DOTAGA 

(nmol/mg) 

Tr (min) DH (nm) pH IEP 

r2/r1          

(s-1.mM-1) 

AGuIX® 10,5 8 ± 2 10,9 3,6 ± 1,34 7,15 30,4/18,9 

CuPRiX1 8,2 182 ± 14 10,9 4,6 ± 1,56 6,71 33,5/20,2 

CuPRiX2 6,2 253 ± 8 10,7 5 ± 2,1 6,29 51,2/30,7 

 

L’ensemble des caractérisations effectuées jusqu’ici semble indiquer que les particules CuPRiX1 et 

CuPRiX2 ne présentent pas de grandes différences structurelles par rapport à AGuIX®. Ceci supposerait un 

comportement identique au niveau de la biodistribution. De plus, le gadolinium restant et le bon ratio r2/r1 indiquent 

que les produits CuPRiX peuvent présenter les mêmes propriétés qu’AGuIX® en terme de radiosensibilisation et 

d’imagerie IRM. En plus de ces propriétés, la présence des DOTAGA libres offre la possibilité d’agire sur le 

dévellopement des tumeurs en complexant le cuivre intratumoral. Le potentiel effet thérapeutique lié à la déplétion 

du cuivre peut être évaluée par diverses expériences biologiques in-vitro dont les résultats sont présentés dans le 

chapitre suivant. 

4.3 Résultats in vitro et publication 

Afin de valider l’intérêt des particules CuPRiX pour agir sur la croissance tumorale, nous avons travaillé 

en collaboration avec la faculté de médecine de Lyon Sud en France. Des expériences sur cellules cancéreuses et 

sur animaux porteurs de tumeurs ont été réalisées par Delphine Brichart sous la supervision de Claire Rodriguez-

Lafrasse. Nous avons travaillé sur deux modèles de cancer : 

• A549, lignée cellulaire d’adénocarcinome pulmonaire humain. 

• SQ20B, lignée cellulaire de carcinome épidermoïde de la tête et du cou. 

Le but était de montrer que les particules CuPRiX agissaient sur la migration et l’invasion des différentes 

lignées cellulaires par la captation du cuivre dans le milieu tout en présentant des propriétés de radio sensibilisation 

comme le produit AGuIX®. Les résultats ont fait l’objet d’une publication dans Pharmaceutics en 2022. 

4.3.1 Résumé des résultats in vitro 

Afin d’évaluer l’influence de CuPRiX sur la migration cellulaire, un test d’égratignure (Scratch wound 

assay, [171]) a été effectué. Ce test consiste à évaluer l’impact d’un composé sur le temps de recouvrement d’une 
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égratignure faite au niveau de la culture cellulaire. Le résultat de ce test pour la lignée cellulaire A549 sont 

présentés en Figure 67.a. Dans le milieu de culture contenant CuPRiX2 (800 µM de DOTAGA libre/500 µM 

DOTAGA(Gd)), on remarque que les cellules (en jaune) mettent plus de temps pour recouvrir l’espace de 

l’égratignure que dans le cas contrôle ou le cas où AGuIX® est introduit dans le milieu (500 µM DOTGA(Gd)). Il 

semble donc que CuPRiX diminue la migration cellulaire. De plus, un test en chambre de Boyden a été effectué 

[172] afin d’étudier l’impact de CuPRiX sur l’invasion cellulaire. CuPRiX semble de la même manière diminuer 

l’invasion cellulaire chez A549 et SQ20B.  

L’activité de la métaloenzyme LOX a été évaluée. Comme évoqué en introduction, LOX est une enzyme 

dépendante du cuivre qui a été identifiée comme jouant un rôle crucial dans le processus métastatique [146]. 

L’impact de CuPRiX sur l’activité de LOX au sein des cellules A549 est présenté en Figure 67.b. L’ajout de 

CuPRiX dans le milieu diminue significativement l’activité de cette enzyme. S’il n’est pas formellement prouvé 

que l’impact de CuPRiX sur A549 est dû à la chélation du cuivre dans le milieu, la diminution de l’activité de cette 

enzyme cuivre dépendante de cet élément montre bien que CuPRiX joue un rôle dans la disponibilité du cuivre 

dans le milieu. 

L’aspect radiosensibilisant de CuPRiX a pu être mesuré et comparé à AGuIX® (Figure 67.c). Malgré une 

faible mise en évidence de cet effet sur A549, les particules CuPRiX présentent un impact comparable à AGuIX® 

à Gd équivalent supposant que l’effet radiosensibilisant est bien toujours présent à travers le gadolinium de la 

particule. 

Ces tests préliminaires ont démontré le potentiel de CuPRiX en tant que dérivé d’AGuIX® présentant de 

nouvelles propriétés anti-angiogéniques. Cette nouvelle propriété, couplée à l’effet radiosensibilisant initial, 

pourrait entrainer des effets synergiques sous irradiation. 

 

Figure 67. (a) Effet d'AGuIX® et de CuPRiX2 sur la migration et l'invasion des A549 et SQ20B-CSC avec le test de 

d’égratignure. Images représentatives de la migration des cellules A549 après traitement avec CuPRiX2 (800 µM de 

DOTAGA(Gd) et 500 µM de DOTAGA libre) ou AGuIX® (800 µM de DOTAGA(Gd)). (b) Effet d'AGuIX® (800 µM de 

DOTAGA(Gd)) et de CuPRiX2 (800 µM de DOTAGA(Gd) et 500 µM de DOTAGA libre) sur l'activité LOX dans les 

cellules A549. Les données sont présentées sous forme de moyenne ± SD (n = 2) avec deux répétitions techniques pour 

chaque expérience. ** p < 0,01, *** p < 0,001, ANOVA à deux facteurs. (c) Effet radiosensibilisant d'AGuIX® (800 µM de 
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DOTAGA(Gd)) et CuPRiX2 (800 µM de DOT-AGA(Gd) et 500 µM de DOTAGA non complexé) sur A549. Chaque courbe 

est la moyenne de trois expériences indépendantes. 

4.3.2 Publication
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4.4 Conclusion et perspectives 

Ce projet a permis de mettre en évidence la faisabilité de la voie de relargage du gadolinium par protonation 

assistée. Ainsi, en une étape simple de traitement acide, il est possible de modifier le contenu complexé à la surface 

d’AGuIX®, tout en conservant la grande majorité de ses caractéristiques. Le projet CuPRiX met en avant la 

versatilité d’AGuIX® qui doit être vu comme une nanoparticule plateforme ajustable au cadre d’utilisations visées. 

Ici, on souhaite apporter à AGuIX® la capacité de complexer l‘excès de cuivre au sein des tumeurs via la présence 

de groupements DOTAGA libre à la surface de la nanoparticule. Ces groupements sont issus du relargage du 

gadolinium initialement complexé. Les analyses chimiques effectuées ont validé l’obtention du produit désiré et 

les premiers résultats in vitro réalisés par nos partenaires ont démontré l’intérêt de l’utilisation de CuPRiX. Ces 

résultats encourageant doivent prochainement faire l’objet de test in vivo afin de confirmer l’effet de la thérapie 

de chélation via CuPRiX. De plus, grâce à la présence de gadolinium il est raisonnable d’espérer observer une 

synergie entre les effets anti-tumoraux de la chélation de cuivre et l’effet radiosensibilisant apporté par le reste du 

gadolinium encore en surface. Ce travail a donné lieu au dépôt de deux brevets. Le premier portant sur l’usage des 

nanoparticules présentant des DOTAGA libres pour la chélation de métaux dans l’organisme. Le second est 

focalisé sur le procédé de relargage de gadolinium ouvrant de nombreuses possibilités pour obtenir de nouveaux 

produits issus d’AGuIX®. 

 

Le relargage du gadolinium ouvre une voie vers la formation de nanoparticules de types AGuIX® dont le 

contenu complexé en surface peut être ajusté à façon. C’est dans cette optique que le procédé de relargage sera  

utilisé dans le chapitre suivant pour remplacer le gadolinium originel par du bismuth afin d’augmenter l’effet 

radiosensibilisnat de la nanoparticule.
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5 AGuIX(Gd/Bi) : Augmentation de l’effet radiosensibilisant  

5.1 L’effet radiosensibilisant : Mécanisme et amplification 

5.1.1 La radiothérapie : Un processus complexe 

La radiothérapie renvoie au traitement des tumeurs par l’usage de rayonnements ionisants. Ce traitement 

voit le jour pour la première fois à la fin du 19ème siècle, suite à la découverte par Wilhelm Conrad Röntgen des 

rayons X en décembre 1895. L’objectif de cette partie est de présenter les grands principes de ce processus. 

L’interaction d’un rayonnement ionisant avec un organisme vivant se décomposent en 3 phases : 1) une phase 

physique, 2) une phase chimique et 3) une phase biologique (Figure 73). 

5.1.1.1 Phase physique 

L’interaction d’un rayonnement énergétique avec la matière résulte en un dépôt d’énergie au sein de la 

matière traversée. Ce dépôt d’énergie peut mener à une excitation électronique (passage d’un électron d’un atome 

vers un niveau plus énergétique sans être expulsé), voir à une ionisation (éjection d’un ou plusieurs électrons de 

l’atome) on parle alors de rayonnement « ionisant ». Cette ionisation se caractérise donc par un dépôt très localisé 

d’une quantité d’énergie suffisante pour induire des dégâts périphériques tels que des ruptures de liaisons 

chimiques. 

Il existe 2 grandes familles de rayonnements ionisants : les rayonnements électromagnétiques et les 

rayonnements particulaires. Les rayonnements électromagnétiques comme les rayons X ou γ sont des ondes. Ils se 

caractérisent par leur longueur d’onde λ, leur fréquence ν et leur vitesse c (vitesse de la lumière). Ils se caractérisent 

aussi par leurs énergies E avec E = hν où h est la constante de Planck. Cette énergie est généralement exprimée en 

électron Volt (1 eV = 1,602 176 634 × 10−19 J). Si ces rayonnements présentent une énergie suffisante ils peuvent 

produire une ionisation dans la matière traversée. Les rayonnements particulaires se définissent par une masse, 

une vitesse et souvent une charge (protons, neutrons, électrons, ions carbone, …), leurs énergies sont suffisantes 

pour entrainer une ionisation directe de la matière traversée. 

La dose absorbée est une mesure de la « quantité » de rayonnement ionisant reçue par un tissu : elle se 

définit par l’énergie absorbée par masse de tissu traversée, elle est donc exprimée en Joules par kilogramme     

(J.Kg-1). Cette unité est appelée le Gray (1 Gy = 1 J.Kg-1). Le principe même de la radiothérapie est donc de 

déposer une dose suffisante d’énergie au sein de la tumeur, via les rayonnements ionisants, pour induire des 

dommages au niveau local. Les rayonnements ionisants les plus utilisés en clinique sont les rayons X. 

Les mécanismes d’interactions entre rayons X et matière dépendent de deux paramètres principaux : 

l’énergie E du rayon X et le numéro atomique Z de l’atome rencontré. En radiothérapie, les principaux mécanismes 

impliqués dans le dépôt de dose sont l’effet photo-éléctrique, l’interaction Compton et la production de « paires ». 

La probabilité qu’un type de mécanisme se réalise est appelée section efficace d’interaction ou « cross-section ».  

https://fr.wikipedia.org/wiki/Joule
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5.1.1.1.1 Effet photo-électrique  

L’effet photo-électrique consiste en l’absorption d’un photon X par un atome, entrainant l’expulsion d’un 

électron situé dans les couches électroniques internes de l’atome. L’énergie du photon incident est presque 

entièrement transmise à l’électron expulsé, celui-ci peut se déplacer sur quelques microns causant des dommages 

aux molécules environnantes par ionisation. La lacune électronique ainsi créée est comblée par un électron d’une 

couche plus externe de l’atome. Ce changement d’orbital atomique entraine une libération d’énergie lors d’un 

processus de désexcitation atomique qui peut se faire de deux façons : soit sous la forme de l’émission d’un photon 

X de fluorescence, soit sous la forme de l’éjection d’un électron d’une orbitale plus externe appelé alors électron 

Auger qui peuvent se déplacer sur une dizaine de nanomètre.  

La résultante de l’effet photo-électrique est donc (Figure 68) : 

- Un photon incident complétement absorbé 

- Un photoélectron éjecté de son orbite  

- Un photon de fluorescence X ou un électron Auger. La probabilité d’émission d’un photon ou d’éjections 

un électron dépend principalement de la nature de l’élément rencontré. 

 

Figure 68. Schéma illustrant l’effet photoélectrique. Figure adaptée de Butterworth et al. [76]. 

 

Figure 69. Ratio η d’émission d’un photon X de fluorescence sur l’émission d’un électron Auger par effet photoélectrique 

selon le numéro atomique Z de l’atome rencontré. Figure issue de Rosa S. et al [173]. 
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La section efficace de l’effet photo-électrique est directement proportionnel à Z3 et inversement 

proportionnel à E3
  [174]. Cet effet prédomine en utilisation clinique pour des énergies de 10-500 keV [175]. 

5.1.1.1.2 Effet Compton 

L’effet Compton consiste en la collision d’un photon incident avec un électron des couches externes. 

Seule une partie de l’énergie incidente est transmise à l’électron, le reste est libéré par la diffusion d’un photon 

d’énergie plus faible. Le photon diffusé peut à son tour interagir avec l’environnement pour entrainer un effet 

photo-électrique ou un effet Compton. 

La résultante de l’effet Compton est donc (Figure 70) : 

- Un photon diffusé, dont l’énergie est celle du photon incident réduite de l’énergie transmise à l’électron 

- Un photoélectron arraché à son orbitale atomique dont l’énergie varie selon l’énergie transmise par le 

photon incident 

 

Figure 70. Schéma illustrant l’effet Compton. Figure adaptée de Butterworth et al. [76]. 

La section efficace de l’effet Compton est largement indépendante de Z et évolue inversement à E [174]. 

En clinique, il domine pour les énergies de 0,5 – 1 MeV. 

  L’effet photoélectrique et l’effet Compton sont les deux mécanismes principaux intervenant dans les 

processus de radiothérapie. 

5.1.1.1.3 Production de pair électron-positon 

Si le photon incident posséde une énergie supérieure à 1,022 MeV alors son interaction avec le noyau de 

l’atome peut mener à la formation d’une paire électron-positon. Après avoir parcouru une courte distance, le 

positon rencontre un électron provoquant leur annihilation et l’émission de 2 photons γ d’énergie 511 keV. La 

section efficace de la production de pairs évolue proportionnellement à Z/E [174]. Le bilan de la production de 

pairs est présenté en Figure 71. 
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Figure 71. Schéma illustrant l’effet de production de pair électron –positon. Figure adaptée de Butterworth et al. [76]. 

 

5.1.1.1.4 Résumé des interactions physiques 

Il est important de noter que le dépôt de dose des rayons X n’est pas lié aux photons eux-mêmes mais aux 

électrons secondaires (photoélectrons et électrons Auger) produits par l’interaction de ces rayons avec la matière. 

Ces électrons sont principalement produits par effet photo-électrique et effet Compton dans le cadre de la 

radiothérapie. La Figure 72 illustre la dominance des différents effets en fonction de l’énergie du photon incident 

et du numéro atomique Z des atomes rencontrés. 

 

 

Figure 72. Influence de numéro atomique Z et de l’énergie du photon incident sur le type d’interaction [174]. 

 

5.1.1.2 Phase chimique 

Au cours de son parcours dans la matière, le rayonnement incident peut interagir avec différentes espèces 

moléculaires. La principale est l’eau, qui constitue la majeure partie de la cellule. L’ionisation d’une molécule 

d’eau entraine la formation d’espèces radicalaires, hautement réactives. La réaction de ces espèces radicalaires 

avec des molécules d’intérêt, comme l’ADN, conduit à des dommages moléculaires (notamment des ruptures de 
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liaisons chimiques) : on appelle ce type d’interactions des dégâts indirects. Au contraire, si le rayonnement incident 

réagit directement avec une molécule d’intérêt comme l’ADN, l’ionisation induite et les ruptures de liaison 

chimiques consécutives sont appelés dégâts directs. Il est estimé pour un faisceau de rayons X d’énergie 

thérapeutique que les dommages indirects comptent pour près de 60% [104]. Après réaction du rayonnement 

ionisant avec le milieu, l’ionisation des molécules d’eau (appelée radiolyse de l’eau) produit des radicaux libres. 

Les radicaux libres initiaux sont •OH, •H et e-
aq. Ces radicaux peuvent réagir entre eux par réactions d’oxydo-

réduction pour créer des espèces moléculaires plus stables comme H2O2 et H2, ou bien réagir dans le milieu avec 

d’autres molécules. En présence de O2, la réaction de ces radicaux libres mène à la création du radical superoxyde 

O2
•- et du radical superoxyde protoné HO2

•. On obtient donc au final la création des principales espèces réactives 

de l’oxygène (« reactive oxygen species » ou ROS) : •OH, O2
•-, H2O2. C’est l’action de ces espèces réactives qui 

entraine des dommages aux niveaux de l’ADN menant à la mort de la cellule cible. 

5.1.1.3 Phase biologique 

La phase biologique prend place dans les suites de la phase chimique. Les dommages ADN produits par 

les réactions précédentes sont de diverses natures. On estime que pour 1 Gy d’énergie absorbé, plus de 1000 lésions 

simples brins sont produites ainsi que 40 lésions doubles brins [176]. La machinerie de réparation de l’ADN tente 

alors de détecter, reconnaître et de prendre en charge ces lésions jusqu’à leur réparation. De la qualité de cette 

réparation dépendra la survie cellulaire. Les cassures doubles brins sont considérées comme étant les plus létales. 

Les effets cellulaires et tissulaires survenant dans les suites dépendront de la survie ou non des cellules, du type 

de dommages et du type de tissus. Une mortalité importante et rapide entrainera des effets tissulaires précoces : 

c’est notamment l’objectif pour le traitement d’une tumeur, mais également le cas pour les effets secondaires aigus. 

Une mortalité cellulaire retardée peut être à l’origine d’effets secondaires tardifs et chroniques. Une accumulation 

de lésions peut entrainer l’apparition de cancers radio-induits des années après le traitement, et la transmission de 

ces lésions en cas d’irradiation gonadique peut avoir des conséquences sur les générations futures. Ainsi, dans 

l’objectif d’obtenir une mortalité tumorale plus importante que la mortalité cellulaire des tissus sains adjacents, la 

radiothérapie se base sur le postulat de systèmes de réparation de l’ADN moins performants dans les tissus 

tumoraux [176]. 

La radiothérapie est donc un traitement complexe faisant intervenir de multiples domaines scientifiques. 

Le bilan du procédé est présenté en Figure 73. 
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Figure 73. Bilan des différentes phases : Physique/Chimique/Biologique qui interviennent lors de la radiothérapie. Figure 

adaptée de Liu et al. [109]. 

 

Il faut aussi noter que depuis plusieurs années, la recherche se penche sur l’impact de la radiothérapie sur 

la réponse immunitaire contre le cancer. Ainsi, plusieurs études semblent indiquer que sous certaines condition la 

radiothérapie pour générer une réponse immunitaire anti-tumorale ouvrant la voie à une possible « vaccination » 

contre le cancer [177]. 

5.1.2 Effet radiosensibilisant : Usage de nanoparticules à Z élevé 

Dans cette partie, nous allons évoquer le principe de l’utilisation des nanoparticules à numéro atomique 

(Z) élevé afin d’augmenter le dépôt de dose dans les tissus tumoraux. Il est important de noter que le mode d’action 

est complexe car dépendant d’un très grand nombre de facteurs, et est toujours sujet à débat [76].  L’objectif de 

l’utilisation de nanoparticules à Z élevé en radiothérapie est de permettre une amélioration du ratio thérapeutique, 

à savoir dans ce cas une augmentation de la dose délivrée à la tumeur suite à une irradiation sans induire de toxicité 

supplémentaire sur les tissus sains adjacents. Les nanoparticules de Z élevés proposent d’agir au niveau de la phase 

physique de l’interaction rayonnement – matière. Leur haute densité électronique permet une augmentation de la 

probabilité d’interaction avec le rayonnement incident par rapport aux tissus normaux adjacents. La dose délivré 

dans l’environnement direct de la nanoparticule est donc largement augmentée comme l’illustre la simulation 

présentée en Figure 74.  
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Figure 74. Simulation de la dose déposée autour d’une nanoparticule après un événement ionisant. Figure issue de 

Butterworth et al. [76]. 

 

 En utilisant les propriétés de biodistribution des nanoparticules, une accumulation tumorale préférentielle 

est espérée grâce à l’effet EPR permettant donc une interaction entre nanoparticules et rayonnement au sein de la 

tumeur et donc une augmentation de dose localement. 

Le postulat physique sous-jacent stipule que l’introduction d’un matériau de haut numéro atomique dans 

un tissu augmente le dépôt de dose local d’un rayonnement ionisant. La probabilité d’interaction d’un photon avec 

le milieu dépend en effet de deux facteurs principaux : l’énergie du photon incident et le numéro atomique des 

atomes rencontrés. L’introduction de nanoparticules de Z élevé induit donc théoriquement une augmentation de la 

probabilité d’interaction des photons incidents dans le milieu via les mécanismes photoélectrique et effet Compton. 

Il en résulte alors une production d’électrons secondaires (photo-électrons, électrons Auger), de radicaux libres, 

d’espèces réactives de l’oxygène et de dégâts biologiques responsables d’effets cytotoxiques au niveau local. Pour 

exemple, le numéro atomique moyen des tissus humains étant de 7.4, le rapport des probabilités d’interaction d’un 

photon incident via l’effet photoélectrique entre un atome d’or (Z=79) et cet hypothétique « atome moyen humain 

» est de 1217, donc largement en faveur de l’atome d’or [178]. Il est ainsi estimé qu’un ratio d’absorption de 

l’énergie de près de 160 peut être obtenu pour une énergie proche de 0.1 MeV entre deux tissus théoriques, l’un 

composé d’atomes d’or, l’autre d’atomes de Z moyen 7.4 (Figure 75). La zone d’énergie la plus favorable est par 

ailleurs celle à laquelle se produit préférentiellement l’effet photoélectrique. Cette observation est à la base de la 

recherche actuelle sur le potentiel radiosensibilisant des nanoparticules [179]. 



136 

 

Figure 75. Coefficient d’absorption massique entre les tissus mous et l’or selon l’énergie d’un faisceau de photon X 

incident. Figure issue de Hubbell et al. [178]. 

 

Il est important de noter que l’effet thérapeutique d’AGuIX® est directement relié à l’augmentation de dose 

grâce à l’interaction des rayons X avec le gadolinium qui est un élément avec un numéro atomique élevé (Z = 64) 

comme détaillé dans cette partie. 

De plus, la nature de l’élément interagissant avec le rayonnement ionisant est un paramètre majeur dans 

l’augmentation de la dose locale. Si l’or est l’élément le plus étudié dans la littérature, il existe d’autres éléments 

avec un numéro atomique élevé. La Figure 76 présente ainsi l’évolution de l’augmentation relative de la dose 

libéré dépendant de l’énergie incidente et du numéro atomique rencontré. 
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Figure 76.  Augmentation relative de la dose d’irradiation délivrée par unité de masse en fonction de l’energie incidente et 

du numéro atomique Z. Les éléments lourds augmentent de facon significative la dose relative et cela même pour des 

faibles énergies. Figure adaptée de McMahon et al [105]. 

 

 Il ressort ainsi, que de manière générale plus Z est grand plus l’augmentation relative de la dose est 

importante. Le bismuth (Z = 83) semble donc être un élément particulièrement intéressant dans le cadre de la 

radiosensibilisation. En effet, il est l’élément le plus lourd du tableau périodique avant de rencontrer des problèmes 

d’instabilité nucléaire. 

 Ce constat est à la base du projet mené en collaboration avec Harvard Medical School visant à améliorer 

les propriétés radiosensibilisantes de la nanoparticule AGuIX® en remplaçant le gadolinium chélaté à la surface 

de la nanoparticule par du bismuth qui présente les meilleurs caractéristiques d’amplification de dose de la 

radiothérapie. 

5.2 AGuIX(Bi) : Un procédé ajustable pour une nanoparticule spécifique 

Lors de ce projet, l’augmentation de l’effet radiosensibilisant d’AGuIX® est le principal point d’intérêt. 

Cependant, la propriété d’agent de contraste IRM doit être préservée impliquant la présence de gadolinium 

complexé. Il a été décidé de synthétiser des particules AGuIX® présentant différents ratio Gd/Bi afin d’évaluer 

quel ratio serait le plus à même de fournir un fort effet radiosensibilisant via l’ajout de bismuth tout en gardant les 

propriétés d’imageries via la conservation d’une quantité suffisante de gadolinium. Trois différents ratio Gd/Bi 

ont donc été testés : 70/30, 50/50, 30/70. 
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5.2.1 Relargage de gadolinium et complexation du bismuth 

5.2.1.1 Étape 1 : Relargage du gadolinium et suivi du relargage  

Afin d’obtenir les 3 produits désirés, nous avons décidé de pousser le processus de décomplexation du 

gadolinium assisté par protonation (Section 4.2.1.2) au-delà de 70% de libération de gadolinium (soit 70% de 

DOTAGA libres). Un tel taux de libération offre alors la possibilité de complexer à façon le bismuth et le 

gadolinium nécessaire à l’obtention des 3 ratios Gd/Bi : 70/30, 50/50, 30/70. AGuIX® est donc laissé dans des 

conditions de décomplexation ([HCl]initial = 1 M (pH = 0) / T = 50°C) le temps suffisant pour atteindre plus de 70% 

de gadolinium libéré. De la même façon que lors de l’obtention du produit CuPRiX, le processus est suivi par 

HPLC-ICP/MS. Un échantillon du mélange a été extrait toutes les heures afin de suivre la libération de gadolinium. 

De plus, ces échantillons sont comparés à une référence de gadolinium libre censée représenter un relargage total 

du gadolinium complexé. Les chromatogrammes issus du suivi de relargage du gadolinium par HPLC-ICP/MS 

sont présentés en Figure 77 et leurs intégrations respectives en Tableau 20. 
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Figure 77. Résultats HPLC-ICP/MS du suivi du relargage du gadolinium lors de la réaction de dissociation ([HCl] = 1M, 

T = 50°C). Le Gd3+ libre présente un temps de rétention Tr = 2,27 min. Le gadolinium est libéré au fur à mesure de la 

réaction. Le signal de référence (pointillés) représente le cas idéal d’une libération totale du gadolinium contenu dans 

l’échantillon d’AGuIX®. Pour un temps de réaction = 19h (rouge) plus de 70% du gadolinium total a été relargué dans le 

milieu.  
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Tableau 20. Mesure de l’aire du pic de Gd libre (Amesuré) durant l’étape 1 de relargage du Gd. Mesure du ratio par rapport 

à l’aire du pic de référence (Aref) indiquant un relargage de la totalité du Gd complexé par AGuIX® afin d’évaluer le taux 

de relargage de Gd au cours de la réaction. 

Intégration 0h 5h 10h 19h Ref 

Amesurée 0,19 1,65 3,30 4,95 6,31 

Amesurée /Aref 2.9 % 26,1 % 52,3 % 78,4 % 100% 

 

Ainsi, après 19 h de réaction 78,4% de gadolinium ont été libérés (Tableau 20). Afin d’éviter la 

recomplexation du gadolinium relargué, nous procédons à une purification à l’aide du système d'ultrafiltration 

Vivaflow 200 (membrane PES, seuil de poids moléculaire = 5 kDa, Sartorius Stedim Biotech, Göttingen, 

Allemagne). Après purification, la quantité de DOTAGA libres à la surface des particules a été mesurée par 

titration au cuivre comme mis en place précédemment pour la caractérisation des produits CuPRiX (voir Section 

4.2.2.3). Les résultats de cette titration sont présentés en Figure 78. 

 

 

Figure 78. Titration des DOTAGA libres du produit après relargage du gadolinium et purification. (a) HPLC-UV de 

différents ratios de Cu2+ par masse de produit. (b) Mesure de l’aire sous la courbe entre 0 et 15 min. Augmentation de 

l’absorbance jusqu’à atteindre le plateau de saturation où tous les DOTAGA libres ont été complexés par les Cu2+ ajoutés. 

La quantité de DOTAGA libres sur l’échantillon est de 0,64 µmol de DOTAGA libres par mg de produit. En rouge est 

indiquée la quantité initiale de gadolinium contenue dans AGuIX® soit la valeur attendue dans le cas d’un relargage 

total. 
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La quantité de DOTAGA libres après purification est de 0,64 µmol de DOTAGA par mg de produit. Or, 

la concentration initiale en gadolinium dans l’AGuIX® de départ est de 0,74 µmol par mg de produit. Le rapport 

0,64/0,74 indique donc un taux de DOTAGA libre de 86%. Cette valeur de DOTAGA libre supérieure à la valeur 

de 78,4% initialement déterminée par HPLC-ICP/MS peut s’expliquer par le fait que la réaction a pu continuer 

lors de l’étape de purification. En effet, il est difficile de stopper à un niveau précis de relargage et de le conserver 

tout au long de la purification, les risques soit de recomplexation soit de relargage sont présents. C’est pour cette 

raison que l’on s’assure du taux de DOTAGA en fin de réaction avant le démarrage de l’étape de complexation. 

Le taux de relargage est toujours suffisant pour obtenir les 3 ratio Gd/Bi désirés. Un bilan schématique de cette 

première étape est visible en Figure 79. 

 

Figure 79. Schéma bilan de l’étape 1 de relargage du gadolinium. On obtient en fin d’étape un produit ne contenant plus 

que 14% de sa quantité initiale de gadolinium. 

 

5.2.1.2 Etape 2 : Complexation de bismuth par étape et suivi  

Grâce aux DOTAGA générés lors de la première étape, nous sommes maintenant capables de complexer 

à façon les particules obtenues. De plus, Le DOTAGA(Bi) présente une forte constante de stabilité avec log β = 

30,3 [180]La difficulté de cette étape réside dans la formation d’hydroxyde de bismuth et ce même pour des valeurs 

faibles de pH ou de faible concentration (pKs ~ 30 pour Bi(OH)3) [181,182]. Afin de répondre à cette 

problématique et pour obtenir les produits désirés, l’étape de complexation du bismuth se déroulera en 3 étapes 

successives. Dans un premier temps 30% de la quantité totale de DOTAGA seront ajoutés pour atteindre le seuil 

du premier produit (nGd%/nBi% : 70%/30). Puis l’équivalent de 20% de la quantité totale de DOTAGA seront 

ajoutés pour atteindre 50% de DOTAGA complexé par du bismuth. Finalement, 20% seront une fois de plus 

ajoutés pour obtenir 70% de DOTAGA complexés par du bismuth. Un schéma récapitulatif de cette étape de 

complexation est présenté en Figure 80. 
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Figure 80. Schéma bilan de l’étape 2 de complexatio du bismuth. Celle-ci est divisée en trois étapes permettant l’obtention 

successive des niveaux de bismuth désirés.  

 

Lors des différentes étapes de complexation du bismuth, la quantité nécessaire de BiCl3 solide est ajoutée 

au mélange. Après ajout du chlorure, la solution se trouble en raison de la formation de Bi(OH)3.  Le pH est alors 

mesuré et ajusté autour de 6-7 avec une solution de NaOH 1M. Dans cette zone de pH on s’assure la présence 

d’une majorité de DOTAGA déprotonés capables de complexer [90] la faible quantité de bismuth en solution en 

équilibre avec le Bi(OH)3 précipité. La complexation du bismuth en solution tirera l’équilibre des hydroxydes vers 

leurs dissolutions rendant la solution de plus en plus transparente. De plus, à chaque étape de la complexation, le 

DOTAGA libre est en excès par rapport à la quantité de bismuth ajoutée limitant la possibilité d’accumulation 

d’hydroxyde de bismuth. Pour accélérer le processus, le mélange est placé à 80°C sous agitation pendant 48 h. Le 

pH est ajusté toutes les 12 h. Les photos de la première étape de complexation sont visibles en Figure 81. 

 

Figure 81. (a) Photo de mélange après ajout de BiCl3, le mélange est trouble dû à la formation de précipités BiOH3. (b) 

Photo du même mélange après étape de complexation à pH 7 et T=80°C pendant 48h.  

 

L’obtention d’une solution limpide ainsi que la stabilisation du pH entre deux réajustements sont les 

signes d’une complexation totale. Après, chaque complexation on prélève un échantillon du mélange et une 
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quantification du nombre de DOTAGA restant est effectuée. Les résultats des titrations sont présentés en Figure 

82 et les bilans de chaque étape sont reportés dans un Tableau 21.  

 

Figure 82. Résultats des titrations de DOTAGA libres effectuées après chaque complexation. (a) Avant de commencer la 

complexation. (b) Après ajout de 30% de BiCl3 (Etape 1). (c) Après ajout le premier ajout 20% de BiCl3 (Etape 2). (d) 

Après le second ajout de 20% de BiCl3 (Etape 3). Le taux initial de gadolinium du produit AGuIX® est indiqué en rouge. 
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Tableau 21. Résultat des titrations de DOTAGA libres après chaque de complexation du bismuth lors de l’étape 2 

Etape de 

Complexation 

0 

14% Gd 

0% Bi 

1 

14% Gd 

30% Bi 

2 

14% Gd 

50% Bi 

3 

14% Gd 

70% Bi 

[DOTAGA]libre 

mesuré 

(µmol/mg) 

0,64 0,42 0,25 0 ,09 

DOTAGAlibre 

théorique 

(%) 

86% 56% 36% 16% 

DOTAGAlibre 

mesuré 

(%) 

86% 57% 34% 12% 

 

La mesure de la quantité de DOTAGA libre après chaque étape de complexation permet de confirmer le 

bon déroulement de celle-ci. Pour toutes les étapes de complexation, le taux de DOTAGA libre mesuré est très 

proche du taux de DOTAGA libre théorique attendu (Tableau 21). Il est intéressant de noter que la formation du 

complexe DOTAGA(Bi) entraine une forte augmentation de l’absorbance à 295 nm [183]. Cette augmentation 

d’absorbance à travers la formation de DOTAGA(Bi) est notamment visible sur les chromatogrammes HPLC-UV 

effectués entre chaque étape de complexation du bismuth comme on peut l’observer en Figure 83. 

 

 

Figure 83. (a) Chromatogrammes HPLC-UV à 295 nm des différents produits après chaque étape de complexation par le 

bismuth (10 g/L, 10 µl). (b) Aire sous la courbe mesurée en fonction du taux de bismuth théorique.  
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L’augmentation linéaire de l’absorbance après chaque étape de complexation (Figure 83.b) est aussi un 

marqueur du bon déroulement de cette étape. Une complexation incomplète aurait entrainé une absorbance (ou 

aire totale mesurée) inférieure.  

En plus de la modification de l’absorbance, l’obtention de DOTAGA(Bi) modifie aussi la charge de 

surface de la particule. C’est pour cela que le potentiel zêta de chaque produit intermédiaire a été mesuré. Les 

résultats obtenus sont présentés dans le Tableau 22. 

 

Tableau 22. Evolution du pH à l’IEP après chaque étape de complexation du bismuth lors de l’étape 2 

Etape de 

Complexation 

AGuIX® 

100% Gd 

0% Bi 

0 

14% Gd 

0% Bi 

1 

14% Gd 

30% Bi 

2 

14% Gd 

50% Bi 

3 

14% Gd 

70% Bi 

pH IEP 7,15 5,58 6,63 - 6,95 

 

A travers l’évolution de l’IEP, on remarque tout d’abord, comme observé lors de la synthèse de CuPRiX 

(Section 4.2.2.5), que la décomplexation du gadolinium est liée à une diminution de l’IEP. Le DOTAGA(Gd) 

conserve sa charge -1 car il est cinétiquement stable, en revanche pour être chargé -1 le groupement DOTAGA 

libre aura besoin d’être protoné 3 fois (voir Figure 58) nécessitant donc un pH plus acide. Plus il y a de DOTAGA 

libres plus le pH de l’IEP est acide. De la même manière la formation de DOTAGA(Bi) après chaque étape fait 

augmenter le pH de l’IEP.  

5.2.1.3 Etape 3 : Complexation des DOTAGA libres restant par le gadolinium 

Finalement, les DOTAGA libres restant sont complexés avec du gadolinium pour obtenir les 3 produits 

contenant les ratios molaires Gd/Bi voulus : 30/70, 50/50, 30/70. La complexation du gadolinium est effectuée 

dans les mêmes conditions que la complexation du bismuth. Un schéma récapitulatif de cette étape est présenté en 

Figure 84. 
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Figure 84. . Schéma bilan de l’étape 3 de complexation du gadolinium. Celle-ci est divisé en trois étapes permettant 

l’obtention successive des niveaux de bismuth désirés. 

 

Une fois la complexation du gadolinium effectuée, les différentes solutions sont filtrées à l’aide du 

système d'ultrafiltration Vivaflow 200 (membrane PES, seuil de poids moléculaire = 5 kDa, Sartorius Stedim 

Biotech, Göttingen, Allemagne) afin d’éliminer les possibles ions Gd3+, Bi3+
 encore en solution. Les solutions sont 

stérilisées par filtration à 0.2 µM et le pH est ensuite ajusté à 7,4. Les particules sont ensuite lyophilisées pour une 

meilleure conservation.  

5.2.2 Caractérisation des produits finaux 

5.2.2.1 Pureté HPLC-UV 

De la même manière que pour AGuIX® et CuPRiX, la pureté de chaque produit est mesurée par HPLC. 

Les résultats des injections de produit AGuIX® et des trois produits 70Gd/30Bi, 50Gd/50Bi, 30Gd/70Bi sont 

présentés en Figure 85.  
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Figure 85. Chromatogrammes HPLC-UV à 295 nm des différents produits finaux 70Gd/30Bi, 50Gd/50Bi et 30Gd/70Bi 

(10 µl, 10 g/L) et d’AGuIX® (10 µL, 100 g/L). 

 

La pureté mesurée pour chaque produit est supérieure à 91%. On remarque ici encore la différence 

d’absorbance à 295 nm des produits finaux comparés à l’absorbance d’AGuIX®. Les trois produits Gd/Bi sont 

injectés à 10 g/L dans l’HPLC alors que l’échantillon d’AGuIX® est injecté à 100 g/L. Malgré un facteur de dilution 

de 10, l’absorbance totale mesurée est supérieure pour les particules Gd/Bi. 

5.2.2.2 Taille : DLS 

Les distributions volumiques renvoyées par la mesure de DLS pour les différents produits Gd/Bi sont 

présentées en Figure 86. Les diamètres hydrodynamiques issus des distributions d’AGuIX®, de 70Gd/30Bi, de 

50Gd/50Bi et de 30Gd/70Bi sont respectivement de 4,6 ± 1,6 nm, 4,5 ±1,6 nm, 5,1 ± 1,9 nm et 4,8 ± 2,0 nm. Les 

produits Gd/Bi présentent un diamètre hydrodynamique du même ordre qu’AGuIX®. Il est important de noter que 

les nanoparticules Gd/Bi  présentent un diamètre hydrodynamique inférieur au seuil de filtration glomérulaire ( ≈ 

6 nm ) [16]. 
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Figure 86. Distribution volumique du diamètre hydrodynamique (DH) des produits : AGuIX® (noir), 70Gd/30Bi (rouge), 

50Gd/50Bi (bleu) et 30Gd/70Bi (vert). 

 

5.2.2.3 HPLC-SEC-ICP/MS 

Afin d’obtenir une première approximation du ratio interne Gd/Bi au sein des 3 produits synthétisés nous 

avons adapté la méthode HPLC-SEC-ICP/MS initialement développée pour l’analyse de la dégradation d’AGuIX® 

(voir Section 3.3.2). Ainsi, en plus de suivre le signal Gd et Si des particules, nous avons ajouté le signal Bi à 

l’analyse. Les chromatogrammes obtenus après injection des produits 70Gd/30Bi, 50Gd/50Bi et 30Gd/70Bi sont 

présentés en Figure 87.a. De plus, l’analyse des ratios élémentaire (Gd, Bi) entre chaque produit, présenté en 

Figure 87.b. et en Tableau 23, nous permet d’estimer les ratios Gd/Bi au sein de chaque produit. 
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Figure 87. (a) Chromatogrammes HPLC-SEC-ICP/MS des 3 différents produits finaux : 30Gd/70Bi, 50Gd/50Bi et 

30Gd/70Bi). Aquisition des signaux en Gd (bleu), Bi (rouge) et Si (noir). (b) Superposition des signaux normalisés Gd 

(gauche), Bi (milieu) et Si (droite) des 3 produits. 

 

Les chromatogrammes HPLC-SEC-ICP/MS mettent en évidence la co-localisation des éléments Gd, Bi 

et Si à un temps de rétention Tr = 8,8 min. Ce temps de rétention est très proche du temps de rétention observé 

pour AGuIX® dans la Section 3.3.2 avec un temps de rétention de 8,85 min. De plus, on observe bien les tendances 

attendues au niveau de l’intensité des signaux Gd et Bi pour les différents produits. Ceci est en accord avec les 

attentes et avec les conclusions apportées par l’analyse de l’absorbance à 295 nm. Comme attendu, l’intensité su 

signal de Si est identique pour les 3 produits marquant une forte ressemblance au niveau du cœur des particules. 

Il est intéressant de noter que, comme lors de l’analyse de la fragmentation d’AGuIX®, on retrouve un 

seul fragment pour les éléments Gd et Bi. Ces fragments sont superposés avec le premier pic de fragment visible 

en Si avec un temps de rétention de 10,3 min. On retrouve donc ici la signature des produits APTES-

DOTAGA(Gd) et APTES-DOTAGA(Bi). De plus, comme lors de l’analyse d’AGuIX®, le signal en Si renvoie 3 

pics de fragments respectivement APTES-DOTAGA(Gd/Bi), APTES et TEOS (voir Section 3.3.2). 
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Tableau 23. Mesures des aires Gd, Bi et Si des differents produits 70Gd/30Bi, 50Gd/50Bi et 30Gd/70Bi et évaluation de 

ratio Gd / Bi. 

Produit Aire Gd Aire Bi Aire Si Gd % / Bi % 

mesuré 

70% Gd 
30% Bi 100 46,5 95,4 68,3 / 31,7 

50% Gd 
50% Bi 71,6 69,9 100 50,7 /49,3 

30% Gd 
70% Bi 42,0 100 96,4 29,6 / 70,4 

 

D’après l’analyse des aires présentées dans le Tableau 23 on retrouve un ratio Gd/Bi extrêmement proche 

du ratio théorique souhaité pour les 3 différents produits. Ces résultats sont confirmés par l’analyse élémentaire 

indépendante dont les résultats sont évoqués dans la partie suivante. 

5.2.2.4 Analyse élémentaire 

La teneur massique en Gd et Bi du produit initial AGuIX® et des produits de synthèse 70Gd/30Bi, 

50Gd/50Bi et 30Gd/70Bi a été déterminée par ICP/AES. Les mesures ont été effectuées par le laboratoire 

CREALINS de l’Institut des Sciences Analytiques (ISA, Lyon, France). Les résultats sont indiqués ci-dessous 

dans le Tableau 24. 

 

Tableau 24. Résulats des analyses élémentaires ICP/AES, calcule des ratios Gd % / Bi % associés et évaluation de la 

quantité de totale de [Gd] + [Bi] par mg de produit 

Produit Gd (w%) Bi (w%) Gd % / Bi % [Gd] + [Bi] 

(µmol/mg) 

AGuIX
®
 11,7 - 100 % / 0 % 744 

70% Gd 30% Bi 7,54 4,24 70,3 % / 29,7 % 682 

50% Gd 50% Bi 5,38 6,84 48,8 % / 51,2 % 669 

30% Gd 70% Bi 3,16 9,97 29,6 % / 70,4 % 678 

 

La mesure de la teneur massique en Gd et Bi permet de remonter au ratio molaire exact de ces 2 éléments 

pour chaque produit. Ainsi, le produit 70Gd/30Bi présente un ratio réel mesuré de 70,3% Gd et 29,7% Bi, le 

produit 50Gd/50Bi présente un ratio réel mesuré de 48,8% Gd et 51,2% Bi et le produit 30Gd/70Bi présente un 
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ratio réel mesuré de 29,6% Gd et 70,4% Bi. Ces ratios correspondent précisément aux ratios attendus. De plus, il 

est intéressant de mesurer la quantité molaire totale en Gd et Bi (colonne [Gd] + [Bi] du Tableau 24). En effet, 

cette quantité est directement équivalente aux nombre de DOTAGA contenus dans chaque produit. Elle est donc 

un indicateur important de l’impact de la synthèse sur les particules. Dans un cas idéal, la quantité totale de 

DOTAGA dans les produits finaux est égale à la quantité totale de DOTAGA dans le produit initial AGuIX®. Plus 

précisemment, la quantité de DOTAGA par masse de produit « brut » c’est-à-dire en retirant la masse des ions 

complexés doit rester constante. Cette valeur est ici définie comme [DOTAGA]brut et est calculée de la facon 

suivante : 

[𝐷𝑂𝑇𝐴𝐺𝐴]𝑏𝑟𝑢𝑡 = 𝐺𝑑% 𝑀(𝐺𝑑)⁄ + 𝐵𝑖% 𝑀(𝐵𝑖)⁄100 − 𝐺𝑑% − 𝐵𝑖%  

• Gd/Bi% le pourcentage massique en Gd ou Bi déterminé par ICP-AES 

• M(Gd/Bi) la masse molaire de Gd et Bi 

Les quantités de DOTAGA brute des produits AGuIX®, 70Gd/30Bi, 50Gd/50Bi, 30Gd/70Bi sont 

respectivements égale à 843 µmol/mg, 773 µmol/mg, 763 µmol/mg et 781 µmol/mg. On remarque ainsi que la 

quanrtité de DOTAGA brute dans les produit synthétisés est très proche de celle d’AGuIX® avec une diminution 

maximale de 9,5% pour le produit 50Gd/50Bi. Cela indique une bonne résistance des particules au procédé de 

synthèse. 

5.2.2.5 Potentiel Zêta 

L’évolution du potentiel zêta des particules en fonction du pH a été mesurée. Les résultats obtenus sont 

présentés en Figure 88. 
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Figure 88. Évolution du potentiel zéta des produits AGuIX®, 70Gd/30Bi, 50Gd/50BI et 30Gd/70Bi en fonction du pH 
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Une tendance similaire est observée pour tous les produits. Cette tendance est bien caractéristique de 

nanoparticules du même type qu’AGuIX® c’est-à-dire présentant en surface des groupements amines (via 

l’APTES), des DOTAGA(Gd) et des DOTAGA(Bi). Les ions Gd3+ et Bi3+ présentent tous les deux la même charge. 

Les complexes DOTAGA(Gd) et DOTAGA(Bi) qui résultent de la complexation respective de Gd3+ et de Bi3+ sont 

donc de même charge -1. Si aucun des produits synthétisés ne présentent de DOTAGA libre et une quantité de 

DOTAGA totale équivalente au produit AGuIX® initial, alors on devrait s’attendre à un pH à IEP identique pour 

tous les produits. Ainsi, AGuIX®, 70Gd/30Bi, 50Gd/50Bi et 30Gd/70Bi présentent des pH à IEP respectifs de 

7,15, 7,11, 7,11 et 7,11. Il semblerait donc que les produits synthétisés présentent une surface très similaire à 

AGuIX®.  

5.2.2.6 Relaxométrie 

Les résultats de la mesure des temps de relaxation des solutions d’AGuIX®, 70Gd/30Bi, 50Gd/50Bi et 

30Gd/70Bi sont présentés dans le Tableau 25. 

Tableau 25. Mesures des relaxivités longitudinales et transersales des produits AGuIX®, 70Gd/30Bi, 50Gd/50Bi et 

30Gd/70Bi. (Mesures effectuées à 100 g/L,37°C, 1,4T à 60 MHz) 

Produit r1 (s
-1
.mM

-1
) r2 (s

-1
.mM

-1
) r2/r1 

AGuIX® 17 27,3 1,61 

70% Gd 30% Bi 23,7 41,5 1,75 

50% Gd 50% Bi 20,1 35,2 1,75 

30% Gd 70% Bi 30,2 56,7 1,88 

 

La mesure des temps de relaxation indique une augmentation du r1 pour les produits 70Gd/30Bi 

50Gd/50Bi et 30Gd/70Bi. Cette augmentation peut s’expliquer par une augmentation du temps de corrélation due 

à l’augmentation de la taille (comme indiqué par la DLS en Section 5.2.2.2 ) ou de la rigidité des particules [170] 

dû au différentes étapes de la synthèse. Ce constat est identique pour r2.  Néanmoins, le ratio r2/r1 est proche du 

ratio de AGuIX® et reste inférieur à 2 ce qui indique un comportement d’agent de contraste IRM positif [132]. 

5.2.2.7 Bilan 

Les caractérisations effectuées tout au long de ce projet sont regroupées dans le Tableau 26 ci-dessous. 
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Tableau 26. Bilan des caractéristiques d’AGuIX®, 70Gd/30Bi, 50Gd/50Bi et 30Gd/70Bi 

Produit *Gd (w%) *Bi (w%) 
Gd % 

Bi % 

[Gd] + [Bi] 

(µmol/mg) 
Pureté D

H
 (nm) pH IEP r

1
 (s

-1
.mM

-1
) r

2
/r

1
 

AGuIX® 11.7 - 
100 % 

0 % 
744 > 91 % 4,6 ± 1,6 7,15 17 1,61 

70 % Gd 

30 % Bi 
7.54 4,24 

70,3 % 

29,7 % 
682 > 93 % 4,5 ±  1,6 7,11 23,7 1,75 

50 % Gd 

50 % Bi 
5.38 6,84 

48,8 % 

51,2 % 
669 > 91 % 5,1 ± 1,9 7,11 20,1 1,75 

30 % Gd 

70 % Bi 
3.16 9,97 

29,6 % 

70,4 % 
678 > 94 % 4,8 ± 2,0 7 ,11 30,2 1,88 

 

Les résultats obtenus lors de ce projet semblent converger vers l’obtention des produits attendus. En effet, 

pour rappel, le projet consiste en la synthèse de particules structurellement proche d’AGuIX® complexant 3 

différents ratios de gadolinium et bismuth : 70Gd/30Bi, 50Gd/50Bi et 30Gd/70Bi. Le mix Gd/Bi permettant à la 

fois une détection par IRM et un meilleur effet radiosensibilisant. Du point de vue structurel, le diamètre, l’IEP et 

la quantité totale de DOTAGA (au travers la valeur [Gd] + [Bi]) proche d’AGuIX® laissent supposer une structure 

très proche, et on peut attendre de ces nouveaux produits une biodistribution proche de celle d’AGuIX®. Cette 

structure similaire est aussi appuyée par un temps de rétention identique en HPLC SEC à AGuIX® comme évoqué 

en Section 5.2.2.3. La relaxométrie, au travers du ratio r2/r1 inférieur à 2, laisse supposer que les nouveaux produits 

synthétisés pourront être utilisés comme agents de contraste positifs pour l’IRM. Enfin, les ratios molaires Gd/Bi 

obtenus correspondent parfaitement aux attentes fixées au début du projet. Suite à la synthèse de ces trois produits, 

les nanoparticules ont été envoyées à nos partenaires de Harvard Medical School (Boston, USA) afin d’évaluer les 

propriétés d’imagerie et de radiosensibilisation.  

5.3 Résultats biologiques 

5.3.1 Conservation des propriétés d’imagerie IRM 

Afin de s’assurer que les produits 70Gd/30Bi, 50Gd/50Bi et 30Gd/70Bi soient toujours visibles en IRM, 

l’équipe d’Harvard a étudié la réponse en termes de contraste obtenu par les différentes nanoparticules. 

L’expérience est menée à différentes concentrations avec un MRI-LINAC, un appareil de clinique regroupant 

imagerie IRM et irradiateur 6 MV. L’expérience est menée sous un champ magnétique de 0.35 T suivant la 

séquence trueFISP. Les résultats obtenus sont présentés en Figure 89. 
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Figure 89. (a) Signal IRM obtenu pour des concentrations croissantes de nanoparticules (AGuIX®, 70Gd/30Bi, 

50Gd/50Bi et 30Gd/70Bi) (b) Evolution de l’augmentation de contraste dépendante des différentes nanoparticules 

(AGuIX®, 70Gd/30Bi, 50Gd/50Bi et 30Gd/70Bi) et leurs concentrations.  

Les résultats IRM indiquent que toutes les particules testées sont à l’origine d’une augmentation du 

contraste. Comme attendu, la réponse est directement liée à la concentration en gadolinium dans les particules. 

Ainsi, AGuIX® est associé à la meilleure augmentation de contraste et le produit 30Gd/70Bi à la moins bonne. On 

remarque donc ici que 30% de gadolinium est une quantité suffisante pour générer un contraste. Le ratio 

30Gd/70Bi semble donc être idéal pour la suite du projet avec une quantité minimum de gadolinium pour obtenir 

un contraste IRM et une quantité de bismuth maximale pour améliorer la réponse radiosensibilisante. 

5.3.2 Augmentation de l’effet radiosensibilisant 

L’effet radiosensibilisant des nanoparticules Gd/Bi a été évalué par expérience γ-H2AX. Lors de cette 

expérience, on se focalise sur la famille protéique des Histones. En effet, à la suite de dommages à l’ADN, 

notamment des dommages double brins (DNA Double-Strand Breaks, DSB), les histones s’accumulent au niveau 

de ces ruptures. La quantification des histones au sein d’une cellule soumise à un rayonnement ionisant permet 

donc de quantifier le nombre de dommages à l’ADN engendrés par l’irradiation [184]. Ainsi, en introduisant des 

nanoparticules dans le milieu de culture des cellules on peut évaluer l’impact de la présence de celles-ci sur le 

nombre de DSB après irradiation. Nos partenaires de Harvard Medical School ont ainsi évalué la quantité de 

dommages engendrée à différents niveaux d’irradiation (0Gy, 2Gy, 4Gy et 6Gy) en présence de nos trois différents 

produits : 70Gd/30Bi, 50Gd/50Bi et 30Gd/70Bi. Les résultats issus de cette expérience sont présentés en Figure 

90. 
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Figure 90. (a) Nombre de signaux γ-H2AX (yH2AX foci) par cellule à différents niveaux d’irradiations et pour chaque 

type de nanoparticules : Pas de nanoparticules (vert), 70Gd/30Bi (bleu), 50Gd/50Bi (violet) et 30Gd/70Bi. Lignée 

cellulaire : A549 (cancer de poumon humain). *p < 0,5, **p< 0,01, ***p<0,001, ****p < 0,0001 (b) Exemples d’images 

des cellules lors de la quantification des γ-H2AX. 

Les résultats de l’expérience γ-H2AX mettent en avant une relation claire entre augmentation de la 

quantité de bismuth et augmentation du nombre de dommage à l’ADN. Le bismuth, en accord avec les attentes, 

semble donc bien augmenter la quantité de dommages double brins après irradiation à différentes doses. Les 

résultats obtenus pour une irradiation de 6 Gy montrent une réelle augmentation de l’effet radiosensibilisant 

apporté par le lot 30Gd/70Bi. 

Ainsi, le produit 30Gd/70Bi présente à la fois des propriétés de contraste intéressantes (Figure 89) et un 

meilleur effet radiosensibilisant. Le ratio 30Gd/70Bi a donc été sélectionné comme ratio d’étude pour le reste du 

projet. Il sera utilisé pour les futures expériences telles que : biosdistribution, test in vivo, étude CyToF, couplage 

avec un peptide cRGD, … 

L’effet radiosensibilisant du lot de référence 30Gd/70Bi a été comparé à l’effet radiosensibilisant 

d’AGuIX® lors d’un test clonogénique. En effet, l’évaluation de l’effet radiosensibilisant des nanoparticules sur la 

survie cellulaire s’effectue usuellement grâce aux tests de survie clonogénique (clonogenic assay) [185]. La « 

mortalité » cellulaire est ici considérée comme le reflet de la perte de la capacité réplicative. Les cellules irradiées 

sont cultivées dans des milieux de culture adaptés, exposées ou non aux NPs. Le compte du nombre de colonies 

formées au bout d’un temps de culture déterminé définit le nombre de cellules viables après le traitement. En 

multipliant les conditions d’irradiation avec différentes doses testées, des courbes de survie cellulaires en fonction 

de la dose peuvent alors être obtenues. La comparaison des courbes de survie obtenues entre les cellules exposées 

aux nanoparticules et les cellules contrôles permet alors de déterminer l’efficacité de l’effet radiosensibilisant. Les 

résultats du test clonogénique sont présentés ci-dessous en Figure 91. 
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Figure 91. Test clonogénique mené sur une population tumorale A549 non exposé aux nanoparticules (control, noir), 

exposé à AGuIX® (rouge) et exposé au produit 30Gd/70Bi (bleu). Les différents niveaux d’irradiations sont 0, 2, 4 et 6 

Gy. 

Les résultats du test clonogénique montrent que la présence d’AGuIX® dans le milieu de culture introduit 

bien un effet radiosensibilisant entrainant une diminution de la viabilité des cellules (viability, nombre de cellules 

saines) après irradiation par rapport aux populations cellulaires n’ayant pas été exposées aux nanoparticules. On 

remarque aussi que l’ajout du produit 30Gd/70Bi dans le milieu de culture mène à un effet radiosensibilisant plus 

important comparé à AGuIX® avec une diminution significative de la viabilité cellulaire après une irradiation à 6 

Gy. Ces résultats encourageants pour la suite du projet semblent indiquer que le bismuth a effectivement une place 

intéressante parmi les éléments capables d’améliorer l’efficacité de la radiothérapie. 

5.3.3 Biodistribution 

Pour préparer la mise en place des test in vivo une étude de biodistribution et pharmacocinétique a été 

menée sur une semaine afin de déterminer le devenir des nanoparticules dans l’organisme et déterminer la 

meilleure fenêtre d’irradiation. Les souris reçoivent une injection de cellules tumorales A549 en sous-cutané en 

amont de l’expérience. Une fois que la tumeur est significativement grosse, les souris reçoivent une injection rétro-

orbitale de 300 mg kg-1 (~6 mg/animal) de AGuIX® ou de 30Gd/70Bi. Elles ont été sacrifiées à 1 h, 4 h, 24 h, 168 

h et 30 jours. Les principaux organes, y compris les reins, le foie, la rate, les poumons et le cœur, ont été disséqués 

à Harvard Medical School puis pesés et digérés dans du HNO3 à 69 % à l'aide du micro-ondes Multiwave 5000 

(Anton Paar, Autriche) et analysés par ICP-MS Nexion 2000 B (Perkin-Elmer) à l’ILM. Les mesures ICP-MS ont 
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été effectuées pour confirmer la présence et quantifier le contenu en Gd et Bi de chaque organe à différents 

moments après l'administration.  

 

 

Figure 92. Étude de la biodistribution des nanoparticules 30Gd/70Bi après injection rétro-orbital sur des souris porteuses 

de tumeurs sous-cutanées A549. (a) Résultats ICP-MS de la quantité de Gd (partie gauche) et Bi (partie droite), exprimée 

en pourcentage de la dose de 30Gd/70Bi (AGuIXBi) injectée par masse d’organe (%ID/g), retrouvée dans chaque organe 

(respectivement tumeur, reins, foie, rate, cœur et sang) à différents temps : 1h (cyan), 4h (bleu), 24h (noir) et 1 semaine 

(gris). (b) Résultats ICP-MS de la quantité de Gd, exprimée en pourcentage de la dose d’AGuIX® injectée par masse 

d’organe (%ID/g), retrouvée dans chaque organe (respectivement tumeur, reins, foie, rate, cœur et sang) à différents 

temps : 1h (cyan), 4h (bleu), 24h (noir) et 1 semaine (gris). (c) Comparaison des résultats ICP-MS de la quantité de Gd 

dans les tumeurs entre injection d’AGuIX® et injection 30Gd/70Bi (AGuIXBi) 

Les résultats de l’expérience de biodistribution montrent que le produit 30Gd/70Bi circule dans l’organisme 

de façon comparable à AGuIX®. On remarque une accumulation plus importante dans le foie pour les 

nanoparticules avec du bismuth. Cette plus grande accumulation est aussi visible au niveau de la tumeur (Figure 

92.c). Il est intéressant de noter que les %ID/g sont très proches pour les résultats en Gd et Bi (Figure 92.a) cela 

indique qu’on retrouve donc un ratio constant entre Gd et Bi au sein des organes. Ce ratio constant est celui 

initialement contenu dans le produit 30Gd/70Bi.  
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5.4 Conclusion et perspectives 

L’objectif de ce projet était de remplacer une partie du gadolinium initialement complexésà la surface de 

la nanoparticule AGuIX® par du bismuth. Le numéro atomique Z plus élevé du bismuth augmente la probabilité 

d’interaction avec les rayons ionisants de la radiothérapie et donc les dommages à l’ADN, c’est l’effet 

radiosensibilisant. Afin de conserver les propriétés de contraste IRM et maximiser l’effet radiosensibilisant, 

plusieurs ratios (molaires) de complexation Gd/Bi ont été étudiés : 70Gd/30Bi, 50Gd/50Bi et 3Gd/70Bi. Grâce au 

contrôle offert par la méthode de relargage du gadolinium, il a été possible d’obtenir les trois produits. Ce projet 

montre la grande versatilité qu’offre la nanoparticule AGuIX® en tant que nanoplateforme. Les résultats in vitro 

obtenues par nos partenaires de Harvard Medical School mettent en avant l’augmentation de l’effet 

radiosensibilisant. Une étude in vivo est en cours de réalisation afin de confirmer le bénéfice de l’ajout de bismuth. 

Les résultats feront l’objet d’ue publication en cours de rédaction. D’autres projets sont en cours avec notre 

partenaire de Haravrd Medical School, notamment un projet visant à évaluer l’effet du greffage du peptide cRGD, 

ciblant l’intégrine αVβ3, sur le produit 30Gd/70Bi.  
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6 Conclusion Générale 

Le cancer demeure l’une des premiéres causes de mortalité dans le monde et le nombre de cas ne cesse 

d’augmenter. Il existe un fort intérêt pour le développement de nouveaux outils permettant à la fois le diagnostic 

et le traitement de cette maladie. De plus, il existe de plus en plus de moyens de lutter contre le cancer : 

radiothérapie, chimiothérapie, immunothérapie, chirurgie. Dans ce contexte, la nanoparticule AGuIX® se place 

comme un produit extrémement interressant. Grace à ses propriétés lui permettant 1) de s’accumuler dans les 

tumeurs, 2) d’agir comme agent de contraste IRM, 3) d’améliorer l’éfficacité de la radiothérapie et 4) d’être 

éliminée par voie rénale ; la nanoparticule AGuIX® se présente comme un sérieux candidat dans le secteur des 

nanoparticules inorganiques à haut Z améliorant la radiothérapie. L’efficacité de la nanoparticule est aujourd’hui 

évaluée au travers de différents essais cliniques (métastases cérébrales NCT03818386, glioblastome 

NCT04881032, cancer du col de l’utérus NCT03308604, cancer du poumon NCT04789486). En plus de ses 

propriétés initiales, AGuIX® peut facilement être modifiée pour donner lieu à une seconde génération de 

nanoparticules dont les propriétes peuvent être adaptées afin de répondre à un objectif voulu. 

Lors de la premiéèe partie de cette thèse nous nous sommes focalisés sur la nanoparticule AGuIX®. Les 

méthodes d’analyses développées offrent la possibilité d’étudier les nanoparticules de façon extrémement précise. 

Ainsi, grâce à divers méthodes (DLS, TDA, HPLC, ICP/MS, ...) nous avons pu caractériser le candidat 

médicament AGuIX®. Cette connaissance du produit est une étape essentielle dans son développement. 

Premièrement, l’identification des paramétres physico-chimiques est essentiel pour évaluer le comportement de la 

nanoparticule une fois injectée chez le patient atteint de cancer. Deuxièmement, une bonne connaisance du produit 

est nécessaire afin de répondre aux interrogations du régulateur et obtenir une Autorisation de Mise sur le Marché 

(AMM) en cas de succès lors des phases d’essais cliniques.  

La bonne connaissance d’AGuIX® est aussi essentielle afin de l’utiliser comme produit de base pour 

synthétiser des nouvelles nanoparticules. Ainsi les 2 autres parties de cette thèse s’appuient sur la connaissance 

d’AGuIX® et le développement de techniques d’analyses de cette nanoparticule pour synthétiser et caractériser 

des nouveaux produits issus de celle-ci. 

La deuxiéme partie de cette thèse s’oriente donc sur le développement d’une nouvelle nanoparticule 

CuPRiX capable de complexer le cuivre intratumoral au sein des tumeurs. En effet, le lien entre excès de cuivre 

et cancer est de plus en plus étudié et des stratégies de lutte contre le cancer basé sur la déplétion du cuivre font 

toujours l’objet de recherches cliniques. Ainsi, il est facile de modifier AGuIX® afin de libérer le gadolinium 

initialement complexé à sa surface par les groupements DOTAGA. En libérant, ces ions gadolinium on obtient 

une nanoparticule similaire à AGuIX® présentant des DOTAGA libres capables d’aller complexer le cuivre en 

excès au sein des tumeurs. Le potentiel effet thérapeutique de ce produit a pu être mis en évidence grace à des 

expériences in vitro menées par nos collaborateurs de l’IP2I. Le développement de cette nanoparticule et l’étude 

du procédé de relargage du gadolinium assisté par protonation ont fait l’objet de 2 dépôts de brevets distincts, un 

concernant la méthode de relargage du gadolinium et un autre concernant la complexation du cuivre intratumoral. 

Deplus, les travaux menés ont donné lieu à une publication. 
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Le succés de la méthode de relargage du gadolinium ouvre la voie à une synthèse facile de nanoparticules 

présentant un contenu métallique complexé ajustable. Il est donc possible d’obtenir directement à partir de la 

nanoparticule AGuIX® une nanoparticule aux propriétés similaires mais présentant en surface d’autres ions 

complexés par les DOTAGA différents du gadolinium initial. Ainsi, le bismuth présente des propriétés de 

radiosensibilisation intéressantes qui permettraient de développer une nanoparticule potentiellement encore plus 

efficace une fois soumise aux rayons X de la radiothérapie.  

La troisiéme partie de cette thèse est donc exclusivement consacrée à la synthése d’une nanoparticule 

complexant un ratio spécifque de gadolinium et de bismuth afin de présenter à la fois : 1) des propriétés 

d’imageries IRM via la présence du gadolinium et 2) un effet radiosensibilisant optimal via la présence de bismuth. 

L’obtention de cette nanoparticule a donné lieu à une investigation compléte de son comportement en mileiu 

biologique. L’usage comme agent de contraste IRM ansi que l’augmentation de l’effet radiosensibilisant ont été 

confirmés par nos partenaires d’Harvard Medical School lors d’expériences in vitro et ouvre la voie vers des études 

in vivo. Une publication en cours de rédaction devrait prochainement concrétiser ses résultats. 

En paralléle de ces différents projets, j’ai aussi mené des recherches sur d’autres sujets en lien avec AGuIX® 

notamment sur la fonctionnalisation de sa surface avec des molécues d’intérets : 

• Dans le cadre d’un projet avec Harvard Medical School visant à greffer un nanobody (partie active 

d’un anticorps [186]) j’ai tout d’abord travaillé sur la synthése de nanoparticule AGuIX® 

présentant des goupes maléimides de surfaces. Ces groupes sont capables de régir avec de thiols 

–SH afin de former des liaisons C-S stables. L’obtention de cette nanoparticule était très 

intéressante dans le cadre de greffages de divers peptides car les groupements thiols sont largement 

répandues en biologie. A la fin de cette premiére étape, nous disoposions d’un produit lyophilisé, 

stable et capable de réagir facilement avec des petits composés peptidiques. La deuxiéme étape, 

visait à coupler à notre nouvelle nanoparticule une séquence peptidique GGG. Cette séquence est 

ensuite reconnue par une enzyme, la sortase [187], afin de réaliser un couplage enzymatique 

specifique avec un nanobody présentant la séquence terminal LPTEGG. J’ai ainsi pu montrer la 

faisabilité de ce projet en réalisant ce couplage enzymatique au laboratoire. Ce projet a ensuite été 

poursuivi et est toujours en développement. Différents bioconjugués ont été couplés à AGuIX® 

par cette méthode et d’autres méthodes de couplage (click chemistry [188]) mettant en avant la 

large gamme d’applications de cette nanoparticule. 

• Dans le cadre d’un projet avec l’Université de Nancy, j’ai travaillé sur la synthése de 

nanoparticules de type AGuIX® complexant uniquement du terbium. Le but de ce projet étant 

d’utilisé la fluorescence du terbium sous irradiaion X comme activateur de molécules photo-

sensibilisantes (PS) utilisées lors de la thérapie photo-dynamique (Photo-Dynamic Therapy, PDT). 

En effet, le principe de la PDT est de générer des ROS grâce à l’utilisation de molécules photo-

sensibilisantes qui produisent des radicaux libres lorsqu’elles sont soumises à un rayonnement, 

généralement infra-rouge. La nature de ce type de rayonnement limite l’action de ce genre de 

thérapie à des traitements locaux peu profonds. L’activation de PS par fluorescense du terbium 
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sous irradition X permettrait donc d’utiliser la PDT n’importe où à l’intérieur de l’organisme. La 

preuve de concept de ce projet à fait l’objet d’une publication [189]. 

Ma thèse a été l’occasion de découvrir une grande partie des multiples modes d’actions potentiels qu’offre 

AGuIX®. Dans le passé beaucoup de travaux se sont focalisés sur la modification de la surface de la nanoparticule 

via la conjugaison avec des biomolécules (petides, anticorps, etc). Mon travail, dans cette thèse, a aussi démontré 

que la composition de la nanoparticule joue un rôle crucial permettant d’augmenter son efficacité (AGuIX (Gd/Bi) 

en Section 5) voir d’apporter de toutes nouvelles propriétés de traitement (CuPRiX en Section 4). L’étude du 

procédé de relargage du gadolinium offre une grande liberté dans les potentielles applications de futurs produits 

de seconde génération dérivés d’AGuIX®. La multimodalité de la nanoparticule AGuIX® est un point important 

qui lui permettra de trouver sa place dans le futur arsenal thérapeutique contre le cancer. 
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