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Introduction générale  

 Les nanoparticules connaissent actuellement un essor important de leur utilisation 

pour des applications biomédicales. Leurs propriétés en font des objets de choix, tant 

pour le développement de nouvelles méthodes de diagnostic que pour une utilisation 

comme vecteurs thérapeutiques. De nombreuses pathologies peuvent bénéficier de l’uti-

lisation de vecteurs pour transporter des molécules thérapeutiques en particulier lorsque 

la cible thérapeutique est difficile d’accès, pour augmenter l’efficacité d’un médicament 

ou diminuer les effets secondaires qui lui sont associés. Les stratégies thérapeutiques 

pour lutter contre le cancer impliquent souvent des molécules présentant une forte 

toxicité systémique qui doivent être dirigées vers la tumeur, tout en protégeant le reste 

de l’organisme du patient. En plus du contrôle de la destination du vecteur, la maîtrise 

du mécanisme de libération de la molécule thérapeutique est essentielle pour obtenir 

un vecteur efficace.  

 Le cancer du sein est le cancer le plus diagnostiqué et le plus mortel chez la femme. 

En particulier, les tumeurs dites triples négatives sont de mauvais pronostic en raison 

du nombre restreint de stratégies thérapeutiques efficaces. Parmi les nouvelles pistes 

explorées, l’étude de la communication entre les cellules tumorales et leur microenvi-

ronnement, et en particulier le tissu adipeux, a montré que ce dernier sécrète des com-

posés induisant une augmentation des métastases et des résistances aux traitements. 

Le transporteur d’acides gras CD36 a été associé à ces mécanismes, ce qui en fait une 

cible intéressante pour contrer ce phénomène et améliorer le pronostic des patientes.  

 L’objectif de ce projet est de développer de nouveaux vecteurs thérapeutiques ca-

pables de cibler la protéine CD36 et d’induire la libération contrôlée d’une molécule 

thérapeutique dans le but de diminuer le potentiel métastatique des tumeurs et les 

résistances aux traitements. Pour permettre d’induire la libération d’une molécule, des 

nanoparticules superparamagnétiques d’oxyde de fer, capables de produire de la chaleur 

en présence d’un champ magnétique alternatif, ont été choisies pour former le cœur du 

vecteur. La stratégie permettant de cibler la protéine CD36 consiste quant à elle à 

former des empreintes dans une matrice de polymère en utilisant la technologie des 

polymères à empreintes moléculaires.  

 Ce manuscrit est constitué de quatre chapitres distincts.  

 Le premier chapitre décrit les perspectives thérapeutiques des polymères à em-

preintes de protéines magnétiques en se focalisant sur le cancer du sein. L’intérêt thé-

rapeutique mais aussi les limites des polymères à empreintes de protéines y sont discu-

tés, et les caractéristiques d’autres stratégies de vectorisation sont examinées. Enfin, la 

présentation des nanoparticules de maghémite et de leurs propriétés magnétiques 
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permet d’introduire les objets synthétisés dans cette étude : les hybrides d’oxyde de fer 

et de polymère. 

 Le second chapitre est consacré à la synthèse de nanoparticules de polymère. Il 

permet de valider le choix des peptides utilisés pour réaliser les empreintes ainsi que le 

système d’amorçage de la polymérisation. L’absence de toxicité cellulaire est également 

évaluée sur les nanoparticules de polymère synthétisées.  

 Le troisième chapitre est consacré à la synthèse des nanoparticules de maghémite 

et à leur fonctionnalisation dans le but d’obtenir des particules de type cœur-coquille 

fluorescentes.  

 Le dernier chapitre permet d’explorer une méthode alternative basée sur l’utilisa-

tion de microbilles de verre comme substrat solide permettant d’obtenir des nanopar-

ticules de polymère à empreintes de protéine de haute affinité.  

 

 Ce projet de thèse, financé par le programme doctoral Interface pour le Vivant 

(IPV), a été réalisé dans deux laboratoires de Sorbonne Université : au sein de l’équipe 

Colloïdes Inorganiques du laboratoire PHENIX, où ont été réalisées l’ensemble des 

synthèses chimiques et dans l’équipe Biologie et Thérapeutiques du Cancer au Centre 

de Recherche Saint Antoine, où ont été effectuées les évaluations de ciblage et de toxi-

cité cellulaire. 
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 Perspectives thérapeutiques des polymères à empreintes de protéines magnétiques 

I. Le cancer du sein  

1. Epidémiologie et pronostic 

La transformation d’une cellule saine en cellule cancéreuse, aussi appelée oncoge-

nèse, peut se produire dans n’importe quelle cellule, tissu ou organe. Il existe donc une 

grande variété de cancers qui résultent de ces altérations pathologiques et leur origine 

est principalement liée à des prédispositions génétiques et à des facteurs environnemen-

taux. Néanmoins, la progression du cancer, quelle que soit sa nature, est permise par 

des caractéristiques essentielles à la malignité qui confèrent aux cellules tumorales des 

capacités biologiques particulières permettant à la tumeur de se développer et d’inte-

ragir avec son environnement. Cette liste de caractéristiques a évolué avec les avancées 

de la recherche sur le cancer et comprend, depuis 2022, 14 de ces « hallmarks of can-

cer » (Figure 1). On y retrouve des caractéristiques permettant la prolifération de ces 

cellules (autosuffisance en facteurs de croissance, insensibilité aux signaux inhibiteurs 

de croissance, différenciation altérée évitant un arrêt de prolifération, capacité à échap-

per au système immunitaire, immortalité réplicative et capacités d’invasion et métas-

tatiques), les interactions avec leur micro-environnement (angiogenèse, état inflamma-

toire, cellules sénescentes, impact du microbiome) et leur capacité d’adaptation (insta-

bilité du génome, reprogrammation du métabolisme cellulaire, plasticité phénotypique 

et reprogrammation épigénétique)1. 

 

Figure 1 Les 14 "Hallmarks of cancer" identifiés en 2022 par Hanahan.1 
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Chapitre 1 

 

 

 Le cancer du sein est le cancer le plus fréquemment diagnostiqué chez les femmes, 

avec 2.26 millions de nouveaux cas dans le monde en 2020 [IC 95%, 2.24–2.79 millions]2 

et est la cause première de mortalité par cancer chez les femmes. En France, en 2020, 

58 083 nouveaux cas ont été diagnostiqués et 14 183 décès ont été enregistrés*(Figure 

2). Entre 1990 et 2015, le taux de survie à 5 ans est passé de 79 à 87%. Cette amélio-

ration s’explique à la fois par des avancées thérapeutiques mais aussi par un diagnostic 

plus précoce grâce à une fréquence accrue des dépistages et à l’amélioration des tech-

niques diagnostiques. Ces données de bon pronostic cachent néanmoins une grande 

hétérogénéité du taux de survie à 5 ans qui reflète la grande hétérogénéité des cancers 

du sein.  

 

Figure 2 Les cancers chez la femme, en France, en 2020. Données Globocan 2020 de 

l’Internationnal Agency for Research on Cancer. 

L’étude de l’expression génique des tumeurs mammaires permet de classer les 

cancers du sein en 6 types pouvant avoir des origines cellulaires ou des récepteurs 

différents : Luminal A ou B, positif HER2, normal breast-like, claudine-low et basal-

like (Figure 3). Dans la majorité des cancers diagnostiqués, on retrouve une surex-

pression de récepteurs aux œstrogènes (ER), associée aux sous types luminaux. Les 

tumeurs dites luminales B ont des capacités prolifératives plus importantes que les 

tumeurs classées luminales A et sont donc de moins bon pronostic. Environ 10 à 15% 

des tumeurs présentent une surexpression du récepteur HER2 (Human epithelial growth 

factor receptor-2) sans surexpression des récepteurs aux œstrogènes et à la progestérone 

(PR). Les tumeurs n’exprimant aucun de ces récepteurs, (ER-, PR-, HER2-) sont en 

général nommées triple négatives (abrégé ici TNBC, pour triple negative breast cancer) 

et associées à un pronostic plutôt défavorable. On retrouve notamment les cancers dits 

                                      
* Données Globocan 2020 de l’Internationnal Agency for Research on Cancer. 
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« basal-like » dans cette catégorie. Les sous types « Claudin low » sont des TNBC 

présentant des marqueurs de cellules souches tumorales.  

 

Figure 3 Classification moléculaire des cancers du sein. Schéma issu de 3. 

Au-delà de la classification moléculaire (Tableau 1), la prise en compte de 

critères cliniques et pathologiques (âge, statut ménopausique, stade, type et grade de 

la tumeur) et de signatures moléculaires (expression génique) permet d’établir un pro-

nostic et parfois de prédire la réponse aux traitements.4 

Tableau 1 Profil moléculaire et pronostic associés aux tumeurs mammaires luminales, 

positives HER2 et triples négatives5 

Type Luminal A Luminal B Positif HER2 Triple négatif 

Récepteur œstrogènes  +++ + -/+ - 

Récepteur progestérone  ++ +/- -/+ - 

HER2 - - +++ - 

Prognostique  Favorable Intermédiaire Intermédiaire Défavorable 

Survie à 5ans 

Stade I  
< 99% <99% <94% 85% 

 

2. Interaction entre la tumeur et son microenvironnement 

a. Nature du microenvironnement tumoral mammaire 

Initialement centrées sur la tumeur, les recherches sur le cancer considèrent 

maintenant la tumeur dans son environnement. En effet, la communication entre les 

cellules tumorales et leur microenvironnement contribue directement à la croissance 
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tumorale et au développement des métastases. Cette communication peut par exemple 

se faire via des facteurs sécrétés dans le milieu extracellulaire (hormones, facteurs de 

croissance, etc.) pouvant interagir avec des récepteurs spécifiques à la surface de leurs 

cibles cellulaires. Le microenvironnement varie selon le type de tissu et de l’organe, et 

inclut toutes les cellules avoisinantes : cellules du système immunitaire, fibroblastes, 

cellules vasculaires, etc. Ces cellules sont incluses dans la matrice extracellulaire, qui 

assure la structure du microenvironnement. Cette matrice contient de nombreux élé-

ments formant un gel hydraté (acide hyaluronique, protéoglycanes, collagènes, fibro-

nectines, etc.), prenant elle-même part dans la communication entre éléments du mi-

croenvironnement mais également avec les cellules tumorales.6 

Dans le cancer du sein, le microenvironnement tumoral est complexe. Il est cons-

titué principalement de tissu adipeux, de macrophages, de fibroblastes, d’autres cellules 

immunitaires ainsi que de cellules endothéliales en assurant la vascularisation (Figure 

4). Les adipocytes matures gèrent le stockage des lipides et sont donc très volumineux : 

alors qu’ils représentent entre 20 et 40% des cellules du tissu adipeux, ils y occupent 

90% du volume. Dysfonctionnels en cas d'obésité, ils sont également connus pour favo-

riser le développement du cancer du sein à la fois in vitro et in vivo.7,8,9 En effet, les 

adipocytes peuvent libérer des substrats métaboliques, des adipokines et des cytokines 

qui favorisent la prolifération, la progression, l'invasion et la migration des cellules du 

cancer du sein. Les composés émis par les adipocytes peuvent modifier le profil d'ex-

pression géniques, induire une inflammation voire inhiber l'apoptose. En outre, les adi-

pocytes sont également liés à la résistance à la chimiothérapie, ce qui se traduit par 

une mauvaise réponse thérapeutique et à l’observation de stades plus avancés du cancer 

du sein. Cette communication entre adipocytes et cellules tumorales peut aussi conférer 

à ces dernières un net avantage d’un point de vue énergétique, les processus tumoraux 

nécessitant une quantité importante d’énergie.  

Figure 4 La communication entre adipocytes et cellules tumorales, impliquée dans la 

prolifération des cellules cancéreuses. Schéma de Patrick J. Lynch adapté par Maurice 

Zaoui. 
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b. Métabolisme des cellules tumorales mammaires 

La principale source d’énergie utilisée par les cellules est l’adénosine triphos-

phate (ATP) qui provient de la dégradation enzymatique des glucides, des protéines et 

des lipides. Dans les tissus sains, l’ATP provient principalement de la transformation 

des glucides au niveau des mitochondries : les molécules de glucose, dégradées par gly-

colyse, forment des molécules de pyruvate dont la dégradation génère des électrons et 

des protons. Ces éléments sont ensuite utilisables dans la phosphorylation oxydative, 

permettant la production d’ATP. Pour satisfaire leurs besoins en énergie, les cellules 

cancéreuses absorbent beaucoup de glucose ce qui permet leur détection par tomogra-

phie par émission de positons (TEP) avec un traceur adapté. Les lipides jouent égale-

ment un rôle important dans le métabolisme de la cellule cancéreuse, tel qu’illustré 

dans la Figure 5. En particulier, les cellules cancéreuses peuvent plus facilement 

stocker de l’énergie en transformant des glucides en lipides, c’est la lipogenèse de novo, 

mais aussi capter des lipides exogènes et les stocker ou les transformer en énergie par 

le biais de l’acétyl-coenzyme A et d’un mécanisme de β-oxydation. 

Cette modification du métabolisme de la cellule, aussi appelée reprogrammation 

métabolique permet de maintenir la croissance tumorale et confère à la tumeur des 

avantages par rapport aux cellules saines.10 Dans un microenvironnement principale-

ment constitué d’adipocytes et donc riche en « gras », la possibilité de capter des lipides 

représente un avantage certain en termes de production d’énergie.  

 

Figure 5 Illustration des méthodes de synthèse et de stockage de l'énergie dans la cellule 

cancéreuse mammaire. Schéma issu de 11. 
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c. Communication entre adipocytes et cellules tumorales  

Les acides gras, de longues chaines carbonées, insaturées ou non, et présentant 

à une de leurs extrémités une fonction acide carboxylique, font partie des éléments 

lipidiques pouvant être captés par les cellules tumorales. Leur internalisation au sein 

de la cellule est permise par des transporteurs d’acide gras, dont fait partie le cluster 

de différenciation 36 (CD36)*. Il s’agit d’une glycoprotéine transmembranaire de 53 

kDa composée de 472 acides aminés, exprimée à la surface de nombreuses cellules, dont 

les cellules tumorales, avec des niveaux d’expression variables et une tendance à l’aug-

mentation durant le processus métastatique de certains cancers.12 Elle possède deux 

domaines transmembranaires et une région extracellulaire. Le domaine extracellulaire 

contient deux cavités hydrophobes pouvant capter des molécules hydrophobes comme 

les acides gras (Figure 6). Elle possède également un domaine permettant la liaison 

avec la thrombospondine (région 90-120) ce qui lui confère également un rôle dans 

l’angiogenèse tumorale.13 

 

Figure 6 Représentation schématique de la protéine CD36. Schéma issu de 13. 

 Plusieurs facteurs de transcription contribuent à la transcription de CD36 

comme par exemple l’activation du récepteur nucléaire PPARγ (peroxisome prolife-

rator-activated receptor) qui vient se lier à son élément de réponse spécifique (PPRE, 

pour peroxisome proliferator response element) sur le promoteur du gène codant pour 

la protéine CD36.14 Cette activation de PPARγ peut être induite indirectement par 

l’internalisation des acides gras, ce qui conduit donc à une boucle d’autorégulation 

positive de CD36. L’activation de PPARγ a également d’autres conséquences sur le 

                                      
* Aussi appelé fatty acid translocase (FAT) ou scavenger receptor class B type 2 (SR-B2). 
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développement des cellules cancéreuses.15 Son inhibition peut donc permettre de limiter 

la progression de la maladie, tel qu’illustré Figure 7. 

 

Figure 7 Action de l’inhibition de PPARγ sur différents facteurs et ses conséquences 

sur l’évolution tumorale. Schéma issu de 15. 

d. Implication de CD36 dans les processus tumoraux 

Dans le tissu tumoral, CD36 est exprimé par les cellules stromales, immunitaires 

mais aussi tumorales. Cette protéine est surexprimée pour plusieurs cancers d’origine 

épithéliale : le cancer de l’ovaire16, le cancer gastrique17 ou le cancer du sein18. Durant 

les dix dernières années, plusieurs études ont rapporté le rôle de CD36 dans l’agressivité 

du cancer, en particulier dans la prolifération19,20, la résistance à la chimiothérapie21,22 

et les processus métastatiques.16,17,19,20 CD36 permet le transport d’acides gras dans la 

cellule tumorale et donc un apport d’énergie important pour la prolifération cellulaire. 

L’inhibition de CD36 a pu montrer une diminution de la taille et du volume des tu-

meurs dans des modèles du cancer utérin19 et ovarien.20 Le rôle de CD36 dans les 

processus métastatiques a pu être montré dans plusieurs cancers dont le cancer ovarien, 

où les tumeurs secondaires (métastases) exprimaient plus de CD36 que les tumeurs 

primaires.19 Par ailleurs, l’expression de CD36 peut induire une résistance aux théra-

pies. Ainsi, il semblerait que les cellules du cancer du sein, résistantes à l’inhibiteur de 

HER2 Lapatinib, surexpriment CD36.21 Une autre étude sur le traitement hormonal 

tamoxifen pour les cancers ER+ a montré que les cellules du cancer du sein résistant 

au traitement surexprimaient aussi CD36.22 Cette protéine joue donc un rôle important 

dans l’agressivité des cancers.   



 

 

24 

Chapitre 1 

 

 

Dans les cellules tumorales mammaires, des travaux récents de l’équipe ont mon-

tré que les sécrétions adipocytaires du microenvironnement induisent l’expression du 

récepteur CD36, qui, par conséquent, augmentent l’entrée d’acides gras dans la cel-

lule.9,8 L’équipe a également pu mettre en évidence que cette surexpression de CD36 

induisait la migration, l’invasion et la prolifération de cellules tumorales mammaires 

(Figure 8). 9,8  Ces résultats sont cohérents avec d’autres travaux prouvant l’impact 

de CD36 et son transport d’acides gras dans les cellules du carcinome oral,23 du cancer 

de l’ovaire20 et du carcinome hépatocellulaire.24   

L’ensemble de ces éléments font de CD36 un biomarqueur intéressant et une poten-

tielle cible thérapeutique.25 En particulier, cibler spécifiquement CD36 permettrait d’at-

teindre préférentiellement les cellules tumorales agressives et les métastases.  

 

Figure 8 L'inhibition de CD36 empêche la captation d'acide gras et évite la surexpres-

sion de CD36. Schéma issu de 9. 

3. Traitements du cancer du sein  

a. Chirurgie, chimiothérapie et radiothérapie 

Les traitements possibles pour un patient atteint d’un cancer sont nombreux 

mais visent un même objectif : l’élimination de la tumeur, des éventuelles atteintes 

métastatiques et la prévention des récurrences de la maladie. 

Dans un premier temps, l’élimination chirurgicale de la tumeur peut être néces-

saire. Pour un cancer du sein, cela passe soit par une mastectomie totale, soit par 

l’exérèse locale de la tumeur couplée à de la radiothérapie. Lorsque des traitements 

sont utilisés en amont de la chirurgie, ils sont dits « néoadjuvants », sinon ils sont dits 

« adjuvants ».2 Les ganglions lymphatiques proches de la tumeur sont en général les 
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premiers à être atteints par les cellules cancéreuses. Pour diminuer le risque de récidive, 

l’ensemble des ganglions lymphatiques de la zone peut être retiré (curage axillaire) mais 

cette méthode présente un risque d’effets secondaires tandis que 70% des patientes sont 

exemptes d’atteintes ganglionnaires. Les approches thérapeutiques récentes utilisent le 

prélèvement et l’analyse des seuls ganglions dits « sentinelles », très proches de la tu-

meur, avant de procéder au curage axillaire si l’atteinte ganglionnaire est confirmée et 

importante, ce qui diminue grandement les effets secondaires éventuels sans augmenter 

le risque de récidive pour la patiente. 

Avant les années 1980, les premiers essais cliniques de chimiothérapie ont montré 

que la combinaison de plusieurs molécules pouvait diminuer les risques de rechute et 

de décès pour les patientes atteintes d’un cancer du sein.26,27 Les schémas thérapeu-

tiques consistaient alors en une combinaison de cyclophosphamide, méthotrexate, et de 

5-fluorouracil (traitement CMF), soit un mélange d’antimétabolites (antagoniste fo-

lique et pyrimidique) avec un agent alkylant (empêchant la réplication de l’ADN). Par 

la suite, l’émergence des anthracyclines (Doxorubicine) puis de poisons du fuseau 

comme les taxanes (Paclitaxel, Docetaxel) ont permis d’améliorer le pronostic des pa-

tientes tout en diminuant la durée des traitements. Des exemples de molécules utilisées 

en chimiothérapie sont résumés dans le Tableau 2. 

Tableau 2 Exemples de molécules utilisées en chimiothérapie et leurs cibles. 28,29 

Famille Cibles cellulaires Exemples de molécules 

Anthracyclines 

Anthracènediones 

Topoisomérase II, ADN Doxorubicine, Epirubicine, Idarubi-

cine, Mitoxantrone 

Antimétabolites Bases puriques et pyrimidiques 5-fluorouracil, Méthotrexate, Pe-

metrexed, Fludarabine, Capécitabine  

Alkylants ADN Cyclophosphamide, Ifosfamide, Bu-

sulfan 

Inhibiteurs de la 

topoisomérase I 

Topoisomérase I, ADN Irinotécan, Topotécan, Deruxtecan, 

Exatecan 

Poisons du fuseau Tubuline Docétaxel, Paclitaxel, Vinorelbine, 

Vindésine, Vinblastine, Docetaxel 

Sels de platine ADN Carboplatine, Cisplatine, Oxalipla-

tine 

La radiothérapie est un autre traitement classique des cancers. Elle consiste à 

exposer la région localisée autour d’une tumeur à des radiations par le biais de faisceaux 

d’électrons ou de photons afin d’affecter les capacités prolifératives des cellules 
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cancéreuses et induire une mort cellulaire. La dose délivrée, mesurée en Gray (Gy) et 

fractionnée, doit être calculée et administrée avec précision pour limiter les effets se-

condaires et le risque de récidive. Les cancers du sein sont en général traités par des 

doses entre 45 et 50 Gy étalées sur une période de 20 à 30 jours. 

b. Thérapies ciblées 

Certains traitements sont spécifiques au cancer du sein et leur choix dépend du 

stade de la tumeur et des différents marqueurs exprimés à la surface des cellules tumo-

rales. 

En présence de tumeurs mammaires hormono-dépendantes, présentant une 

abondance de récepteurs aux œstrogènes, la liaison des œstrogènes à ces récepteurs 

induit l’activation de gènes favorisant la prolifération et la survie cellulaire. La dimi-

nution de la production des œstrogènes, notamment par l’utilisation d’inhibiteur de 

l’aromatase (letrozole, exémastane, anastrozole), ou la fixation d’un anti-oestrogénique 

sur ce récepteur (tamoxifene), permet de diminuer le risque de récidives. Ces traite-

ments, généralement administrés par voie orale sur le long terme (5 à 10 ans) peuvent 

être couplés à la chimiothérapie avec différentes molécules anticancéreuses (Docetaxel, 

Doxorubicine, cyclophosphamide, paclitaxel) administrés par voie intraveineuse sur 12 

à 20 semaines, seules ou combinées. L’apparition de résistances à l’hormonothérapie 

conduit à un traitement basé sur la chimiothérapie seule. Les récepteurs à la progesté-

rone ne sont eux pas utilisés comme cible thérapeutique, en particulier car leur expres-

sion peut varier en cours de traitement.30  

En 1986, Axel Ullrich à découvert l’existence de la protéine HER2. L’année 

suivante, Dennis Slamon a montré la surexpression de l’oncogène HER2/neu chez en-

viron 30% des patientes atteintes de cancer du sein.31 Cette découverte a conduit dès 

la fin des années 1990, à l’utilisation d’anticorps monoclonaux humanisés dirigés contre 

la protéine HER2 ou ses hétérodimères (trastuzumab, pertuzumab) qui ont permis 

d’améliorer la prise en charge de certaines tumeurs mammaires non-hormonaux-dépen-

dantes surexprimant la protéine HER2 et qui étaient jusqu’alors de très mauvais pro-

nostic. Ces anticorps permettent d’agir sur la prolifération et la migration tumorales 

(Figure 9). La dérégulation de la voie HER2 induit une augmentation de la proliféra-

tion et de la survie cellulaire, notamment par le biais de la voie « PI3K/AKT/mTor » 

qui peut être contrée par l’utilisation d’inhibiteurs de tyrosine kinase comme le lapati-

nib ou le neratinib.32,33 
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Figure 9 Le récepteur HER2 et les réactions en cascade associées influençant la diffé-

rentiation et la migration cellulaire, l'apoptose et l'angiogenèse. Source : Acthera, guide 

des anticorps monoclonaux à usage thérapeutique par l’université de Lille. 

Les tumeurs dites « triples négatives » (TNBC), donc ne surexprimant aucun 

récepteur permettant l’usage des thérapies ciblées listées ci-dessus, présentent en réalité 

une grande diversité moléculaire qui oriente les choix thérapeutiques, bien que les trai-

tements habituels restent la combinaison chirurgie, chimiothérapie et/ou radiothérapie. 

Certaines patientes atteintes de cancers mammaires ou ovarien peuvent présen-

ter une mutation des gènes BRCA1 ou BRCA2 (Breast Cancer 1 ou 2) induisant des 

anomalies au niveau d’un des systèmes de réparation de l’ADN. La présence de cette 

mutation permet de recommander les inhibiteurs de Poly(ADP-Ribose)Polymerase 

(PARP) tels que l’olaparib ou le talozaparib, qui, en empêchant la réparation de 

l’ADN, induisent à terme la mort cellulaire et inhibent la formation de canaux micro-

vasculaires par mimétisme vasculogénique.34,35 

Dans environ 20% des cas, les cellules tumorales présentent à leur surface un 

ligand, PD-L1, leur permettant d’échapper au système immunitaire. En effet, les lym-

phocytes T sont programmés pour éliminer une cible et la détruisent lorsqu’ils la ren-

contrent. Ils ont cependant un mécanisme de sécurité, le point de contrôle immunitaire, 

sous la forme d’une protéine, PD-1, pour « Programmed cell Death protein 1 », qui 

une fois liée à son ligand, PD-L1, désactive le lymphocyte, évitant ainsi un excès d’ac-

tivité du système immunitaire. L’élimination des cellules tumorales exprimant PD-L1 

par le système immunitaire passe donc par la prévention du couplage PD-1/PD-L1 

(Figure 10). Pour cela, des anticorps permettant de bloquer l’interaction avec PD-L1 

ou PD-1 ont été développés, c’est ce qu’on appelle l’immunothérapie. Trois anticorps 
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sont actuellement présents sur le marché, les anti PD-1 Nivolumab et Pembrolizumab 

(approuvé par la FDA pour les TNBC en 2021) et l’anti PD-L1 Avelumab.36 

 

Figure 10 A gauche, la liaison PD-1/PD-L1 bloque le lymphocyte T. A droite, le blocage 

de PD-1 par un anticorps permet d'éviter le blocage du lymphocyte T et donc de tuer 

la cellule tumorale. Adapté sur BioRender. 

c. Les anticorps conjugués  

Si les tumeurs présentant des récepteurs aux œstrogènes ou HER2 peuvent être 

traités par des thérapies hormonales ou des anticorps monoclonaux, seules 10 à 15% 

des tumeurs triples négatives peuvent être traitées avec les inhibiteurs de PARP et 

20% avec des anti PD-1/PD-L1. La chimiothérapie reste donc l’option principale pour 

le traitement des TNBC, bien que les patientes ne répondent pas à ces traitements dans 

50% des cas.37 Il a donc été nécessaire de développer de nouvelles thérapies ciblant 

spécifiquement ces cellules cancéreuses : les anticorps conjugués (ADC, pour antibody 

drug conjugates). Le premier ADC commercialisé, le gemtuzumab ozogamicine, aussi 

connu sous son nom commercial Mylotarg®, a été développé pour le traitement de la 

leucémie aigüe myéloïde. Commercialisé en 2000, il est formé d’un anticorps anti-CD33 

et d’ozogamicine (dérivé de la calichéamicine) reliés par un espaceur hydrazone clivable. 

Par la suite, de nombreux ADC ont été développés autour des années 2010, tous pré-

sentent la même composition : un anticorps humanisé, une molécule thérapeutique et 

un espaceur, clivable ou non (Figure 11).38 
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Figure 11 Principe de fonctionnement d'un anticorps conjugué. Après fixation sur sa 

cible au niveau de la membrane cellulaire, l'ADC est internalisé. Schéma issu de 38. 

Pour le traitement du cancer du sein, les premiers ADC commercialisés ciblaient 

la protéine HER2 via l’anticorps trastuzumab fonctionnalisé avec l’emtansine (poison 

du fuseau) ou, plus tard, du deruxtecan (inhibiteur de topoisomérase). Ce n’est qu’en 

2021 que le premier ADC pour traiter les tumeurs triples négatives avancées ne répon-

dant pas à la chimiothérapie a été approuvé. Le sacituzumab govitecan (Trodelivy®) 

est constitué d’un anticorps dirigé contre la protéine Trop2 et fonctionnalisé via un 

espaceur PEG/carbonate par le métabolite actif de l’irinotecan, SN38, aussi inhibiteur 

de topoisomérase I. Les ADC autorisés en 2022 sont présentés Figure 12.37,38 Ces ADC 

ciblent des protéines telles que CD33, CD30, HER2, CD22, CD79, nectine-4, Trop2, 

etc. 

 

Figure 12 Différents anticorps conjugués utilisés en clinique pour traiter différents 

cancers : Leucémie aiguée myéloïde (1) ou lymphoblastique (4), lymphome (2 et 6), 
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cancer du sein (3, 8 et 9), carcinome urothélial (7) et myélome multiple (10)*. Schéma 

issu de 38. 

Les ADC présentent des propriétés particulièrement intéressantes qui en font de 

bons vecteurs thérapeutiques grâce à plusieurs précautions prises lors de leur élabora-

tion. Le choix de la cible (antigène) est un aspect crucial du développement de l’ADC : 

l’antigène doit être présent de façon homogène à la surface des cellules tumorales mais 

non exprimé, ou de façon minimale, sur les cellules saines. L’anticorps ciblant l’antigène 

doit avoir une haute affinité pour celui-ci, avoir une immunogénicité faible (anticorps 

humanisés) permettant un temps de circulation long, tout en permettant une interna-

lisation après couplage. La molécule thérapeutique est en général choisie pour son effi-

cacité et sa toxicité, tout en étant non immunogène. Elle doit, de plus, pouvoir être 

conjuguée à l’anticorps via un espaceur, clivable ou non. Un espaceur clivable permet 

la rupture de la liaison anticorps molécule thérapeutique en fonction de l’environne-

ment (pH, présence d’enzymes) mais peut engendrer une libération non spécifique de 

la molécule, parfois utilisée volontairement pour augmenter l’effet de l’ADC. Un espa-

ceur non-clivable nécessite la dégradation de l’anticorps, ce qui permet d’éviter une 

action non spécifique de l’ADC mais limite parfois ses effets.39 Les anticorps conjugués 

dirigés contre les cancers du sein approuvés ou en cours d’évaluation clinique sont 

présentés dans le Tableau 3. 

Tableau 3 Les anticorps thérapeutiques approuvés ou en cours d'évaluation.39 

Anticorps conjugués   Cible  Etat essai clinique 

Trastuzumab emtansine (T-DM1)  HER2 Approuvé 

Trastuzumab deruxtecan (T-DXd)  HER2 Approuvé 

Trastuzumab duocarmazine (SYD985)  HER2 Phase 3  

A166  HER2 Phase 1/2 

ARX788  HER2 Phase 2 

RC48  HER2 Phase 2/3 

Sacituzumab Govitecan  TROP-2 Approuvé 

Datopotamab deruxtecan (Dato-DXd)  TROP-2 Phase 1 

                                      
* Le moxetumomab pasudotox (Lumoxiti) constitué d’un fragment d’un anticorps antiCD22 et de la 

toxine PE38 a perdu son autorisation de mise sur le marché en Europe en juillet 2021 et n’est pas 

mentionné dans la figure. 
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SKB264  TROP-2 Phase 1/2 

BAT8003  TROP-2 Phase 1 

DAC-002  TROP2 Phase 1 

Patritumab deruxtecan (HER2-DXd)  HER3 Phase 2 

Ladiratuzumab vedotin  LIV-1 Phase 1/2 

CAB-ROR-ADC  ROR2 Phase 1/2 

SAR408701  CEA-CAM5 Phase 2 

SAR566658  CA6 Phase 1 

A noter que les autorisations de mise sur le marché d’ADC dirigés contre Trop2 ou 

HER2 ont déclenché le développement d’ADC similaires par d’autres entreprises utili-

sant leur propre technologie de fonctionnalisation et de libération. 39 

L’intérêt des anticorps conjugués semble clairement établi pour le traitement des 

cancers et en particulier des cancers du sein triples négatifs. Toutefois, la production à 

l’échelle industrielle de ces composés est complexe et coûteuse. L’utilisation d’une al-

ternative synthétique présentant des propriétés de ciblage équivalentes à celles des an-

ticorps traditionnels serait donc prometteuse afin de généraliser ces traitements.  

II. Les polymères à empreintes moléculaires 

1. Historique 

Au début du XXème siècle, des matériaux capables de cibler préférentiellement une 

molécule donnée ont été développés. A partir de 1930, des chercheurs tels que Polia-

kov,40 Dickey,41 Colombo42 ou Anderson43 visent à accroître la capacité d'adsorption 

sélective des matériaux à base de silice, et constatent que l’ajout d’une molécule d’in-

térêt lors de la synthèse sol-gel de ceux-ci conduit parfois à une augmentation de la 

spécificité du matériau pour cette molécule. A partir des années 70, les techniques de 

synthèse de ces matériaux ont été améliorées et les « polymères à empreintes molécu-

laires » ont gagné en visibilité. En effet, à cette époque, Günter Wulff cherche à déve-

lopper des polymères avec des sites actifs pour obtenir une activité catalytique similaire 

à une activité enzymatique.44 Il découvre alors « l’impression moléculaire » à partir de 

monomères organiques telle qu’on l’utilise aujourd’hui et est rapidement rejoint par 

d’autres chercheurs (Shea, Necker, etc.). Les publications liées aux polymères à em-

preintes moléculaires, et en particulier ceux développés pour lutter contre le cancer, 
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ont alors connu une forte augmentation lors des quarante dernières années (Figure 

13). 

 

Figure 13 Nombre de publications sur ScienceDirect entre 1982 et 2022 ayant pour 

mots-clés : (à gauche) "Molecularly imprinted polymers" ou (à droite) ["Cancer cells" 

OR Tumor] AND "imprinted polymers ». 

Le principe de cette technique repose sur la formation de liaisons chimiques entre 

une cible moléculaire et des monomères. Une fois ces liaisons effectuées, l’activation de 

la polymérisation génère une structure en trois dimensions autour de la cible et l’ex-

traction de cette dernière, par rupture des liaisons établies initialement, permet la créa-

tion de cavités hautement spécifiques vis-à-vis de la molécule cible choisie. A l’origine, 

les liaisons étaient surtout covalentes (et réversibles), ce qui permet d’obtenir une spé-

cificité importante mais qui limite les applications possibles, car toutes les cibles ne 

peuvent pas se lier de façon covalente à des monomères. Une approche plus récente, 

développée par le groupe de Mosbach45 dans les années 1980 utilise des liaisons faibles 

(hydrogène, électrostatique, Van der Waals, etc). Cette méthode plus simple et efficace 

permet alors d’utiliser ces polymères à empreintes pour un grand nombre d’applica-

tions, principalement analytiques (capteurs, phase solide pour extraction ou chromato-

graphie) (Figure 14). 

 

Figure 14 Schéma de principe des polymères à empreintes moléculaires. Les monomères 

forment des liaisons faibles avec la cible. Après polymérisation, la cible peut être éli-

minée du polymère pour former des cavités hautement spécifiques de la cible. 
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2. Méthodes de synthèse 

a. Méthodes de polymérisation 

Aujourd’hui de nombreuses méthodes de synthèse peuvent être utilisées. Le pro-

cessus de synthèse est un élément clé déterminant les propriétés des polymères à em-

preintes moléculaires. Leur mécanisme de formation est séparé entre polymérisation 

radicalaire et polymérisation sol-gel, la première étant la plus courante.  

Parmi les méthodes de polymérisation radicalaire, la polymérisation en bloc ou 

en masse (bulk) est la méthode historiquement utilisée en raison de ses propriétés inté-

ressantes telles que sa rapidité et sa simplicité de mise en œuvre. Le monolithe de 

polymère synthétisé en bloc doit être broyé et tamisé à la taille appropriée, ce qui est 

chronophage et nécessite une grande quantité de matrice. De plus, plusieurs sites de 

liaison de haute affinité sont détruits au cours de ce processus. D’autres techniques de 

polymérisation telles que la polymérisation en suspension, la polymérisation en émul-

sion, la polymérisation par germe et la polymérisation par précipitation ont été déve-

loppées pour surmonter ces inconvénients.46 

La polymérisation en suspension est également une méthode couramment utilisée 

pour synthétiser ces polymères. Des gouttelettes du mélange de pré-polymérisation sont 

mises en suspension dans un solvant (eau, huile, etc.) dans lesquelles elles sont inso-

lubles. Chaque gouttelette peut réagir comme un mini-réacteur pour produire des par-

ticules de polymère sphériques de différentes tailles. Il est cependant nécessaire de maî-

triser l’agitation pour maintenir cette configuration.47 La polymérisation en émulsion 

est un procédé similaire dont le système est cette fois stabilisé par un tensioactif, ce qui 

limite les variations dues à l’agitation. Les polymères obtenus par polymérisation en 

émulsion souffrent néanmoins de la présence de tensioactif résiduel pouvant être difficile 

à éliminer lors des étapes de purification. Malgré cet inconvénient, cette méthode est 

utilisée pour la réalisation de nombreux polymères à empreintes.48,49,50,51 

La polymérisation par précipitation permet de produire en une étape des micros-

phères de taille relativement uniforme avec des empreintes de haute affinité. Au cours 

de la polymérisation, les chaînes polymères peuvent se développer individuellement 

dans des solutions diluées, devenir insolubles et sédimenter. La taille et la forme des 

particules peuvent être contrôlées par des conditions de réaction strictes telles que la 

polarité du solvant, la température de polymérisation et la vitesse d'agitation. En pré-

sence d’une solution diluée de monomères et sous forte agitation, il est possible de 

synthétiser des particules de plus petite taille que lors d’une polymérisation en suspen-

sion. Les inconvénients de cette méthode sont la grande quantité de solvant nécessaire, 

la longue durée de polymérisation et une plus grande quantité de molécule cible néces-

saire.46 
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b. Méthodes d’initiation 

Lors de la polymérisation radicalaire libre (free radical polymerisation), la con-

centration des radicaux générés est élevée, ce qui entraîne une propagation très rapide 

de la chaîne. Par conséquent, la terminaison prématurée de la chaîne ne peut pas être 

contrôlée. Les chaînes polymères ainsi formées sont à l'origine de la large distribution 

de taille des polymères à empreintes produits grâce à des radicaux libres. En outre, si 

le monomère a une réactivité différente de celle de l'agent réticulant, cela peut entraîner 

une variation de la distribution et de l'orientation des groupes fonctionnels. Pour pallier 

à ces inconvénients, les techniques de polymérisation radicalaire contrôlée sont très 

utilisées dans le domaine des polymères à empreintes moléculaires. On y retrouve no-

tamment des techniques telles que l’ATRP, atom transfer radical precipitation polyme-

rization,52 la polymérisation par un agent RAFT, reversible addition-fragmentation 

chain transfer, qui ont permis d’obtenir des nanoparticules de polymères monodisperses 

et de taille contrôlée. Les agents RAFT sont les plus utilisés car ils permettent la 

polymérisation d’une large gamme de monomères, dans des conditions douces ainsi 

qu’une post-fonctionnalisation assez aisée. Le choix des groupes fonctionnels portés par 

ces molécules a une forte influence sur leur réactivité,53 leur choix et leur design sont 

donc une étape particulièrement importante lors de la synthèse de polymères à em-

preintes moléculaires. Leur variété est illustrée dans la Figure 15. 

 

Figure 15 A gauche, exemples d'agents RAFT. A droite, principe de fonctionnement 

des agents RAFT. Adapté de 54. 

 Par rapport aux méthodes conventionnelles, ces méthodes sont des processus 

thermodynamiquement contrôlés qui peuvent ralentir le taux de croissance de la chaîne 
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polymère, ce qui donne des polymères plus homogènes avec une distribution étroite des 

longueurs de chaîne polymère. Toutefois, le prix de ces agents et la lenteur de ces 

réactions font que leur usage est moins répandu que la polymérisation libre. 

c. Choix des monomères 

Le choix du monomère dépend principalement de la cible choisie : les groupe-

ments fonctionnels doivent être complémentaires de ceux présents dans la molécule 

cible. Pour une impression non-covalente, les interactions se font généralement par le 

biais de liaisons hydrogènes. L’acide méthacrylique est un monomère largement utilisé 

grâce à ces propriétés de donneur et d’accepteur. L’acide acrylique, l’acrylamide et les 

vinyl-pyridines sont aussi fréquemment employés. Certains monomères sont choisis en 

raison de propriétés particulières, par exemple, l’ajout de N-isopropylacrylamide per-

met de rendre le polymère synthétisé thermosensible, ce qui peut être utile pour affecter 

la capture et la libération de la cible. 

d. Choix du solvant 

Le solvant permet la solubilisation des différents composés mais son choix a 

également une forte incidence sur la qualité du polymère et de ses empreintes. En effet, 

les interactions faibles entre le solvant et les monomères permettent la formation de 

pores qui augmentent la surface accessible du polymère. Toutefois ces interactions peu-

vent perturber celles entre les monomères et la molécule cible, la polarité du solvant 

est donc un élément important lors de la préparation de polymères à empreintes. La 

viscosité du solvant, en limitant les phénomènes de diffusion, a aussi un fort impact sur 

la qualité des empreintes réalisées. 

3. Les polymères à empreintes de protéines  

a. Enjeux et limites 

Les protéines sont des macromolécules complexes et essentielles à la vie de tous 

les organismes vivants. Elles sont composées d'une chaîne d'acides aminés reliés par 

des liaisons peptidiques et leur séquence, codée par le génome, détermine leur structure 

tridimensionnelle et leur fonction biologique. Les protéines remplissent de nombreuses 

fonctions nécessaires à la vie au sein des cellules : la catalyse des réactions biochimiques, 

la régulation de l'expression génétique, le transport de molécules dans et hors de la 

cellule, la défense immunitaire, la structure cellulaire et le stockage d’énergie. 

Lorsqu’elles sont localisées sur la membrane cellulaire, elles peuvent aussi participer à 

la transmission de signaux cellulaires, on parle alors de récepteurs membranaires. Ces 

derniers sont facilement accessibles et peuvent être utiles pour identifier et cibler spé-

cifiquement une cellule cancéreuse, car ils diffèrent en nombre et en nature de ceux 

d’une cellule saine.  
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Il existe vingt-deux acides aminés différents entrant dans la composition des pro-

téines. Les interactions entre les différents acides aminés induisent un repliement de la 

protéine, formant une structure en trois dimensions. Cette conformation tridimension-

nelle est en générale essentielle à l’activité biologique de la protéine. Lorsque celle-ci 

est altérée, on parle de dénaturation de la protéine. Celle-ci peut survenir dès que l’un 

de ces paramètres est modifié : 

• La température : les protéines ont une plage de températures dans laquelle elles 

sont stables. Des températures élevées ou basses peuvent entraîner une dénatu-

ration. 

• Le pH : le pH peut affecter la charge des résidus d'acides aminés dans la protéine, 

ce qui peut modifier la structure tridimensionnelle et la stabilité de la protéine. 

• La concentration en sels : les sels peuvent affecter les interactions électrosta-

tiques entre les résidus d'acides aminés et altérer la structure de la protéine. 

• La présence de dénaturants : certains produits chimiques, tels que l'urée ou la 

guanidine, peuvent dénaturer les protéines en rompant les liaisons hydrophobes. 

• Les interactions avec d'autres protéines ou molécules : les protéines peuvent 

interagir avec d'autres protéines ou molécules dans la cellule, ce qui peut modi-

fier leur structure et leur stabilité. 

• La nature du solvant : les protéines ne sont parfois solubles que dans l’eau. 

Le choix de la synthèse utilisée pour fabriquer des polymères à empreintes de pro-

téines est donc très limité à cause de ces paramètres, et les synthèses donnant de meil-

leurs résultats pour de petites molécules ne peuvent être employées. En effet, les syn-

thèses par activation thermique dont la température dépasse 37°C ou par émulsion avec 

surfactant sont à proscrire car la structure de la protéine risque d’être modifiée, le 

risque étant alors que l’empreinte réalisée ne puisse reconnaitre la protéine native. Pour 

les mêmes raisons, le pH et la concentration en sel doivent rester physiologiques. 

D’autre part, la taille même des protéines limite leur diffusion au sein d’une matrice 

de polymère et limite donc l’extraction de la protéine après impression. Enfin, réaliser 

la synthèse dans l’eau peut perturber les liaisons hydrogène entre les monomères et la 

cible. Malgré ces limitations de nombreux polymères à empreintes de protéines ont pu 

être synthétisés, comme par exemple des polymères à empreintes de :  Troponine T,55 

Myoglobine,56 Transferrine,57 Procalcitonine,58 etc. 

Pour s’affranchir des limites liées à la diffusion des protéines dans la matrice de 

polymère lors de leur élimination, les chercheurs se sont attachés à limiter la 

« profondeur » des empreintes, c’est-à-dire à limiter l’épaisseur des couches de 

polymères réalisées.59 Pour assurer une reconnaissance optimale de protéines, d’autres 

approches plus sophistiquées ont également été employées, comme la fonctionnalisation 
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de monomères par des aptamères60,61 ou l’incorporation de chaines de polymère dans 

le mélange de monomères.62,63 

En plus des limites décrites précédemment, le coût des protéines d’intérêt est 

souvent élevé, ce qui limite l’intérêt financier des polymères à empreintes de protéines 

par rapport aux anticorps. Face à cet inconvénient, deux solutions ont été apportés : 

l’utilisation « d’épitopes », depuis les années 2000 (Alexandre Rachkov & Norihiko 

Minoura)64,65 et la fixation de la cible sur une surface solide. 

b. Polymères à empreintes d’épitopes 

Les épitopes, dans le domaine des anticorps, désignent habituellement la région 

de la protéine reconnue par un anticorps. Cette région peut contenir plusieurs portions 

proches spatialement lorsque la protéine est repliée mais éloignée dans la séquence pri-

maire de la protéine. Dans le cadre de la synthèse de polymère à empreintes de pro-

téines, l’utilisation d’épitopes correspond à l’impression d’un fragment de la protéine 

de quelques acides aminés, au lieu de la protéine entière. Ces fragments sont moins 

chers, plus faciles à obtenir, plus stables et diffusent mieux dans la matrice de polymère 

grâce à leur taille réduite (1 à 2kDa contre 20 à plus de 60kDa pour une protéine 

entière). De plus, lors de l’impression de protéines entières, le grand nombre de sites 

fonctionnels présents à leur surface pouvant interagir avec les monomères conduit à 

une hétérogénéité dans la nature des liaisons formées. Ce nombre important de sites de 

reconnaissance augmente les possibilités d’adsorption non spécifique de protéines com-

pétitrices. L’utilisation d’épitopes lors de la réalisation des empreintes permet donc de 

diminuer les interactions non spécifiques et d’augmenter l’efficacité des matériaux réa-

lisés.  

Toutefois, leur choix est particulièrement délicat. La portion choisie doit être 

facilement accessible, spécifique à la protéine, capable de se lier aux monomères et 

soluble dans l’eau. Plusieurs outils sont exploitables pour faciliter le choix de l’épitope 

tels que les bases de données contenant les structures 3D des protéines (Protein Data 

Bank du projet wwPDB), permettant de visualiser la structure de la protéine, et l’uti-

lisation d’un BLAST (Basic Local Alignement Search Tool), outil permettant de repé-

rer des homologies de séquence avec d’autre protéines de la base de données.  

Une approche systématique serait la fragmentation de la protéine entière, la 

synthèse de polymères contenant les empreintes de ces fragments isolés et l’évaluation 

de leur capacité à cibler la protéine entière. Cette méthode étant particulièrement la-

borieuse, on préfère en général utiliser les régions immunogènes ciblées de façon connue 

par des anticorps. La détermination exacte de la séquence ciblée, paradoxalement sou-

vent non fournie lors de l’achat d’anticorps commerciaux, peut toutefois s’avérer assez 

complexe.  
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c. Synthèse sur surface solide 

La synthèse sur surface solide est une approche complémentaire de l’utilisation 

d’épitopes qui peut aussi bien être réalisée avec des protéines entières que des épitopes. 

Développée en 2013 par l’équipe de Piletsky, cette méthode a largement été reprise et 

améliorée par la suite.66 La cible est fixée de façon covalente sur une surface solide, en 

général des billes de verre (50-100µm) (Figure 16-1). Un mélange de monomère, con-

tenant au moins un monomère thermosensible est utilisé pour former des particules de 

polymère (Figure 16-2). Puis un lavage à froid permet d’éliminer les particules non 

fixées sur la cible (Figure 16-3). Enfin, un lavage à chaud permet de décrocher les 

nanoparticules de polymères présentant des empreintes de la cible (Figure 16-4).   

 

Figure 16 Synthèse sur billes de verre. (1) Des billes de silice sont fonctionnalisées avec 

la protéine cible. (2) La polymérisation de monomères adaptés forme des nanoparti-

cules de polymères. (3) Le polymère libre est éliminé. (4) Une élévation de température 

permet le décrochage des polymères spécifiques et leur récupération. 

Cette méthode est particulièrement intéressante car elle permet d’obtenir des 

particules de haute affinité (les autres sont éliminés), avec des constantes d’affinité de 

l’ordre du nanomolaire, et elle offre la possibilité de réutiliser les billes fonctionnalisées67 

voire d’automatiser la synthèse,68 ce qui est intéressant en vue d’une éventuelle com-

mercialisation. Il est possible de changer la nature du substrat solide pour améliorer le 

rendement et la reproductibilité de la synthèse, par exemple en la remplaçant par des 

particules magnétiques de plus petite taille (670 nm)69 ou par des billes de polymère,70 

qui permettent d’éviter le décrochage de la cible de la surface lors des lavages (hydro-

lyse de Si-O). Ces deux méthodes, bien que produisant de meilleurs résultats en termes 

de ciblage que la synthèse sur bille de verre, sont toujours en cours d’amélioration, 

notamment en raison de contaminations des solutions de polymères à empreintes.70 

Bien que peu de chercheurs s’y soient intéressés, ces méthodes de synthèse sur 

surface solide permettent aussi l’optimisation de la composition du mélange de 
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monomères. En effet, la nature et la proportion des monomères utilisés peuvent avoir 

un impact important sur la qualité des empreintes réalisées. En 2008, Shea et al, a 

réalisé une librairie de 13 polymères à empreintes de protéines réalisés par précipitation 

à partir de différentes proportions d’acrylamide (AM), d’acide acrylique (AAc), de N-

(3-aminopropyl) methacrylamide hydrochloride, et de N-tert-butylacrylamide (TBAm), 

permettant des liaisons hydrogènes, électrostatiques et hydrophobes et de N, N′-methy-

lenebisacrylamide (BIS) en tant que réticulant.71 Parmi ces 13 polymères, seuls deux 

avaient une affinité pour la protéine cible. Cependant, la méthode utilisée, longue et 

laborieuse, ne permet l’évaluation que d’un nombre restreint de monomères et de cibles. 

L’adaptation de la synthèse bille de verre dans des microplaques 96 puits permet de 

simplifier cette évaluation. En 2019, l’équipe de Piletsky utilise cette méthode pour 

optimiser sa synthèse sur billes de verre, qui permet alors, de façon simple, d’évaluer 

32 compositions différentes en parallèle, en réalisant des triplicats.72 Ils ont notamment 

montré que la variation de la composition du mélange de monomère pouvait avoir un 

impact lors de l’impression d’épitopes mais pas lors de l’impression de protéines en-

tières. Dans le cadre de l’impression de protéine entières, ils supposent que l’absence 

d’un type de monomère n’empêche pas les autres monomères de s’organiser autour de 

la protéine et que le nombre important de sites ainsi que leur disposition en trois di-

mensions permet encore de générer des polymères à empreintes de protéines de haute 

affinité. 

4. Applications 

a. Capteurs et dosages sériques  

Les anticorps sont souvent utilisés afin de détecter et doser des protéines, no-

tamment dans des milieux complexes. L’utilisation de polymères à empreintes de pro-

téines en tant qu’agents de détection dans un capteur permet une plus grande flexibilité 

grâce à leurs caractéristiques : la possibilité de cibler spécifiquement avec une constante 

d’affinité de l’ordre du nanomolaire, une grande stabilité thermique et chimique per-

mettant leur réutilisation. La méthode de détection couplée à l’emploi de polymères à 

empreintes de protéines peut générer un signal de différente nature73 : électrochi-

mique,74 électroluminescent75 ou fluorescent76. Ce dernier type de signal est le plus 

répandu du fait de la rapidité de sa réponse et d’une technologie très accessible. Leur 

limite de quantification varie de 10-11 mol/L pour les détecteurs par fluorescence77 à 10-

12 mol/L pour les capteurs électroluminescents78 (Figure 17). Ces méthodes reposent 

sur la mesure d’un signal déclenché par la reconnaissance de la cible par l’empreinte. 

Par analogie plus directe avec les anticorps classiques, les polymères à empreinte 

de protéine sont aussi employés lors de dosages de protéines dans des milieux biolo-

giques complexes, notamment dans des tests ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent 
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Assay). Les tests ELISA existent sous trois formes. Soit une détection directe : un 

anticorps couplé à une enzyme générant un signal détectable, va se fixer sur la cible. 

Soit une détection indirecte : le signal provient d’un anticorps secondaire qui va recon-

naître l’anticorps interagissant avec la cible. Enfin, le troisième format de test ELISA 

est dit sandwich, deux anticorps distincts se lient à la cible dont l’un est fixé à un 

substrat, et l’autre génère un signal. 

 

Figure 17 Principe de détection par électrochimiluminescence a) avec des anticorps 

magnétiques, b) avec des polymères à empreintes de protéines magnétiques. Schéma 

issu de 78. 

Lors de ces tests ELISA, les anticorps sont donc remplacés par des polymères à em-

preintes de l’analyte à détecter. Plusieurs protéines ont ainsi pu être détectées : l’alpha 

foeto-protéine, l’antigène carcinoembryonnaire79 (Figure 18) et la procalcitonine80 par 

un test « sandwich », la biotine, la glucosamine, la fumonisine B2 et la peroxydase de 

raifort par detection enzymatique directe81. La limite de detection pour ces tests est en 

général similaire à celle obtenue avec des anticorps82 : pour la biotine, 1.2 pM pour les 

polymères contre 2.5 pM avec anticorps, pour la fumonisin B2: 6.1 pM contre 25 pM 

et pour la glucosamine, 0.4pM contre 0.3pM.  
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Figure 18 Quantification de l’antigène carcinoembryonnaire par sandwich avec des 

polymères à empreintes de protéines et detection SERS (surface-enhanced Raman scat-

tering). Figure issue de 79. 

b. Imagerie et thérapie  

Au vu de ces performances, les polymères à empreintes de protéines semblent 

suffisamment efficaces pour remplacer les anticorps pour des applications thérapeu-

tiques. En particulier, de nombreux polymères ont été développés pour cibler des bio-

marqueurs présents à la surface de cellules cibles.  

Pour ces applications, des paramètres supplémentaires sont à prendre en compte. 

La taille des nanoparticules à visée thérapeutique est un élément clé vis-à-vis de leur 

efficacité et de leur innocuité. En effet, des particules de taille inférieure à 30 nm doivent 

s’agréger pour que leur absorption par des cellules devienne énergétiquement favorable. 

A contrario, la vitesse d’absorption de particules de taille supérieure à 50 nm est limitée 

par le temps nécessaire à la membrane pour envelopper la particule. La pénétration 

d’un grand nombre de particules au sein des cellules est donc optimale entre 30 et 50 

nm. Néanmoins, il a été observé que la masse totale de nanoparticules à l’intérieur des 

cellules est plus importante pour des particules d’une centaine de nanomètres. De plus, 

des particules de petite taille ont une surface totale de matériau plus importante, ce 

qui augmente la génération d’espèces réactives de l’oxygène et la toxicité, ce qui peut 

désavantager les petites particules. A noter que, in vivo, les particules de plus de 200 

nm sont facilement repérées par le système immunitaire et ont tendance à s’accumuler 

dans les organes, comme la rate.83 Ces informations sont récapitulées dans le Tableau 

4.  
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Tableau 4 Tableau récapitulatif de l'effet de la taille des nanoparticules. Réalisé à partir 

des données de 83. 

Taille Absorption par les 

cellules 

Innocuité Furtivité 

< 30 nm - - +++ 

30-50 nm  +++ + ++ 

50-100 nm + ++ + 

> 200 nm - + - 

 

Il faut également prendre en compte l’élimination du matériau, de sa dégrada-

tion à son élimination, tous les produits de dégradation devant eux aussi être non-

toxiques. Ce type d’étude est rarement réalisé et le caractère biocompatible du maté-

riau est plus souvent assumé que prouvé.84,85 Il s’agit en général d’études portant sur 

la toxicité cellulaire : Aeinehvand et al. ont montré la non-toxicité du poly(2-hy-

droxyethyl methacrylate) sur des cellules souches adipocytaires86 et Canfarotta et al. 

ont montré l’absence de toxicité et d’impact sur le métabolisme cellulaire sur des cel-

lules HaCaT (kératinocytes), MEFs (fibroblastes), HT1080 (fibrosarcome), et des ma-

crophages pour des particules de polymère synthétisées sur surface solide à partir 

d’acide méthacrylique.87 Enfin, d’autres études plus avancées ont observé la dégrada-

tion de ces objets dans des amas cellulaires88 ou leur répartition dans les organes et les 

fluides biologiques chez le rongeur.89 En particulier, les polymères administrés par voie 

orale ou intraveineuse sont capables d’atteindre tous les organes sans toxicité apparente 

et sont ensuite éliminés via les selles et les urines. 

Malgré ces contraintes, plusieurs systèmes capables de cibler spécifiquement cer-

taines cellules en fonction de biomarqueurs présents à leur surface ont été développés. 

L’impression de monosaccharides tels que l’acide sialique, le fucose ou le mannose ont 

été explorés par plusieurs équipes, ces molécules étant présentes de façon plus impor-

tante à la surface des cellules cancéreuses.90,91,92,93 Wang et al ont notamment observé 

via microscopie confocale que des polymères fluorescents contenant des empreintes de 

ces molécules ciblaient de façon significative les cellules de carcinome hépatique HepG-

2 et les cellules cancéreuses mammaires MCF-7 par rapport à des cellules hépatiques 

et mammaires saines (Figure 19). 94 
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Figure 19 Les polymères à empreintes de monosaccharides ciblent préférentiellement 

les cellules cancéreuses par rapport à des cellules saines. Figure issue de 94. 

En 2017, l’équipe de Haupt a montré la possibilité d’utiliser des polymères à 

empreintes moléculaires pour marquer simultanément les acides hyaluroniques et sia-

liques.95 Des quantum dots verts et rouges ont été recouverts d’une couche de polymère 

à empreinte permettant de cibler l’acide hyaluronique et l’acide sialique, respective-

ment. La combinaison de ces deux matériaux a permis de réaliser des images de mi-

croscopie telles que présentées en Figure 20.  

 

Figure 20 Image de microscopie confocale d’une cellule ciblée simultanément par des 

polymères à empreintes ciblant l’acide hyaluronique (rouge) et l’acide sialique (vert) et 

dont le noyau est marqué au DAPI (bleu) Image issue de 95. 
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Il est également possible d’utiliser des épitopes pour cibler des protéines mem-

branaires surexprimées à la surface de cellules cancéreuses telles que CD59,96 HER2,97 

EGFR (Epidermal growth factor receptor)98 ou hVEGF(human vascular endothelial 

growth factor).99 Pour ce dernier, Cecchini et al ont même vérifié que leurs polymères 

à empreinte de VEGF, réalisés par synthèse sur surface solide avec un épitope et fonc-

tionnalisés par des quantum dots fluorescents, étaient capables de cibler in vivo, dans 

un poisson zèbre, la protéine VEGF, responsable de l’angiogenèse tumorale. 

Comme pour les ADC, il est possible d’encapsuler des molécules thérapeutiques au 

sein des polymères à empreintes moléculaires, afin d’assurer une délivrance localisée 

d’un traitement. Plusieurs modèles ont déjà été réalisés :  

• Polymère à empreintes d’EGFR contenant de la Doxorubicine98 

• Polymère à empreintes d’HER2 contenant de la Doxorubicine97 100 

• Polymère à empreinte de CD59 contenant de la Doxorubicine96 

• Polymère à empreintes de Fn14 (Human Fibroblast Growth Factor-Inducible 

14) contenant de la Bléomycine101 

Pour ces matériaux, la libération de la molécule thérapeutique repose principale-

ment sur la diffusion passive de la molécule ou sur la dégradation du polymère dans les 

endosomes (milieu acide). Au-delà des polymères à empreintes moléculaires, la déli-

vrance contrôlée de molécules thérapeutiques est devenue un enjeu majeur du XXIème 

siècle. 

III. Stratégies de vectorisation contre le cancer 

Alors que la découverte de nouvelles molécules était le cœur de l’activité pharma-

ceutique, depuis quelques décennies, l’accent est aussi mis sur la formulation des trai-

tements.  En effet, après l’administration d’une molécule thérapeutique, que ce soit par 

voie orale ou intraveineuse, celle-ci est distribuée dans tout l’organisme avant de s’ac-

cumuler dans les organes responsables de sa dégradation et de son élimination : le foie, 

la rate et les reins. Cela complique donc l’arrivée d’une dose suffisante au niveau du 

site d’action, dès lors que celui-ci est éloigné du site d’administration, ce qui génère 

parfois des effets secondaires. Depuis les années 2000, on observe une accélération dans 

le développement de ces nouveaux systèmes de vectorisation très prometteurs.102  

1. Généralités 

L’utilisation de systèmes de taille nanométrique comme vecteurs pour transporter 

des molécules thérapeutiques permet le développement de traitements plus efficaces et 

moins toxiques pour le patient. Ces matériaux innovants permettent d’allier protection 

de la molécule d’une dégradation précoce et contrôle de sa libération dans l’espace et 
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dans le temps. Parmi eux, les systèmes à base de polymères ou de lipides sont les plus 

répandus.  

 

Figure 21 A gauche, structure d’un liposome et localisation des molécules en fonction 

de leur affinité pour l’eau.103 A droite, différentes structures polymériques : micelle, 

dendrimère, polymérosome et particule de polymère. 

Un liposome est une vésicule lipidique artificielle dont la membrane est consti-

tuée d'une ou plusieurs bicouches de lipides et qui se forme par autoassemblage de 

molécules amphiphiles (Figure 21). Ils peuvent être utilisés pour encapsuler à la fois 

des molécules hydrophiles ou hydrophobes.103 A partir de 1995, plusieurs formulations 

commerciales utilisent des liposomes pour diminuer les effets secondaires et augmenter 

le temps de circulation de molécules anticancéreuses.104 Quelques exemples sont pré-

sentés dans le Tableau 5. 

Tableau 5 Différentes formulations commerciales de liposomes et leur indication. HSPC 

(hydrogenated soy phosphatidylcholine); PEG (polyethylene glycol); DSPE (distearoyl-

sn-glycero-phosphoethanolamine); DSPC (distearoylphosphatidylcholine); DOPC (dio-

leoyl-phosphatidylcholine); DPPG (dipalmitoylphosphatidylglycerol); EPC (egg phos-

phatidylcholine); DOPS (dioleoylphosphatidylserine); POPC (palmitoyloleoylphospha-

tidylcholine); SM (sphin-gomyelin); MPEG (methoxy polyethylene glycol); 

Nom commercial Molécule active Lipides  Indication 

Doxil® (1995)105 Doxorubicine HSPC:Cholesterol:PEG 

2000-DSPE  

Cancer du sein, ovarien, 

Sarcome de Kaposi 

DaunoXome® 

(1996)106 

Daunorubicine DSPC and Cholesterol  Sarcome de Kaposi et SIDA 

Depocyte® 

(1999)107 

Cytarabine/Ara-C DOPC, DPPG, Cholesterol 

and Triolein 

Méningite néoplasique 
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Myocet® (2000)108 Doxorubicin EPC:Cholesterol Cancer du sein métasta-

tique 

Mepact® (2004)109 Mifamurtide DOPS:POPC  Ostéosarcome non métas-

tatique de haut grade  

Marqibo® (2012)110 Vincristine SM:Cholesterol  Leucémie lymphoblastique 

aigué  

Onivyde™ (2015)111 Irinotecan DSPC:MPEG-2000:DSPE  Adénocarcinome du pan-

créas métastatique 

Les nanosystèmes à base de polymère sont quant à eux relativement faciles à 

synthétiser et le grand choix de monomères sur le marché permet une versatilité dans 

leur caractéristiques physiques et leur mode de dégradation. En particulier, les poly-

mères biodégradables à base de monomères tels que le lactide, le glycolide, le e-capro-

lactone ou encore de chitosan112 sont plébiscités après avoir démontré leur intérêt dans 

d’autres domaines (par exemple, des copolymères de poly[lactide-co-glycolide] sont uti-

lisés pour les sutures résorbables). Selon la nature et la structure des polymères et leur 

mode de formulation, on peut obtenir différents types de nanoparticules : des nanos-

phères, des nanocapsules (composées d’une coque polymère renfermant un cœur de 

nature différente), des dendrimères et des micelles polymères.  

Chaque composition et morphologie ont leurs avantages et leurs inconvénients. Par 

exemple, les micelles de polylactide permettent d’encapsuler des molécules peu solubles 

dans l’eau et sont facilement modifiables mais ont une faible capacité et efficacité d’en-

capsulation.112 

La fonctionnalisation de molécules thérapeutiques par des chaines de polymère peut 

permettre la formation spontanée de nanoparticules pouvant contenir une quantité im-

portante de molécule thérapeutique,113 parfois même jusque 50% en masse.114 Cette 

fonctionnalisation peut aussi permettre d’envisager d’autres modes d’administration, 

moins contraignants pour le patient, pour des molécules hautement toxiques. Par 

exemple, la croissance contrôlée de chaînes d’acrylamide sur une molécule de paclitaxel 

permet d’obtenir une molécule « prodrogue » pouvant être injectée en sous-cutanée 

sans nécrose des tissus, diffusant jusque dans la circulation sanguine, présentant un 

long temps de résidence, et enfin capable, grâce à un lien clivable, de retrouver une 

forme active dans l’environnement tumoral.115  

Tous ces matériaux peuvent être identifiés par l’organisme comme « étrangers », ce 

qui peut conduire à leur élimination précoce. Leur capture par le système immunitaire, 

qu’ils soient à base de monomères ou de lipides, peut être limitée en augmentant leur 

furtivité. Pour cela, des chaînes de poly(éthylène glycol) (PEG) peuvent être greffées à 

leur surface, c’est par exemple le cas du Doxil®, ce qui les rend invisibles pour les 

macrophages et peut modifier les capacités de chargement des particules.116,117,118,119 
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Ces méthodes doivent cependant être utilisées avec parcimonie, les patients pouvant à 

terme produire des anticorps dirigés contre les PEG.120 

2. Distribution et ciblage  

Lorsqu’ils sont administrés chez un patient, les nanosystèmes décrits précédemment 

circulent dans la circulation sanguine avant d’être dégradés et éliminés. Ces temps de 

circulation et de dégradation sont dépendants de la composition et de la morphologie 

des nanoparticules. Dans le cas de patients atteints de cancer, une activité angiogénique 

importante peut avoir lieu dans l’environnement de la tumeur solide. Cette activité se 

traduit par la production importante de nouveaux vaisseaux immatures présentant une 

porosité supérieure aux vaisseaux sains. Ces pores permettent à des particules (de 20 à 

500 nm) de traverser la paroi de ces vaisseaux et donc de pénétrer dans la tumeur. Ce 

phénomène, appelé effet EPR (Enhanced Permeability and Retention), qui permet un 

ciblage « passif » de la tumeur, ne concerne cependant pas la totalité des tumeurs 

solides. 

La fonctionnalisation des nanoparticules avec un ligand choisi judicieusement peut 

en revanche permettre un ciblage « actif », spécifique et efficace. Ce ligand peut être 

un peptide, une protéine, un anticorps ou une petite molécule et il a pour but de per-

mettre une accumulation plus importante au niveau du site actif. Plusieurs approches 

ont permis un ciblage spécifique à un type de cellule, de tissus ou d’organe. Par 

exemple, plusieurs méthodes ont été utilisées pour cibler spécifiquement la protéine 

CD44, surexprimée à la surface de cellules cancéreuses. Szoka et al121 ont développé un 

liposome encapsulant de la doxorubicine fonctionnalisé avec de l’acide hyaluronique, 

ligand privilégié de la protéine CD44. Les liposomes ainsi fonctionnalisés présentent 

une affinité supérieure pour les cellules ayant un haut niveau d’expression de CD44, 

qui disparait en présence d’acide hyaluronique libre ou en présence d’un anticorps anti-

CD44. Li et al122 ont, eux, choisi une autre approche : fonctionnaliser un liposome 

contenant de la doxorubicine avec un anticorps anti-CD44. Celle-ci a également été 

appliquée avec succès par d’autres groupes comme Jaafari et al123 qui ont modifié du 

Doxil® avec un anti-CD44. Enfin, Fattal et al124 ont fonctionnalisé un liposome avec 

un aptamère, un oligonucléotide capable de se lier spécifiquement à la protéine choisie, 

sélectionné pour cibler CD44. 

Les mêmes approches peuvent être utilisées à la surface de nanoparticules de poly-

mère : fonctionnalisation avec de l’acide hyaluronique,125,126 des aptamères127 ou avec 

d’autres cibles (EGFR128, CD133,127 HER2129,130). 

A ces exemples peuvent également être ajoutés les polymères à empreintes de pro-

téines vus précédemment et en particulier ceux encapsulant des molécules 
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thérapeutiques.96,98,101 Ils possèdent eux aussi la capacité de se lier à leur cible pour 

libérer une molécule thérapeutique de façon passive.  

Avant de libérer sa charge, le vecteur doit en général pénétrer à l’intérieur de la 

cellule. Les cellules possèdent une membrane formée d’une bicouche lipidique contenant 

des protéines et récepteurs qui a pour rôle de protéger l’intégrité de la cellule et de 

contrôler ses échanges avec l’environnement extérieur. Cette membrane peut être per-

méable à un certain nombre de composés : ions, biomolécules, et même nanoparticules. 

Outre la diffusion passive à travers la membrane, il existe plusieurs mécanismes per-

mettant l’entrée à l’intérieur de la cellule et qui sont regroupés sous le nom « d’endo-

cytose ».131 Les mécanismes d’endocytose peuvent être séparés en deux catégories : la 

phagocytose, qui correspond à l’internalisation de « particules », et la pinocytose, per-

mettant l’internalisation de liquides et de solutés.  

La phagocytose est un mécanisme réservé à certaines cellules telles que les ma-

crophages, neutrophiles et monocytes, qui permet l’internalisation d’objets de taille 

micrométrique comme les microorganismes et les cellules apoptotiques.  

 

Figure 22 Les différentes voies d'entrée dans la cellule. Le contenu de l'endosome peut 

être recyclé vers l'extérieur ou vers des compartiments spécifiques de la cellule ou 

dégradés, notamment après fusion avec un lysosome. 

La pinocytose est utilisée par toutes les cellules sous au moins quatre formes : 

l’endocytose dépendante de la clathrine, l’endocytose dépendante de la cavéoline, l’en-

docytose indépendante de la clathrine et de la cavéoline, et la macropinocytose (Figure 

22).132 Chaque voie, dédiée à des objets différents, est précisément contrôlée par des 

mécanismes de signalisation.133 Les nanoparticules pénètrent alors dans le cytoplasme 

mais sont emprisonnées dans une vésicule appelée endosome dont le devenir dépend de 

son contenu. L’endosome peut être recyclé vers la membrane après une légère acidifi-

cation (pH passant de 7.4 à 6.3) ou maturer et devenir un endosome tardif. La matu-

ration de ces endosomes et leur éventuelle fusion avec des lysosomes, contenant des 
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enzymes, conduit à la dégradation du contenu de la vésicule (le pH passe alors à 5.5) 

avant sa libération.134 Pour un effet thérapeutique optimal, un échappement de l’en-

dosome avant dégradation peut donc être nécessaire.   

Pour les liposomes, l’ajout de dioleoyl-sn-glycero-3-phosphatidylethanolamine 

(DOPE) dans le mélange lipidique lors de leur formation permet de les rendre sensibles 

aux changements de pH afin d’induire leur fusion avec la membrane de l’endosome et 

la libération de leur contenu dans le cytoplasme. Cette méthode a permis la délivrance 

dans le cytoplasme d’oligonucléotide après capture de liposomes dans des endosomes.135 

La diminution du pH dans l’endosome induit une déstabilisation du liposome et sa 

fusion avec la membrane de l’endosome.  

De manière générale, il est également possible d’utiliser les propriétés physico 

chimiques des particules. Par exemple, une fonctionnalisation de surface par une espèce 

cationique ou protonable peut lui permettre de jouer le rôle « d’éponge à protons » ce 

qui conduit à une augmentation de la pression osmotique due à l’entrée de contre-ions 

assurant la neutralité de l’endosome et à terme à l’éclatement de la membrane endoso-

male. Les particules peuvent aussi se déformer lors de l’acidification et induire des 

contraintes mécaniques sur la membrane de l’endosome. Enfin, certains peptides ou 

polymères peuvent perturber l’intégrité membranaire et former des pores dans la mem-

brane endosomale, permettant la libération d’objets de petite taille, voire sa destruction 

(Figure 23).136 

 

Figure 23 Différents mécanismes d'échappement des endosomes : fusion avec la mem-

brane, rupture osmotique, contrainte mécanique par gonflement de particule et désta-

bilisation de membrane. Schéma issu de 136. 

Ces différents mécanismes font partie intégrante du design du vecteur et ne 

peuvent donc pas concerner tous les systèmes. Il faut également noter que des approches 
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évitant le passage dans les endosomes ont été développées pour permettre une interna-

lisation directement dans le cytoplasme. Par exemple, certains liposomes peuvent être 

spécifiquement formulés pour induire leur fusion avec la membrane cellulaire et la libé-

ration directe de leur cargo dans le cytoplasme. On parle alors de liposomes fusogènes. 

Csiszár et al ont par exemple utilisé un mélange de DOPE et de DOTAP(1,2-dioleoyl-

3-trimethylammonium-propane) pour obtenir des liposomes contenant des protéines de 

différentes tailles. Ils ont notamment montré que la taille de la protéine encapsulée 

n’influençait pas la formation des liposomes, contrairement à sa charge, et que cette 

méthode pouvait être utilisée pour le développement de vecteurs permettant d’éviter 

le passage par les endosomes (Figure 24).137 

 

Figure 24 Mécanisme d'entrée des liposomes fusogènes. Schéma issu de 137. 

A noter que pour les ADC, l’internalisation se fait principalement par une endocy-

tose dépendante de la clathrine.138 L’absence de stratégie d’échappement endosomal, 

très rare dans les exemples utilisés dans les parties précédentes, n’est pas synonyme 

d’échec de l’approche thérapeutique. 

3. Libération de la molécule thérapeutique 

Que le ciblage soit passif, par effet EPR, ou actif, via une fonctionnalisation choisie 

astucieusement, le contrôle de la libération de la molécule active est un élément clé lors 

de l’élaboration d’un vecteur. En règle générale, la libération de la molécule est due à 

la diffusion de celle-ci ou à la dégradation de son vecteur. Certains mécanismes propres 

aux caractéristiques du tissus ciblé ou déclenchés de façon extérieure ont été développés 

afin d’améliorer le contrôle sur la libération de la molécule thérapeutique et donc son 

efficacité.  

Il est notamment possible d’exploiter les changements de pH pour induire la libéra-

tion d’une molécule uniquement au sein des cellules ciblées. Il peut s’agir de polymères 

pouvant gonfler lors de l’acidification ce qui peut permettre à la fois la rupture de 
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lysosomes ainsi que la sortie de la molécule de la matrice de polymère.139 L’acidification 

peut aussi permettre la rupture de liaisons assurant le maintien structurel du polymère 

pour libérer la molécule thérapeutique, comme des liaisons ortho ester (Figure 25).140 

 

 

Figure 25 La présence d’acide hyaluronique dans la composition des nanoparticules de 

polymère permet leur internalisation après fixation sur la protéine CD44. L'acidifica-

tion des endosomes conduit à la libération de la molécule thérapeutique par rupture de 

liaisons ortho ester. Schéma issu de 140. 

Dans les tissus présentant de l’inflammation, la température est plus élevée (40 à 

45°C contre 37°C habituellement). La synthèse de particules capables de libérer leur 

cargo uniquement au-delà d’une certaine température peut donc être particulièrement 

intéressante. Ces particules sont alors stables pendant la circulation et ne libèrent leur 

cargo que suite au changement de température à l’arrivée dans le tissu ciblé. Ces poly-

mères ont une température de transition caractéristique sous laquelle ils sont gonflés et 

hydrophiles et au-delà de laquelle ils deviennent hydrophobes et se contractent. Le 

polymère thermosensible le plus étudié est le poly(N-isopropylacrylamide) dont la tem-

pérature de transition est autour de 30-32°C.141 Pour des applications thérapeutiques, 

des polymères ayant une température de transition supérieure à 37°C ont été dévelop-

pés. Pour cela, l’ajout de co-monomères hydrophiles tels que l’acrylamide, N-methyl-

N-vinylacetamide, N-vinylacetamide, ou le N-vinyl-2-pyrrolidinone peut permettre une 

augmentation de la température de transition. Amighi et al. ont par exemple obtenu 

une température de transition de 39.9°C avec un copolymère poly(N-isopropylacryla-

mide)-co-acrylamide contenant 11.8% d’acrylamide.142 

Certaines équipes ont aussi développé des approches plus exotiques. En 2019, Yang 

et al. ont synthétisé un polymère à empreinte d’acide sialique à base de S-nitrosothiol. 

Après ciblage et internalisation au sein des cellules cancéreuses, la dégradation par du 

glutathion présent dans la cellule induit une forte libération de monoxyde d’azote NO. 

Or si le monoxyde d’azote intervient dans le métabolisme naturel de la cellule à faibles 
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concentrations, une libération d’une quantité importante de NO génère du stress oxy-

datif et induit à terme la mort cellulaire. Ainsi, un léger relargage est bénin pour les 

cellules tandis que l’accumulation dans les cellules cancéreuses présentant une grande 

quantité d’acide sialique à leur surface finit par inhiber la croissance tumorale chez le 

rat et la souris(Figure 26).91  

 

Figure 26 Synthèse de nanoparticules à empreinte d'acide sialique dont la dégradation 

en présence de glutathion permet la libération de NO et l'inhibition de la croissance 

cellulaire. Figure issue de 91.  

IV. Libération contrôlée par hyperthermie magnétique 

Si la libération de la molécule thérapeutique peut être conditionnée par des para-

mètres environnementaux (pH, température, poids moléculaire), il est aussi possible de 

la déclencher via un signal extérieur au patient. Une telle propriété peut par exemple 

être obtenue en introduisant dans le vecteur une composante inorganique réagissant à 

un tel signal. Dans le cadre de ce projet, la composante inorganique est représentée par 

des nanoparticules d’oxyde de fer présentant des propriétés magnétiques particulières. 

L’hyperthermie magnétique est la transformation d’une énergie électromagnétique 

en énergie thermique par des nanoparticules magnétiques suite à l’application d’un 

champ magnétique alternatif, oscillant à haute fréquence. Cette capacité est directe-

ment liée à la nature de ces nanoparticules. 

1. Les nanoparticules magnétiques 

Les oxydes de fer, composés d’atomes de fer et d’oxygène, sont connus pour leurs 

propriétés magnétiques. Ils se divisent en plusieurs catégories en fonction de l’état 

d’oxydation des atomes de fer : les oxydes ferreux FeO (II), les oxydes mixtes de fer, 

comme la magnétite Fe3O4 (II, III) et les oxydes ferriques Fe2O3 (III). La maghémite, 
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qui correspond à la phase gamma de Fe2O3, est ferrimagnétique, c’est-à-dire que les 

moments magnétiques portés par les atomes qui la composent sont orientés de façon 

antiparallèle et n’ont pas tous la même amplitude.143 En pratique, ces moments s’or-

ganisent en domaines magnétiques, appelés domaines de Weiss, dans lesquels les mo-

ments sont orientés suivant un même axe. 

Le passage à des particules de quelques dizaines de nanomètres permet l’obten-

tion d’objets mono-domaines, l’aimantation de la particule peut alors être considérée 

comme un seul moment magnétique « géant » (Figure 27). Une suspension colloïdale 

de ces particules en l’absence de champ magnétique extérieur présente une aimantation 

nulle car l’orientation des moments magnétiques des particules est aléatoire et isotrope 

(l’énergie d’interaction dipolaire est faible devant l’énergie thermique du système) et 

la somme des moments magnétiques des particules est donc nulle. Lorsqu’un champ 

magnétique extérieur est appliqué, le moment magnétique des particules s’oriente pro-

gressivement selon la direction du champ et la suspension présente un moment magné-

tique non nul. On parle alors de superparamagnétisme.  

 

Figure 27 La maghémite est ferrimagnétique. Au sein d'un même domaine, les spins 

sont parallèles. Lorsque la taille des particules est inférieure à la taille du domaine, les 

particules ont un seul moment magnétique "géant". En présence d'un champ magné-

tique, les moments de ces particules s’alignent. Les tailles sont données pour des par-

ticules de maghémite. 

Cependant, le moment magnétique présente en réalité deux orientations stables, 

parallèles et antiparallèles au champ magnétique. Le passage d’un état à l’autre par 

une rotation à 180° de l’aimantation de la particule est conditionné au franchissement 

d’une barrière énergétique et a une probabilité non nulle de se produire. Le temps 

moyen entre deux retournements spontanés de spin, aussi appelé temps de relaxation 

de Néel τN, s’exprime en fonction de τ0 (compris entre 10-10
 et 10-9 s), le temps d’essai, 
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kB la constante de Boltzmann, T la température en Kelvin, K l’anisotropie magnéto-

cristalline d’une particule et V son volume* : 

𝜏𝑁 = 𝜏0𝑒
(

𝐾𝑉
𝑘𝐵𝑇

)
 

A noter que KV peut être interprété comme l’énergie de la barrière associée au 

retournement de l’aimantation. Ainsi, plus l’anisotropie magnétique de la particule 

(liée à son volume et à sa composition) est importante, plus le temps entre deux re-

tournements est important et donc moins cet événement est probable sur le temps de 

la mesure. Sur des temps de mesure supérieurs au temps de relaxation de Néel, le 

moment de la particule alterne entre ses deux états stables et le moment résultant est 

donc nul. Sur des temps de mesure plus courts, on peut observer l’alternance des états 

stables.144 L’anisotropie magnétique, classiquement considérée comme volumique, peut 

également prendre son origine à la surface des particules, comme c’est le cas des parti-

cules de maghémite. Il convient alors de considérer KsS plutôt que KV.145 

Lorsque l’anisotropie magnétique augmente, la rotation du moment magnétique 

est nécessairement associée à la rotation de la particule. En effet le moment magnétique 

devient colinéaire à l’axe principal d’anisotropie de la nanoparticule, appelé axe de 

facile aimantation. La dissipation d’énergie s’effectue donc par une rotation de la par-

ticule et non plus seulement de son moment magnétique, que l’on nomme relaxation 

brownienne.146 Ce temps de relaxation s’écrit lui en fonction de la viscosité η du fluide 

contenant les particules, de leur volume hydrodynamique VH, de la constante de 

Boltzmann kB, et de la température en Kelvin T : 

𝜏𝐵 =
3𝜂𝑉𝐻

𝑘𝐵𝑇
 

En pratique, l’alignement a lieu suivant une combinaison de ces deux mécanismes. 

Pour les particules de petites tailles ou de faible anisotropie la relaxation est en général 

plutôt une relaxation de Néel.147 C’est particulièrement le cas des nanoparticules de 

maghémite utilisées au cours de cette thèse. 

2. Hyperthermie 

La mesure de l’aimantation d’un échantillon en fonction du champ magnétique 

appliqué permet de tracer des courbes d’aimantation. Lorsque les particules sont dans 

un régime superparamagnétique, l’aimantation atteint un plateau au-delà d’une cer-

taine valeur de champ (tous les spins sont alignés avec le champ), on parle d’aimanta-

tion à saturation. Lorsque le champ est continu ou oscille plus lentement que le temps 

                                      
* Avec l’approximation que les particules sont idéales, suffisamment éloignées les unes des autres et ont 

un volume suffisant. 
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de relaxation, il n’y a pas d’aimantation rémanente lorsque celui-ci devient nul (Figure 

28). Il est possible de faire apparaître cette anisotropie en diminuant la température 

en dessous de la température de blocage. Un cycle d’hystérèse peut alors être mis en 

évidence.  

En présence d’un champ magnétique alternatif oscillant à haute fréquence, la pé-

riode des oscillations étant plus faible que le temps de relaxation, le système accumule 

de l’énergie qui est libérée sous forme thermique. Sur les courbes d’aimantation, cela 

se traduit par l’apparition d’un cycle d’hystérésis (Figure 28) dont l’aire est propor-

tionnelle à l’énergie volumique dissipée sous forme de chaleur. 

 

Figure 28 A gauche, courbe d'aimantation de nanoparticules de maghémite réalisée sur 

un magnétomètre à échantillon vibrant. A droite, mesure d’hystérèse dynamique pour 

des nanoparticules de maghémite de 20 nm dans l’eau à 333 kHz.148 

Le pouvoir chauffant de la particule dépend alors de la fréquence et de l’amplitude 

du champ magnétique utilisé ainsi que des propriétés physiques des nanoparticules, 

c’est-à-dire de leur taille et de leur composition. Cette dernière permet de piloter leur 

anisotropie, conduisant alors à une relaxation prépondérante de Néel ou de Brown, 

comme cela a été présenté dans le paragraphe précédent. 

3. Applications 

L’application d’un champ magnétique alternatif de fréquence et d’amplitude adap-

tées, en général quelques centaines de kHz et quelques dizaines de millitesla,143 permet 

un échauffement local jusqu’à plusieurs dizaines de degrés Celsius. Par exemple, 

Múzquiz-Ramos et al. ont obtenu une élévation de température de 17°C avec des par-

ticules de maghémite de 10 nm en appliquant un champ de 12.8 mT oscillant à une 

fréquence de 362 kHz.149 De telles élévations de température sont suffisantes pour pro-

voquer une mort cellulaire. Depuis les expériences de Brezovich en 1988,150 il est géné-

ralement considéré que la tolérance du patient pour ce type de traitement dépend du 

produit champ magnétique par la fréquence. La limite souvent proposée correspond à 

dix fois le critère de Brezovich,151,152 soit 5x109 A.m-1.s-1. Cette limite est cependant 
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encore débattue,152 et nécessite de prendre en compte d’autre critères comme la durée 

et la taille de la zone d’exposition ou encore la gravité de la pathologie. 

Les premières applications de l’hyperthermie magnétique en médecine ont visé à la 

fragilisation ou à l’élimination de cellules tumorales. Les particules NanoTherm®, ainsi 

que l’appareil permettant de générer un champ magnétique alternatif (Figure 29), de 

l’entreprise MagForce AG* ont été évaluées lors d’essais cliniques pour les patients 

atteints de cancer de la prostate. Lors de la phase prospective, l’essai clinique a montré 

la possibilité d’induire localement une élévation de température et à terme une amélio-

ration de l’état clinique des patients.153 Ce système est également en cours d’évaluation 

contre le cancer du pancréas et les glioblastomes aux Etats-Unis et en Allemagne. A 

noter que les doses de fer utilisées sont importantes (de l’ordre de 1g) et que les injec-

tions sont intra-tumorales.  

 

Figure 29 Patient dans un appareil permettant d'appliquer un champ magnétique alter-

natif (MFH300F, MagForce GmbH, Berlin).154 

D’autres applications peuvent néanmoins être envisagées grâce aux propriétés ma-

gnétiques des particules superparamagnétiques. Initialement utilisées en tant qu’agent 

de contraste en imagerie (IRM) à partir de 1996, notamment dans les formulations 

commerciales Feridex®† et Resovist®, elles peuvent être utilisées en tant que vecteur 

pour des applications thérapeutiques. Les particules superparamagnétiques peuvent 

être facilement imagées in vivo, peuvent chauffer sous l’application d’un champ ma-

gnétique alternatif et peuvent être déplacées par un aimant. Ces propriétés ont conduit 

                                      
* Depuis octobre 2022, la société fait face à des problèmes financiers et a été déclarée comme insolvable. 

Cette situation ne semble pas corrélée à des résultats cliniques. 
† Retirées du marché depuis 2009 
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à une grande variété de stratégies thérapeutiques dans le développement de nanovec-

teurs magnétiques.  

a. Accumulation dans les tissus 

Il est possible d’utiliser les propriétés magnétiques d’une suspension de nano-

particules superparamagnétiques pour concentrer une molécule thérapeutique dans une 

zone d’intérêt. Une étude pilote sur le lapin a montré que l’accumulation dans une 

tumeur avec un aimant après injection des particules dans l’artère irriguant la tumeur 

était possible. Les nanoparticules utilisées, fonctionnalisées avec de la mitoxantrone, un 

agent de chimiothérapie apparenté aux anthracyclines, ont permis une réduction de la 

taille des tumeurs ainsi que des vaisseaux sanguins les irriguant.155  

Des approches similaires ont été menées en combinant des nanoparticules ma-

gnétiques avec des polymères à empreinte moléculaire. Ainsi, Asadi et al ont développé 

un polymère magnétique à empreinte d’olanzapine à base de fructose.156 Un aimant a 

permis l’accumulation des nanoparticules dans le cerveau et la dégradation du fructose 

dans celui-ci a permis la libération de l’olanzapine (Figure 30). L’utilisation d’em-

preintes moléculaires permet ici d’éviter un relargage prématuré de la molécule. La 

même équipe a également développé un polymère magnétique à base d’acide tanique 

contenant une molécule anticancéreuse, le 5-fluorouracile, et ont utilisé un aimant pour 

induite une accumulation des particules dans le foie.157 

 

Figure 30 Synthèse de polymères magnétiques encapsulant de l’olanzapine et accumu-

lation magnétique dans le cerveau de souris. Figure issue de 156. 

Pour ce type d’applications, un champ magnétique puissant doit être employé, 

un flux sanguin important pouvant limiter l’accumulation magnétique.158 
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b. Libération de molécules thérapeutiques par hyperthermie 

La combinaison du pouvoir chauffant de nanoparticules superparamagnétiques avec 

un vecteur thermosensible permet le contrôle de la libération de molécules thérapeu-

tiques. Purushotham et al. ont choisi de combiner des nanoparticules de maghémite 

avec du polyNIPAM et de charger ces particules hybrides avec de la doxorubicine.159 

L’application d’un champ magnétique alternatif a permis un relargage contrôlé de la 

molécule thérapeutique. Une approche similaire a également été employée par Zhang 

et al.160 Il est également possible d’utiliser un liposome thermosensible pour obtenir une 

libération contrôlée de molécule thérapeutique sous champ magnétique alternatif.161  

Cependant, l’utilisation d’un polymère thermosensible n’est pas obligatoire. En ef-

fet, l’élévation de température sous champ magnétique alternatif peut permettre d’aug-

menter la diffusion des molécules au sein de la matrice de polymère et de rompre des 

liaisons faibles entre la molécule et le polymère. Ainsi, plusieurs systèmes permettant 

le relargage contrôlé de doxorubicine sous champ magnétique alternatif ont été déve-

loppés au laboratoire162,163 et par d’autres équipes.164 Ces matériaux ont été développés 

à partir de polymères non-thermosensibles à base d’acrylamide ou d’acide méthacry-

lique et l’application d’un champ magnétique alternatif permet une libération active 

de la doxorubicine.  

Il a notamment été montré que l’application d’un champ magnétique alternatif 

335kHz à 9mT, générant un échauffement macroscopique permettant d’atteindre une 

température de 37°C, induisait une libération plus importante de doxorubicine que le 

passage de l’échantillon dans un bain à 37°C (Figure 31).  

 

Figure 31 Libération de doxorubicine à 37°C, avec et sans champ magnétique alternatif. 

La doxorubicine a été intégrée au polymère en utilisant la technique des polymères à 

empreinte moléculaire. Le champ magnétique alternatif a été appliqué à 335kHz à 9mT. 

Figure issue de 162. 
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c. Dégradation de protéines  

L’échauffement induit par des nanoparticules magnétiques en présence d’un 

champ magnétique alternatif peut également être utilisé pour dégrader des composés 

cellulaires et notamment des composés sensibles aux élévations de température comme 

les protéines. Lors de sa thèse au laboratoire PHENIX (2016-2019), Charlotte Boitard 

a développé des polymères magnétiques à empreintes de GFP (Green Fluorescent Pro-

tein) capable d’adsorber spécifiquement et de façon stable cette protéine et a pu obser-

ver la dégradation de la protéine après application d’un champ magnétique alternatif 

via la perte de sa fluorescence.165 Dans un second temps, elle a pu observer la capacité 

de ces matériaux à se fixer sur des cellules modifiées pour exprimer de la GFP mem-

branaire et la perte de fluorescence après application d’un champ magnétique alternatif 

en présence de polymères magnétiques à empreintes de GFP.166 

V. Des polymères à empreintes de protéines magné-

tiques : ciblage de tumeurs mammaires agressives 

1. Des polymères à empreintes de CD36 

L’arrivée sur le marché des anticorps conjugués avec une molécule thérapeutique 

illustre la nécessité de trouver de nouvelles thérapies ciblées permettant de traiter effi-

cacement et avec moins d’effets secondaires les tumeurs mammaires et en particulier 

les TNBC.  

La protéine CD36, surexprimée à la surface de certaines cellules tumorales mam-

maires, est une bonne cible thérapeutique. En effet sa surexpression est un marqueur 

d’agressivité associé à une augmentation du potentiel métastatique de la tumeur et à 

d’éventuelles résistances aux traitements conventionnels. 

Les polymères à empreintes de protéines sont présentés dans la littérature comme 

une alternative aux anticorps. Dans l’optique de réaliser des nanoparticules de poly-

mère capables de cibler spécifiquement la protéine CD36, l’utilisation d’épitopes est 

une alternative plus économique et présentant moins de contraintes au niveau de la 

synthèse des polymères. Plusieurs portions de la protéine ont été identifiées pour être 

évaluées. La portion correspondant aux acides aminés 93 à 110 

(YRVRFLAKENVTQDAEDNC, se trouve dans le domaine CLESH et est vraisembla-

blement facilement accessible. La portion 139-155 (CNLAVAASHIYQNQFVQ) est si-

tuée au fond de la cavité permettant l’internalisation des acides gras, elle est la cible 

d’un anticorps commercial dirigé contre CD36. Les portions 155-172 

(CQMILNSLINKSKSSMFQV) et 248-265 (CGTDAASFPPFVEKSQVLQ) ont 
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également été évaluées (Figure 32). Leur position sur une représentation schématique 

de la protéine CD36 peut être observée Figure 6 à la page 22. 

 

Figure 32 Présentation des quatre épitopes utilisés. 

Enfin, une fois l’efficacité d’une méthode de synthèse démontrée, il suffira de rem-

placer l’epitope de CD36 par fragment d’une autre protéine pour pouvoir atteindre 

d’autres cibles. Le passage d’une cible à l’autre est donc sensiblement plus simple que 

dans le cas d’anticorps conjugués, pour lesquels le développement repart quasiment de 

zéro pour tout changement de cible thérapeutique.  

Sauf mention contraire, les nanoparticules de polymères de ce manuscrit sont réali-

sées à partir d’acrylamide (AM) et de N,N'-méthylènebisacrylamide (BIS) et peuvent 

être rendues fluorescentes via l’ajout d’un monomère fluorescent, l’acryloxyethylthio-

carbamoyl rhodamine B (ArtRhod) (Figure 33) 

 

Figure 33 L’acrylamide (AM), le N,N'-méthylènebisacrylamide (BIS) et l’acry-

loxyethylthiocarbamoyl rhodamine B (ArtRhod). 
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2. Relargage contrôlé par hyperthermie 

La réalisation d’un vecteur thérapeutique efficace passe aussi par le contrôle de la 

libération de la molécule thérapeutique. Nous avons vu précédemment que de nom-

breuses méthodes étaient possibles pour obtenir ce contrôle. Le système étudié ici sera 

basé sur l’incorporation de nanoparticules de maghémite ainsi que de molécules théra-

peutiques au sein d’un polymère à empreinte de CD36. Cette option devrait permettre, 

après ciblage via les empreintes de CD36, une libération contrôlée de molécules théra-

peutiques dans la tumeur conditionnée à l’application d’un champ magnétique alter-

natif. Le schéma de principe des nanomatériaux développés est présenté dans la Figure 

34. 

 

Figure 34 Schéma de principe des nanomatériaux. 

  

Enfin, les matériaux devront répondre à un cahier des charges précis permettant 

leur utilisation à des fins thérapeutiques : 

• Innocuité 

• Taille inférieure à 200 nm  

• Ciblage efficace et spécifique   

• Chauffage après application d’un champ magnétique alternatif 

• Stabilité colloïdale  

• Dégradation et élimination efficace et non toxique 

Chacun de ces paramètres est essentiel pour une éventuelle utilisation clinique, les 

matériaux synthétisés seront donc évalués selon ces critères. 
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Ce chapitre porte sur la synthèse de nanoparticules de polyacrylamide non-magné-

tiques. L’objectif est de déterminer une voie de synthèse de nanoparticules de polymère 

stables, fluorescentes et non cytotoxiques, qui soit reproductible. En vue de l’intégra-

tion des particules magnétiques, plusieurs systèmes d’amorçage ont été évalués. Des 

études préliminaires ont été réalisées sur ces matériaux afin d’évaluer leur capacité à 

cibler la protéine CD36 et leur innocuité.  

I. Nanoparticules de polymère par photopolymérisa-

tion via le DCAA 

1. Principe  

Les polymères à empreintes moléculaires sont en général synthétisés par une mé-

thode de polymérisation en chaîne. Dans une polymérisation en chaîne, par opposition 

à une polymérisation par étape, où tous les monomères peuvent réagir entre eux, les 

monomères ne peuvent réagir qu’avec un centre actif, à l’extrémité d’une chaîne en 

croissance. Selon la nature du centre actif, la polymérisation en chaîne peut alors être 

radicalaire, cationique, anionique, par coordination ou par ouverture de cycle. Cette 

méthode repose sur la formation de centres actifs (amorçage), sur la croissance d’une 

chaîne formée par des monomères à partir du centre actif (propagation), sur l’éventuel 

transfert du centre actif sur d’autres chaînes et sur l’arrêt de la croissance de la chaîne 

à la rencontre de deux centres actifs (terminaison). Il existe plusieurs types d’amorceurs 

radicalaires : 

• Les amorceurs thermiques comme les peroxydes organiques ou les composés 

azoïques. La rupture homolytique d’une liaison sous l’effet de la chaleur per-

met la formation de radicaux. 

• Les amorceurs redox pour lesquels une réaction redox génère des radicaux. 

• Les amorceurs photochimiques : sous l’effet d’une irradiation, la molécule se 

fragmente et génère des radicaux. 

Un amorçage photochimique à plusieurs avantages pour la synthèse de polymères à 

empreintes de protéines : il peut avoir lieu à température ambiante et il est contrôlé 

spatialement et temporellement via l’activation de l’irradiation.  

Les méthodes de polymérisation en chaîne traditionnelles produisent en général des 

chaînes de polymère hétérogènes. Plusieurs méthodes ont donc été développées afin de 

mieux contrôler la polymérisation. Ces méthodes ont en commun la présence d’un équi-

libre entre deux types de chaînes en croissance : actives et dormantes. Les premières 

ont un centre actif à leur extrémité et peuvent donc recruter des monomères tandis que 

les secondes sont temporairement inactives. Deux modes de polymérisation contrôlée 
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sont possibles : la chimie covalente reversible, pour laquelle l’espèce dormante se scinde 

en deux espèces actives (c’est le cas de ATRP et de la NMP*) ou la chimie covalente 

dynamique, pour laquelle l’espèce active réagit avec une espèce dormante et inverse 

leur rôle, c’est notamment le cas de la polymérisation RAFT, pour Reversible Addition 

Fragmentation Transfer, développée par Rizzardo, Moad, et Thang en 1998.167 

Un agent dit iniferter agit à la fois en tant qu’initiateur, agent de transfert et agent 

de terminaison. Comme pour une polymérisation RAFT, les monomères s’insèrent dans 

l’agent iniferter et on retrouve aux extrémités des chaînes formées des fragments de 

l’agent.  

L’objectif étant à terme de fonctionnaliser des nanoparticules magnétiques avec une 

couche de polymère, un agent iniferter photopolymerisable, hydrosoluble et pouvant 

facilement être adsorbé sur des nanoparticules magnétiques est donc une voie intéres-

sante. La synthèse de l’agent utilisé dans cette partie, le DCAA (2-(N,N-diethyldithio-

carbamyl)acetic acid) a été réalisée par Carlo Gonzato (UMR 7025, UTC) d’après un 

protocole de Sunayama et al.168 à partir diethyldithiocarbamate trihydrate de sodium 

et de chloroacetate de sodium (Figure 35). 

 

Figure 35 Voie de synthèse du 2-(N,N-diethyldithiocarbamyl)acetic acid. 

Pour la synthèse de polymères à empreintes moléculaires, il est possible, quelle que 

soit la méthode de polymérisation, de réaliser un « bloc » de polymère à empreinte et 

de le broyer pour obtenir des nanoparticules, mais cette technique produit des parti-

cules très polydisperses et inhomogènes en termes de répartition d’empreintes. On pré-

fère donc la synthèse directe de nanoparticules. Une méthode simple permettant d’évi-

ter l’ajout de molécules supplémentaires comme des tensioactifs est de travailler avec 

des solutions diluées de monomère. Cette dilution permet de diminuer la probabilité de 

rencontre entre monomères et site actif et donc de se limiter à des particules de petite 

taille. 

Des expériences préliminaires indiquaient plusieurs tendances : plus la solution est 

concentrée en monomères, ici l’acrylamide(AM) et le N,N’-méthylènebis(acrylamide) 

(BIS), plus la polymérisation est rapide et conduit à de grosses particules, voire à du 

                                      
* ATRP : Polymérisation radicalaire par transfert d’atome, NMP : nitroxide mediated polymerisation 
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gel, et plus la concentration en monomère fluorescent est importante moins la synthèse 

est reproductible. Ces paramètres ont donc été étudiés de façon plus approfondie. 

2. Etude des paramètres expérimentaux  

a. Influence de la concentration en monomère fluorescent  

Afin d’étudier l’influence de la concentration en monomère fluorescent sur le 

rendement, quatre synthèses ont été réalisées en parallèle avec pour base une même 

solution de monomères et différentes concentrations en acryloxyethylthiocarbamoyl 

rhodamine B (668 g/mol, abrégé ArtRhod, présentée Figure 33) : 0, 0.85, 2.8 et 8.5 

µg/mL.  

Pendant les 5h de photopolymérisation, la taille des particules est mesurée à 

intervalles réguliers en modélisant la fonction de corrélation obtenue sur l’appareil 

Vasco kin Size analyser. L’évolution de cette fonction permet de constater que les 

particules commencent à être détectées à partir de 90 minutes et que leur taille continue 

d’augmenter jusqu’à l’arrêt de la polymérisation (Figure 36). La fonction de corrélation 

se décale vers des temps plus longs. Pour plus d’informations sur cette méthode de 

mesure et sa pertinence, le lecteur est invité à se référer à l’Annexe « Mesures de 

taille par DLS » à la page 165. 

 

Figure 36 Evolution de la fonction de corrélation lors d'une synthèse en l'absence de 

monomère fluorescent, sous irradiation UV à 365 nm. La fonction de corrélation com-

mence à prendre forme à partir de 90min et se décale progressivement vers les temps 

longs indiquant une augmentation du diamètre hydrodynamique des particules. 
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Figure 37 Evolution de la taille des nanoparticules, en l’absence de monomère fluores-

cent, au cours de la polymérisation. Modélisé à partir des fonctions de corrélation et 

représenté en Intensité (%). 

Cette méthode de suivi peut donc fournir une indication de la cinétique de la 

formation des nanoparticules de polymère et permet de donner une estimation de la 

taille des nanoparticules au cours du temps (Figure 37). Pour le flacon contenant la 

plus grande quantité d’ArtRhod, 0.28µmol soit une concentration de 8.5 µg/mL, aucune 

mesure de taille n’a été permise, la fonction de corrélation mesurée par l’appareil res-

tant trop bruitée. La présence de monomère fluorescent dans le mélange réactionnel 

semble affecter la cinétique de croissance des nanoparticules comme illustré dans la 

Figure 38. Les mesures de diamètre hydrodynamique n’ayant pas pu être réalisé pour 

l’échantillon contenant 8.5 µg/mL d’ArtRhod, celui-ci n’est pas présent sur la Figure 

38. Plus la quantité d’ArtRhod est importante, plus la polymérisation est lente et les 

particules formées de petite taille. 
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Figure 38 Evolution de la taille des nanoparticules de polyacrylamide en fonction de la 

concentration en monomère fluorescent. Pour chaque point temporel, six mesures ont 

été réalisées sur un même échantillon sur une acquisition de 2 minutes et la fonction 

de corrélation a été modélisé pour obtenir une estimation du diamètre hydrodynamique 

moyen.  

A l’issue de la polymérisation, l’échantillon est purifié par dialyse et une masse 

connue est séchée pour déterminer le rendement. Celui-ci est tracé en fonction de la 

concentration massique en monomère rhodamine utilisée (Figure 39).  

 

Figure 39 Influence de la concentration en monomère fluorescent sur le rendement de 

la synthèse. Plus la concentration en ArtRhod est importante, plus la quantité de po-

lymère formée est faible. 
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Plus la concentration en ArtRhod est importante, plus la quantité de polymère 

formée est faible. Au vu de ces résultats, il est possible qu’une quantité trop importante 

de monomère rhodamine B affecte la polymérisation. En effet, comme illustré par la 

Figure 40, le monomère rhodamine B absorbe légèrement les UV, en particulier autour 

de 365 nm. Il est donc possible qu’une partie du rayonnement UV soit absorbé par 

l’ArtRhod, conduisant à une diminution du nombre de sites actifs.  

 

Figure 40 Absorbance d'une solution de monomère Rhodamine B à 5 µg/mL. 

L’analyse en spectroscopie FTIR des échantillons avec et sans monomère Rho-

damine B (Figure 41) présente des similarités avec d’autres spectres FTIR de 

poly(acrylamide) présents dans la littérature.169,170 On retrouve en particulier des 

bandes caractéristiques* des élongations des liaisons N-H, C-H et C=O, respectivement, 

de 3400 à 3500 cm-1, de 2840 à 3000 cm-1 et à 1690 cm-1. La seule différence visible 

entre les spectres se situe vers 950 cm-1, et est difficilement attribuable avec certitude. 

Il s’agit peut-être de la vibration d’élongation de la liaison C=S du monomère rhoda-

mine B. 

                                      
* La double bande autour de 2350 cm-1 est due à un défaut sur la purge de l’appareil et correspond au 

CO2 de l’air. 
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Figure 41 Spectre FTIR sans monomère fluorescent (haut) et avec 0.85 µg/mL (bas). 

*Attribué avec 171. 

b. Influence de la concentration en monomères  

Afin de vérifier l’hypothèse que l’augmentation de la concentration en mono-

mères induit une augmentation de la taille des nanoparticules et du rendement, une 

série d’expériences a été réalisée. L’impact de la concentration en monomères est évalué 

en l’absence de monomère fluorescent, étant établi que sa concentration influence la 

polymérisation. Les ratios [monomères : amorceur] et [monomère : réticulant] sont 

maintenus constants : seul le volume total varie, les échantillons sont donc nommés 

« Concentré » et « Dilué » dans cette partie et correspondent à des concentrations en 

monomère (total) de 0.3 M et 0.16 M, respectivement. Deux synthèses sont donc réali-

sées en parallèle à partir d’une même solution mère. L’aspect des échantillons après 5h 

de polymérisation est présenté dans la Figure 42. 

 

Figure 42 Echantillons après 5h de polymérisation : 21 est l’échantillon concentré et 

22 l’échantillon dilué. 
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 Moins de 30 minutes après le début de la polymérisation, l’échantillon concentré 

est déjà trouble ce qui indique la présence précoce d’une quantité importante de poly-

mère, contrairement à la solution diluée qui reste limpide. Le suivi cinétique à l’aide 

de l’appareil de DLS in situ Vasko Kin confirme que plus la solution de monomères est 

concentrée plus la réaction est rapide (Figure 43) et plus la taille des particules est 

importante.  

 

Figure 43 Comparaison de l'évolution temporelle de la fonction de corrélation en cours 

de synthèse en fonction de la concentration en monomères (26.5 mg/mL à gauche et 

14.1 mg/mL à droite) 

Plus la solution est concentrée en monomères, plus la polymérisation est rapide 

et les particules synthétisées sont grosses (Figure 44). La concentration en polymère 

après purification par dialyse confirme également ces premières observations : pour 

l’échantillon « concentré » on retrouve une masse sèche de polymère de 17.8 mg/mL 

(soit un rendement de 67 %) tandis que pour l’échantillon « dilué » on trouve une 

concentration de 1.2 mg/mL (soit un rendement de 8.2 %).  
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Figure 44 Evolution de la taille des particules en fonction du temps et de la concentra-

tion en monomères*.  

3. Interaction avec des cellules cancéreuses du sein  

a. Cytotoxicité 

Parmi les échantillons synthétisés, un échantillon composé de nanoparticules 

stables, fluorescentes et de taille inférieure à 100nm a été sélectionné pour évaluer la 

cytotoxicité des nanoparticules de polyacrylamide sur deux lignées cellulaires tumorales 

mammaires. Comme précédemment, il a été synthétisé à partir de d’AM, de BIS, de 

DCAA et d’une quantité d’ArtRhod permettant la synthèse de nanoparticules fluores-

centes. L’aspect de l’échantillon ainsi que la distribution en taille des particules après 

dialyse est présentée Figure 45. 

                                      
* En raison de la turbidité de la solution, l’estimation de la taille des nanoparticules est moins fiable. 

Non représentée ici en raison d’un nombre faible de mesures, les incertitudes sur les mesures de taille 

sont cependant assez importantes. La mesure ne sert donc ici qu’à relever une tendance, déjà exprimée 

de façon plus fiable mais moins parlante à travers l’évolution des fonctions de corrélation. 
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Figure 45 Aspect de l'échantillon et taille mesurée par DLS. Les particules sont de 

petites tailles avec une faible polydispersité (PDI = 0.201). 

Afin d’assurer la stérilité de l’échantillon en vue de l’évaluation de la cytotoxi-

cité du matériau, celui-ci est placé dans une membrane de dialyse et placé une nuit 

dans une solution de méthanol et d’acide acétique (avec un ratio volumique de 9:1) 

puis dans de l’eau distillée. Le contenu de la membrane est alors stérile car la taille des 

pores ne permet pas l’entrée des microorganismes. La membrane est ensuite ouverte 

sous une hotte a flux laminaire avec des précautions permettant de maintenir la stérilité 

de l’échantillon. L’absence de contamination est vérifiée en plaçant un peu d’échantil-

lon dans une boite de Pétri avec du milieu de culture dans un incubateur à 37°C pen-

dant 72h.  

 Pour évaluer la toxicité de nanoparticules de polyacrylamide, celles-ci ont été 

incubées avec des cellules cancéreuses mammaires SUM159 et MCF-7. La cytotoxicité 

est ensuite évaluée au bout de 24h, 48h et 72h à l’aide d’un kit Celltiter-Glo®, réactif 

permettant d’évaluer l’activité métabolique des cellules par mesure de la quantité 

d’ATP intracellulaire par bioluminescence. Cette mesure est ensuite rapportée à celle 

des cellules non traitées pour obtenir un pourcentage de viabilité. On parle de cytotoxi-

cité en dessous de 80% de viabilité cellulaire.  

D’après les résultats sur les cellules MCF-7 (Figure 46) et SUM159 (Figure 

47), les nanoparticules de polyacrylamide non-imprimées ne sont pas cytotoxiques. On 

observe une légère baisse de viabilité au-delà de 500 µg/mL à partir de 48h d’exposition. 

Il s’agit néanmoins de doses assez importantes, à titre de comparaison, les polymères à 

empreintes de protéines sont en général utilisés à des doses inférieures à 100 µg/mL 

lors de l’évaluation du ciblage cellulaire.   
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Figure 46 Viabilité des cellules MCF-7 après 24h, 48h et 72h de traitement avec des 

nanoparticules de polyacrylamide. 

 

Figure 47 Viabilité des cellules SUM159 après 24h, 48h et 72h de traitement avec des 

nanoparticules de polyacrylamide 

b. Ciblage de la protéine CD36 

Afin d’évaluer la capacité à cibler des cellules cancéreuses mammaires via leur 

surexpression de la protéine CD36, plusieurs synthèses ont été réalisées en intégrant 

différents peptides dont les séquences sont présentes dans la protéine CD36. Celles-ci 

seront abrégées par les numéros des acides aminés dans la protéine : 93-110 pour 

YRVRFLAKENVTQDAEDNC, 139-155 pour CNLAVAASHIYQNQFVQ, 155-172 

CQMILNSLINKSKSSMFQV et 248-265 pour CGTDAASFPPFVEKSQVLQ. Leur lo-

calisation sur une représentation simplifiée de la protéine est présentée Figure 48. 

 

Figure 48 Représentation de la protéine CD36 et position des différents épitopes utili-

sés. 
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La synthèse est identique à celle utilisée précédemment pour l’évaluation de la 

cytotoxicité à l’exception de l’ajout de 300 µg de peptide (300 µL d’une solution à 

1mg/mL dans du tampon phosphate à pH 7.4) ou de 300µL de tampon phosphate à 

pH 7.4 pour l’échantillon non imprimé noté NIP). Un échantillon a également été réalisé 

à partir de 600 µg du peptide 93-110, noté 93-110 (2). Avant amorçage de la polyméri-

sation, les monomères et le peptide sont mélangés pendant 2h sur un agitateur orbita-

laire (240 rpm) pour permettre la formation de complexes de pré-polymérisation. Après 

la polymérisation, des bains de dialyse Eau/Méthanol/acide acétique puis d’eau distil-

lée permettent d’éliminer les peptides et de former les empreintes.  

Malgré le faible contraste entre le film de carbone des grilles et le polymère, il 

est possible d’observer la morphologie des particules formées par microscopie électro-

nique à transmission (Figure 49). Dans le cas de l’échantillon MIP 93-110, on observe 

notamment des particules sphériques de diamètre compris entre 20 et 45 nm. 

 

Figure 49 Image de microscopie électronique en transmission du MIP 93-110. Les 

particules sont sphériques et de taille homogène comprise entre 20 et 45nm.  

Les particules formées sont de petite taille (< 100 nm) et fluorescentes (Figure 

50). Bien que non strictement identiques, les échantillons sont suffisamment similaires 

pour être comparés entre eux en termes de ciblage cellulaire (Tableau 6).  
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Figure 50 A gauche, taille mesurée par DLS. A droite, mesure de fluorescence des 

particules avec une longueur d'onde d'excitation de 545nm de solutions à 10%v/v des 

échantillons réalisés à partir de différents épitopes. Ces mesures sont cohérentes avec 

la concentration massique des différents échantillons.  

Tableau 6 Propriétés des échantillons synthétisés. 

Echantillon NIP 
MIP 

93-110 

MIP  

139-155 

MIP  

155-172 

MIP 

248-255 

MIP  

93-110 (2) 

Concentration 

(mg/mL) 
2.24 2.31 3.35 3.61 3.15 2.1 

Taille 

Z average (nm) 
32 nm 37 nm 55 nm 40 nm 60 nm ND 

Afin d’évaluer la qualité des empreintes formées dans des polymères à em-

preintes moléculaires, on réalise habituellement des isothermes d’adsorption visant à 

évaluer la quantité maximale de peptide pouvant être réadsorbée après incubation. 

Deux problèmes majeurs se posent néanmoins pour cette série d’échantillons : les pep-

tides n’ont pas assez de cycles aromatiques pour être détectés par absorbance dans 

l’UV et les matériaux ne peuvent pas être collectés par centrifugation (trop petits et 

densité trop proche de l’eau). C’est donc directement leur capacité à cibler des cellules 

surexprimant la protéine CD36 qui a été évaluée sur 4 lignées cellulaires présentant 

différents niveaux d’expression de la protéine. Pour obtenir des lignées présentant une 

forte expression de CD36 de façon stable, des cellules SUM159 et MCF-7 ont été trans-

fectées avec un plasmide codant pour la protéine CD36. Après sélection, des clones 

présentant une forte expression de la protéine CD36 ont été obtenus et seront notés 
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SUM159 CL1 et MCF-7 CL6. Les cellules non modifiées sont notées SUM159 WT et 

MCF-7 WT.  

Pour chaque lignée, on compare, comme présenté Figure 51, le marquage avec 

un anticorps antiCD36-APC sur des lignées cellulaires présentant des niveaux d’ex-

pression de la protéine CD36 différents (Figure 51, b et e) avec le marquage par un 

polymère à empreinte de CD36 fluorescent (Figure 51, f et c, pour le MIP 139-155). 

Le marquage est visible dans les cadrans supérieurs droits représentant un niveau de 

fluorescence supérieur à celui de l’auto-fluorescence des cellules dans ce canal mesuré 

sur des cellules non marquées. L’incubation a été réalisée à 4°C afin de limiter un 

marquage non-spécifique dû à des phénomènes d’endocytose. 

 

Figure 51 a) et d), représentation des cellules MCF-7 WT et CL6 en fonction de leur 

taille (FSC-A) et de leur granulosité (SSC-A). b) et e), marquage des cellules MFC-7 

WT et CL6 par un anticorps antiCD36 fluorescent, c) et f) marquage des cellules MFC-

7 WT et CL6 par une solution à 200 µg/mL de MIP 139-155. 500 000 cellules ont été 

incubées en suspension dans une solution de PBS contenant 1% de sérum de veau fœtal 

ainsi que 40 µg de polymère ou 7 ng d’un anticorps antiCD36 fluorescent pendant une 

heure à 4°C.  

 Les résultats de ciblage sont résumés Figure 52 pour plus de lisibilité. En par-

ticulier, ils ne semblent pas indiquer de ciblage spécifique des cellules surexprimant la 

protéine CD36. En effet, le marquage avec un anticorps antiCD36 fluorescent indique 

que les cellules SUM159 CL1 et les cellules MCF-7 CL6 expriment la protéine à 97 et 

86% respectivement, tandis que les cellules MCF-7 WT n’expriment pas du tout la 
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protéine. Or, aucun marquage avec un polymère imprimé ne correspond à ces profils. 

Seul le MIP 139-155 marque de façon significative les cellules mais cela indépendam-

ment du niveau d’expression de la protéine à la surface des cellules.  

 

Figure 52 Pourcentage* de cellules marquées en fonction de la lignée cellulaire et du 

matériau utilisé. Aucun échantillon ne semble cibler spécifiquement les cellules surex-

primant la protéine CD36. NM : cellules non marquées, NIP : polymère non imprimé.  

 D’autres conditions expérimentales ont été explorées, telles que des concentra-

tions allant de 40 µg/mL à 500 µg/mL, une incubation à température ambiante au lieu 

de 4°C ou encore une incubation sur des cellules adhérant à une plaque. Aucune de ces 

conditions n’a présenté de résultats concordant avec l’expression de CD36 ce qui in-

dique un manque de spécificité du ciblage.   

4. Conclusion 

La polymérisation de solutions de monomères composées d’acrylamide et de N,N'-

Methylenebisacrylamide dans des conditions diluées permet l’obtention de nanoparti-

cules de polyacrylamide de petite taille (< 100 nm), stables, pouvant être rendues 

fluorescentes par ajout d’une quantité adaptée d’acryloxyethylthiocarbamoyl rhoda-

mine B. Dans ces conditions, les particules synthétisées sont non cytotoxiques. Ces 

                                      
* Moyenne sur deux points d’une même expérience. Il n’y a pas de barres d’erreur car même si ces 

résultats ont été confirmées par d’autres mesures, celles-ci ont été réalisées dans des conditions légère-

ment différentes et n’ont dont pas été utilisées pour consolider ces résultats. 
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synthèses présentent néanmoins des problèmes de reproductibilité, mis en évidence en 

Annexe « Reproductibilité des synthèses amorcées par le DCAA ».  

 Cependant, outre des problèmes de reproductibilité et de fiabilité de la synthèse, 

celle-ci n’a pas permis la production de nanoparticules capables de cibler spécifiquement 

les cellules surexprimant la protéine CD36. Plusieurs explications sont possibles :  

• Les peptides choisis ne correspondent pas à des régions facilement accessibles 

de la protéine CD36 

• Les monomères choisis ne permettent pas de réaliser suffisamment d’interac-

tions faibles avec les peptides pour réaliser des empreintes suffisamment spé-

cifiques 

• Les particules étant de petite taille, la fluorescence par particule est trop 

faible pour obtenir une détection optimale du ciblage par cytométrie en flux. 

II. Photopolymérisation de type II  

1. Principe  

Selon le mécanisme de génération des radicaux, les photoamorceurs sont classés 

entre types I et II. Lors de l'irradiation, les photoamorceurs de type I subissent un 

clivage, alors que le photo-amorçage de type II permet le transfert d'un atome d’hy-

drogène entre une molécule donneuse et un photosensibilisateur dans son état d'excita-

tion triplet pour former des radicaux qui amorcent la polymérisation. Une large gamme 

de longueurs d’onde (de 300 nm à 1000 nm) peut être utilisée pour l’excitation du 

photosensibilisateur. L'utilisation du photo-amorçage pour la synthèse de polymères 

bénéficie des caractéristiques inhérentes de la photopolymérisation telles que le contrôle 

spatial et temporel par simple allumage et extinction de la source lumineuse. De plus, 

les photopolymérisations nécessitent moins d'énergie par rapport aux polymérisations 

initiés thermiquement puisqu'elles peuvent être réalisées à température ambiante. La 

photopolymérisation de type II a déjà été utilisée pour la synthèse d'hydrogels à l'aide 

d'un photoamorceur monocomposant (un thioxanthone fonctionnalisé avec un acide 

carboxylique).172 Ultérieurement, l’utilisation d’un donneur d'hydrogène présentant 

une fonction acétylène dans un système de photoamorçage de type II a permis la fonc-

tionnalisation in situ des particules, permettant leur modification par la réaction de 

cycloaddition alcyne-azoture catalysée par le cuivre(I).173 

Le système présenté dans cette partie a été développé pour pallier aux difficultés 

liées à l’intégration du monomère fluorescent Rhodamine ainsi qu’aux problèmes de 

reproductibilité liés à l’utilisation du DCAA. Le photoamorçage de type II est utilisé 

pour la synthèse d'hydrogel en remplaçant l’initiateur par un système d'initiation bimo-

léculaire Rhodamine B-Benzophénone en tant que donneur d'hydrogène et 
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photosensibilisateur, respectivement. Le mécanisme supposé de cette réaction est 

qu’après irradiation à 365 nm, la benzophénone (BP) est excitée à son état triplet, et 

récupère un hydrogène en alpha de l’amine tertiaire de la Rhodamine B (RhB) (Figure 

53). Cela génère des radicaux au voisinage de l'amine tertiaire qui permettent d’amor-

cer la polymérisation (Figure 54). La Rhodamine B est ainsi liée de manière covalente 

au réseau de polymère. Cette étude a fait l’objet d’une publication.174  

 

Figure 53 Rhodamine B. 

Une étude préliminaire réalisée précédemment a montré qu’il était possible de 

former des gels en utilisant cette méthode de polymérisation. Il a donc ensuite fallu 

déterminer si cette méthode était adaptée à la synthèse de nanoparticules de polymère 

fluorescentes en utilisant des solutions de monomères dilués comme dans la partie pré-

cédente. 

Lors de la synthèse d’hydrogel, la concentration en monomères est fixée à 0.578 

mM avec un ratio (Monomère : BP : RhB) de (100 : 3 : 0.5) et la polymérisation dure 

24h. Pour appliquer cette méthode à la synthèse de nanoparticules, nous avons conservé 

le ratio molaire (Benzophenone : Rhodamine B) de (6:1) en gardant des concentrations 

en monomères proches de celles utilisées en I (0.2mM au total). En conservant ce ratio, 

4 synthèses avec des quantités molaires de rhodamine B (M=479,01 g/mol) différentes : 

0,43 µmol, 0.86 µmol, 1.73 µmol et 3.46 µmol ont été réalisées. Ces échantillons seront 

appelés en fonction de leur ratio molaire [monomère : Rhodamine B], soit respective-

ment : [100 : 0.075], [100 : 0.15], [100 : 0.3] et [100 : 0.6]. 

2. Caractérisation  

Figure 54 Principe de la synthèse d'hydrogel par photopolymerisation de type II. A 

droite, hydrogels réalisés avec cette méthode, séchés(a), réhydratés (b) et qui fluorescent 

sous lampe UV(c)  
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Après 6h d’irradiation UV à 365nm, seul l’échantillon réalisé avec 3.46 µmol de 

Rhodamine B est trouble et présente des particules détectables par mesure de DLS in 

situ. Comme la taille des particules est proche de 200nm pour cet échantillon, la poly-

mérisation est arrêtée. Pour les autres échantillons, restant limpides et ne montrant 

pas de particules lors de mesure de DLS, la polymérisation est poursuivie jusqu’un 

temps total de 24h. Après 24h de polymérisation, seul l’échantillon synthétisé avec 

1.73µmol de Rhodamine B est trouble et présente du polymère, sous forme de particules 

de grande taille. Dès l’arrêt de la polymérisation, les échantillons sont dialysés, dans 

un mélange eau/éthanol (50/50), pour faciliter l’élimination de la benzophénone puis 

dans l’eau (Figure 55).  

 

Figure 55 Photographie des échantillons [100 :0.3] (gauche) et [100 :0.6] (droite) après 

dialyse, les échantillons sont troubles mais stables. 

Avec un ratio [Monomères : Benzophénone] de [100 :0.3], on obtient de grosses 

particules avec deux populations : une vers 200nm et une vers 1000nm. Les particules 

sont probablement instables et hétérogènes, les réplicats de mesure n’étant pas iden-

tiques (Figure 56).  

 

Figure 56 Mesure du diamètre hydrodynamique de l'échantillon [100:0.3]. A gauche, la 

première mesure permet de constater la polydispersité de l’échantillon. A droite, la 

comparaison de 3 mesures successives illustre l’hétérogénéité voire l’instabilité col-

loïdale au cours du temps de l’échantillon.   
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Avec un ratio de [100 : 0.6], on obtient une distribution monodisperse de parti-

cules, centrée sur 200nm. Ces particules sont beaucoup plus monodisperses (PDI = 

0.22) et stables, plusieurs mesures successives donnant des mesures similaires (Figure 

57).  

 

Figure 57 Mesure du diamètre hydrodynamique de l'échantillon [100:0.6]. A gauche, la 

première mesure permet de constater le caractère monodisperse de l’échantillon. La 

taille moyenne des nanoparticules est 197 nm. A droite, la comparaison de 3 mesures 

successives illustre la stabilité colloïdale de l’échantillon. 

 La réalisation de clichés de microscopie électronique en transmission confirme 

ces éléments et fournit plus d’informations sur la morphologie des polymères formés. 

En particulier, tandis que l’on observe plutôt des particules sphériques de taille 

moyenne pour l’échantillon préparé avec le ratio [100 : 0.6] (Figure 58), on retrouve 

principalement des structures poreuses « en éponge » de grande taille pour l’échantillon 

[100 : 0.3] (Figure 59). 

 

Figure 58 Images de microscopie électronique sur l'échantillon [100:0.6].Plusieurs 

images sont représentées pour compenser le manque de particules par champ bien 

qu’elles soient représentatives de l’ensemble de la grille. 
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Figure 59 Images de microscopie électronique sur l'échantillon [100:0.3]. Ces structures 

sont représentatives des polymères sur l’ensemble de la grille. 

Une partie des échantillons a été séchée afin de déterminer leur concentration 

en polymère et le rendement de la polymérisation. Malgré l’aspect des échantillons, 

c’est l’échantillon préparé avec un ratio [monomères : RhB] de [100 : 0.6] avec un temps 

de polymérisation court qui contient le plus de polymère (Tableau 7). 

Tableau 7 Récapitulatif des concentrations et rendements pour les échantillons 

présentant du polymère.  

Ratio [monomère : Benzophénone]  Concentration (mg/mL) Rendement (%) 

[100 : 0.3] 4,2 22 

[100 : 0.6] 7,7 41 

 Les échantillons synthétisés par cette méthode sont fluorescents (Figure 60). 

Outre l’incorporation covalente de Rhodamine B dans les chaînes de polymère, cette 

fluorescence peut aussi être due à la présence de rhodamine B piégée dans la matrice 

de polymère.  
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Figure 60 Spectres de fluorescence des échantillons avec une longueur d’onde d’excita-

tion de 545 nm à 1 mg/mL.   

 L’intégration de la Rhodamine B dans les chaînes de polymère a néanmoins été 

vérifiée en préparant un polymère non réticulé* (avec l’acrylamide pour seul mono-

mère). Cet échantillon a été purifié par précipitation dans l’acétone puis re-suspension 

dans un faible volume d’eau jusqu’à ce que l’acétone reste limpide. Les chaînes ainsi 

formées ont ensuite été séchées à l’étuve et un solide rose vif a été obtenu (Figure 61). 

Ce solide peut ensuite être solubilisé dans l’eau (Figure 61). 

 

Figure 61 Le flacon de gauche correspond au solide obtenu après séchage du polymère 

non réticulé. Celui de droite est une solution obtenue après dilution d’un fragment de 

solide (∼1 mg) dans de l’eau distillée. Le fragment se disperse facilement dans l’eau 

donnant une solution légèrement rosée.  

 La rhodamine B n’est cependant pas nécessaire à l’obtention de polymère. En 

effet, si l’irradiation sous UV des monomères seuls ou en présence de rhodamine ne 

                                      
* Echantillon réalisé par Cem Tugrul Bicak, non présent dans les données de l’article publié.  
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permet pas la formation de polymère, il est possible d’obtenir des particules de poly-

mère en ajoutant uniquement de la benzophénone au mélange de monomères. Bien que 

la cinétique soit plus lente (24h), des particules d’environ 200nm sont également obte-

nues dans des conditions similaires à [100 : 0.6]. Les alcools et les éther-oxides pouvant 

jouer le rôle de donneur d’hydrogène dans les photopolymérisations de type II, ce ré-

sultat n’est cependant pas particulièrement surprenant.  

 La composition des nanoparticules de polymère reste très similaire à celle obte-

nue dans la partie I-2-a comme en atteste la spectroscopie infrarouge présentée Figure 

62. Comme précédemment, on retrouve des bandes caractéristiques* des élongations 

des liaisons N-H, C-H et C=O, respectivement, de 3400 à 3500 cm-1, de 2840 à 3000 

cm-1 et à 1690 cm-1. La seule différence notable avec les spectres présentés en Figure 41 

est la présence d’un pic entre 3200 et 3400 cm-1 éventuellement attribuable à une vi-

bration d’élongation de la liaison O-H de la fonction acide carboxylique de la RhB. 

 

Figure 62 Spectres FTIR des échantillons (a), [100 : 0.3], (b) [100 : 0.6] et (c) polymère 

amorcé par le DCAA en présence de 0.85 µg/mL d’ArtRhod. Un pic présent dans (a) 

et (b) entre 3300 et 3400 cm-1
 et absent de (c) est attribué à une vibration d’élongation 

de la liaison O-H de la fonction acide carboxylique de la RhB.  

 

                                      
* La double bande autour de 2350 cm-1 est due à un défaut sur la purge de l’appareil et correspond au 

CO2 de l’air. 
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3. Interactions avec des cellules cancéreuses du sein 

a. Synthèse de polymères à empreintes 

Afin d’évaluer la capacité des échantillons, synthétisés par photopolymérisation de 

type II, à cibler des cellules cancéreuses mammaires via leur surexpression de la protéine 

CD36, plusieurs synthèses ont été réalisées en intégrant, comme dans la partie précé-

dente, les peptides 93-110, 139-155, 155-172 et 248-265. 

Les échantillons ont été produits en deux séries de synthèse. Dans la première on 

retrouve les échantillons [93-110] et [248-265]. Dans la seconde on retrouve [139-155], 

[155-172] et un réplica identique de [93-110] noté « [93-110] (2) ». Les caractéristiques 

des échantillons synthétisés sont résumées dans le Tableau 8. 

Tableau 8 Récapitulatif des carractéristiques des échantillons synthétisés. 

Echantillon [93-110] [139-155] [155-172] [248-265] [93-110] (2) 

Diamètre  

hydrodynamique 

77 nm 92 nm 100 nm 108 nm 65 nm 

Concentration 

(mg/mL) 

8.1 9.5 13.0 11.5 7.8 

 

b. Evaluation du ciblage par cytométrie en flux  

La capacité à cibler des cellules surexprimant la protéine CD36 a été évaluée sur 

2 lignées cellulaires : les cellules SUM159 WT et les cellules SUM159 CL1  

Pour chaque lignée, on compare le marquage avec un anticorps anti-CD36 avec 

le marquage par un polymère à empreinte de CD36 fluorescent. Un exemple des données 

obtenues est présenté Figure 63 pour l’échantillon « [93-110] (2) » sur les cellules 

SUM159 CL1. 
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Figure 63 En haut, à gauche, représentation des cellules SUM159 CL1 en fonction de 

leur taille (FSC-A) et de leur granulosité (SSC-A), à droite, marquage avec un anti-

CD36 fluorescent, représentation en fonction de la granulosité et de la fluorescence. 

En bas, marquage des cellules SUM159 CL1 par une solution à 0.1 mg/mL, 0.5 mg/mL 

et 1 mg/mL de MIP 93-110(2) dans du PBS contenant 1% de sérum de veau fœtal, 

pendant 1h à 4°C. 

 Le marquage est visible dans les cadrans supérieurs droits représentant un ni-

veau de fluorescence supérieur à celui de l’auto-fluorescence des cellules dans ce canal 

mesuré sur des cellules non marquées. La même expérience a été reproduite sur l’en-

semble des échantillons produits en plusieurs expériences de cytométrie distinctes. Un 

résumé des résultats de ciblage obtenus pour des concentrations de 1mg/mL est pré-

senté Figure 64.  
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Figure 64 Synthèse des capacités de ciblage des différents matériaux synthétisés à une 

concentration de 1 mg/mL.  

Les matériaux préparés à partir des peptides 93-110 et 155-172 ciblent préféren-

tiellement les cellules présentant une forte expression de la protéine CD36. De manière 

similaire à ce qui a été observé à partir de polymères amorcés par du DCAA, l’échan-

tillon [139-155] semble cibler fortement les cellules de façon indépendante de l’expres-

sion de la protéine CD36. 

c. Microscopie confocale 

Afin de visualiser le ciblage des cellules surexprimant la protéine CD36 par des 

polymères à empreintes de protéines synthétisés par photopolymérisation de type II, et 

en particulier par les échantillons [93-110](2)* et [155-172], ces derniers ont été incubés 

sur des cellules SUM159 WT et CL1 et observés en microscopie confocale. Comme pour 

la réalisation d’images d’immunofluorescence classiques, les marquages sont réalisés sur 

des cellules fixées. Ce choix permet d’éviter l’observation d’une internalisation dans les 

cellules qui serait due à des phénomènes d’endocytose.  

Le marquage avec un anticorps anti-CD36 nous renseigne sur l’expression de la 

protéine (Figure 65). Pour les cellules SUM159 WT, en moyenne 1 cellule sur 10 est 

marquée par l’anticorps anti-CD36 tandis que pour les cellules SUM159 CL1 l’ensemble 

des cellules sont fluorescentes. On remarque la présence d’ilots de fluorescence qui peut 

                                      
* [93-110] ayant été utilisé en totalité pour réaliser d’autres tests, notamment des isothermes d’adsorp-

tion, non concluants pour des raisons de limite de détection.  
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s’expliquer par une disposition en « raft » de la protéine avec des zones de forte con-

centration de la protéine.  

 

Figure 65 Images de microscopie confocale obtenues par marquage avec un anticorps 

anti-CD36, après projection sur 10 images centrales (en « Average ») sur chaque stack, 

dans le canal du DAPI, du PE, et une superposition des deux, pour les cellules SUM159 

WT et CL1. Pour les cellules SUM159 WT, en moyenne 1 cellule sur 10 est marquée 

par l’anticorps anti-CD36 tandis que pour les cellules SUM159 CL1 l’ensemble des 

cellules sont fluorescentes. 

Les images obtenues après marquage avec des polymères à empreinte de 93-110 

montrent un fort ciblage des cellules. Ce marquage n’est cependant pas similaire à celui 

obtenu avec l’anticorps. En effet, que ce soit sur les images présentées Figure 66 ou 

Figure 67, l’ensemble des cellules SUM159 WT est marqué, ce qui indique un fort signal 

non spécifique. Sur les images de la Figure 66, il semble que la fluorescence soit plus 

importante sur les cellules SUM159 CL1, mais cette impression peut être due à un 

nombre plus important de cellules dans le champ.  

Il est même possible de trouver une paire d’images pour lesquelles l’échantillon [93-110] 

(2) semble avoir une préférence pour les cellules SUM159 WT (Figure 67). En pré-

sence d’un signal non spécifique aussi fort, il semble difficile de conclure sur les capacités 

de ciblage de l’échantillon à partir de ces images, bien qu’il soit possible de trouver des 

images conformes aux résultats obtenus en cytométrie en flux.  
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Figure 66 Images de microscopie confocale obtenues avec l’échantillon 93-110(2) après 

projection sur 10 images centrales (en « Average ») sur chaque stack, dans le canal du 

DAPI, du PE, et une superposition des deux, pour les cellules SUM159 WT et CL1. 

Contrairement au marquage anticorps, toutes les cellules SUM 159 WT sont marquées.  

Des résultats similaires ont été obtenus avec l’échantillon [155-172] : toutes les 

cellules sont fluorescentes, y compris les cellules SUM159 WT alors que celles-ci n’ex-

priment pas toutes la protéine ciblée (Figure 68). 

Bien qu’il soit intéressant de pouvoir observer le ciblage par microscopie confo-

cale, les résultats obtenus ici ne sont pas concordant avec ce qui a été obtenu en cyto-

métrie en flux. 
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Figure 67 Images de microscopie confocale obtenues avec l’échantillon 93-110(2) après 

projection sur 10 images centrales (en « Average ») sur chaque stack, dans le canal du 

DAPI, du PE, et une superposition des deux, pour les cellules SUM159 WT et CL1. 

Contrairement au marquage anticorps, toutes les cellules SUM 159 WT sont marquées. 

Sur ces nouvelles prises de vue, l’intensité de fluorescence semble plus importante sur 

les cellules SUM 159 WT que sur les cellules SUM 159 CL1. 

 

Figure 68 Images de microscopie confocale obtenues avec l’échantillon 139-155 après 

projection sur 10 images centrales (en « Average ») sur chaque stack, dans le canal du 
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DAPI, du PE, et une superposition des deux, pour les cellules SUM159 WT et CL1. 

Contrairement au marquage anticorps, toutes les cellules SUM 159 WT sont marquées.  

d. Cytotoxicité 

Comme dans la partie précédente, les membranes de dialyse ont été ouverte sous 

une hotte a flux laminaire avec des précautions permettant de maintenir la stérilité de 

l’échantillon. L’absence de contamination est vérifiée en plaçant un peu d’échantillon 

dans une boite de Pétri avec du milieu de culture dans un incubateur à 37°C pendant 

72h.  

 Pour évaluer la toxicité de nanoparticules de polyacrylamide à empreinte de 

CD36, des cellules cancéreuses mammaires MCF-7, SUM159 WT et CL1 et une lignée 

cellulaire mammaires à phénotype épithélial, mimant un tissu sain, HMEC, sont incu-

bées avec des solutions de polymère allant de 0.5 à 2 mg/mL.  

 On retrouve des résultats similaires quel que soit le peptide utilisé pour la pré-

paration de l’empreinte : jusqu’à 2mg/mL et sur l’ensemble des lignées étudiées, l’im-

pact du matériau sur la viabilité cellulaire reste faible. Les résultats pour le matériau 

à empreinte du peptide 93-110 sont présentés Figure 69, Figure 70, Figure 71 pour 

les cellules MCF-7, SUM 159 WT et SUM 159 CL1, respectivement. En particulier, 

aucune différence significative n’est observée en fonction du niveau d’expression de la 

protéine CD36 ou des capacités des matériaux à cibler celle-ci.* 

 A noter que comparativement à l’expérience présentée en partie I-3-a, l’évalua-

tion de la viabilité a été réalisée à des concentrations plus importantes. 

 

Figure 69 Viabilité des cellules MCF-7, n’exprimant pas CD36, après 24h, 48h et 72h 

de traitement avec des nanoparticules de polyacrylamide à empreinte de CD36 (93-

110). 

                                      
* Pour rappel, ces cellules expriment la protéine CD36 avec différents niveaux : MCF-7 à 0%, SUM 159 

WT à 10% et SUM 159 CL1 à 97%.  
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Figure 70 Viabilité des cellules SUM159 CL1, surexprimant la protéine CD36, après 

24h, 48h et 72h de traitement avec des nanoparticules de polyacrylamide à empreinte 

de CD36 (93-110). 

 

Figure 71 Viabilité des cellules SUM159 WT après 24h, 48h et 72h de traitement avec 

des nanoparticules de polyacrylamide à empreinte de CD36 (93-110). 

 La toxicité a également été évaluée sur une lignée cellulaire mammaire à phéno-

type épithélial, mimant un tissu sain. Aucun excès de toxicité significatif n’a été observé 

par rapport aux lignées cancéreuses mammaires (Figure 72). 

 

Figure 72 Viabilité des cellules HMEC, n’exprimant pas la protéine CD36, après 24h, 

48h et 72h de traitement avec des nanoparticules de polyacrylamide à empreinte de 

CD36 (93-110). 

4. Conclusion  

L’utilisation du couple Benzophenone/Rhodamine B pour amorcer la polymérisa-

tion a permis l’obtention de nanoparticules de polymère fluorescentes. Les polymères 

réalisés par cette méthode ne sont pas cytotoxiques, y compris a des concentrations 
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allant jusque 2mg/mL. Il est possible d’utiliser cette synthèse pour réaliser des poly-

mères à empreinte de peptide capable de cibler les cellules exprimant la protéine CD36. 

Il faut cependant noter la quantité importante d’échantillon devant être utilisée pour 

obtenir ces résultats ce qui pourrait indiquer un faible nombre d’empreintes par 

gramme de polymère. De plus, les conditions utilisées pour réaliser les images de mi-

croscopie confocale ne permettent pas de visualiser ce résultat.  

III. Conclusion 

L’initiation par l’agent RAFT photopolymerisable, bien que particulièrement pra-

tique pour la fonctionnalisation ultérieure des particules magnétiques, semble présenter 

des limites avant même leur intégration. La synthèse de nanoparticules de polymère 

magnétiques via fonctionnalisation par du DCAA a fait l’objet d’une publication, réa-

lisés dans des conditions légèrement différentes et surtout en l’absence de monomères 

fluorescents.  

L’utilisation du couple Benzophenone/Rhodamine B pour amorcer la polymérisa-

tion a permis l’obtention de nanoparticules de polymère fluorescentes. Il semble que les 

matériaux réalisés à partir de l’épitope 139-155 ciblent les cellules indépendamment de 

leur expression de CD36 tandis que l’incorporation des peptides [93-110] et [155-172] 

permet de produire des polymères à empreintes de protéines capables de cibler les cel-

lules surexprimant la protéine CD36, ce qui exclut l’hypothèse de peptides non recon-

naissables ou ne pouvant être imprimés par l’acrylamide. 

Quelle que soit la méthode choisie, les polymères à base d’acrylamide ne sont pas 

cytotoxiques. Ces expériences ne permettent pas d’assurer l’innocuité du matériau pour 

de futurs patients, mais il s’agit de premières étapes encourageantes pour la suite du 

développement des matériaux.  

VI. Matériel et méthodes  

1. Réactifs  

Les réactifs chimiques utilisés pour les synthèses présentées dans ce chapitre sont 

les suivants : 

Rhodamine B (RhB, Sigma-Aldrich, 99 %), benzophenone (BP, Rhone Poulenc, 

99%), acrylamide (AM, Sigma-Aldrich, 99 %), N,N-methylenebis(acrylamide) (BIS 

Sigma-Aldrich, 99%), éthanol technique (96 %, EtOH, VWR) acetone, (VWR). Acry-

loxyethylthiocarbamoyl rhodamine B (Polyscience), méthanol, (MeOH, 99 % VWR), 

acide acétique glacial (99 %, AcOH, Carlo Elba), bromure de potassium (KBr, Sigma-

Aldrich, 99%). Membrane de dialyse Spectrapore (SpectrumLabs) 12-14 kDa. 
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2. Outils de caractérisations physico-chimiques 

Les outils utilisés pour effectuer les mesures de diamètres hydrodynamiques sont 

présentés en Annexe « Mesures de taille par DLS » page 165. 

Les spectres FTIR sont obtenus à partir de pastilles réalisées en broyant finement 

quelques milligrammes d’échantillon séché à l’étuve pendant une semaine, avec du 

bromure de potassium séché à l’étuve et en compressant la poudre obtenue (pression 

équivalente à 10 tonnes pendant 30 secondes). Les spectres sont acquis avec un Ten-

sor27 commercialisé Brucker dans la région 4000 à 400 cm-1 avec une résolution de 4 

cm-1. 

Les spectres de fluorescence sont obtenus en analysant le 300 µL de solution dans 

des plaques noires 96 puits sur un lecteur de plaques spectramax I3x en mode spectre 

avec une longueur d’onde d’excitation de 545nm. 

Les images de microscopie électronique ont été réalisés sur un microscope électro-

nique à transmission Jeol1011 équipé d’une camera Gatan (Orius) à partir d’une goutte 

d’échantillon diluée déposé sur des grilles de cuivre recouvertes de carbone (300 mesh) 

et séchée à l’air libre.  

3. Synthèse « influence de la concentration en ArtRhod »   

Afin d’étudier l’influence de la concentration en monomère fluorescent (acry-

loxyethylthiocarbamoyl rhodamine B, 668 g/mol, abrégé ArtRhod) sur le rendement 

de la synthèse, quatre synthèses ont été réalisées en parallèle avec pour base une même 

solution de monomères réalisée à partir de solutions mères. Ainsi, pour chaque synthèse 

on retrouve 1.87 mmol d’AM (133 mg), 0.43mmol de BIS (66 mg) et 1.14µmol de 

DCAA (300 µg) et une quantité d’ArtRhod comprise entre 0 et 0.28µmol (Tableau 9) 

dans un volume total de 22,3mL d’eau distillée.  

Tableau 9 Résumé des conditions expérimentales permettant de déterminer l'influence 

de la concentration en monomère fluorescent. 

Echantillon AM BIS ArtRhod Volume total 

1 1.87 mmol 0.43 mmol 0 22,3 mL 

2 1.87 mmol 0.43 mmol 0.028 µmol 22,3 mL 

3 1.87 mmol 0.43 mmol 0.093 µmol 22,3 mL 

4 1.87 mmol 0.43 mmol 0.28 µmol 22,3 mL 
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Après 30min de mélange, les solutions sont dégazées 30min sous azote avant 

d’être placées au-dessus d’une lampe UV (VL-215.L 2x15 W – 365 nm tube UV, Fis-

cher) permettant une irradiation à 365 nm pendant 5h, dans un cristallisoir avec un 

volume d’eau fixé permettant de limiter l’élévation de température à 27°C (Figure 

73). 

 

Figure 73 Montage expérimental. Le cristallisoir contenant l'eau permettant de limiter 

l'échauffement est maintenu par des élévateurs à une distance fixe de la lampe. La 

lampe émet des UV à une longueur d’onde de 365nm, en direction des flacons. 

Après polymérisation, les particules sont dialysées pendant 3 jours dans l’eau 

distillée (soit 9 bains de 500 mL) et un volume connu est séché. La masse de polymère 

après séchage permet de remonter à la concentration en polymère dans chaque échan-

tillon et ainsi d’obtenir une évaluation du rendement de la polymérisation.  

4. Synthèse « influence de la concentration en monomères » 

Pour chaque synthèse, 200 mg d’AM (2.81 mmol), 100 mg de BIS (0.65 mmol) et 

300 µg de DCAA (1.14 µmol) sont dissout dans 11.3 mL (condition « concentrée ») ou 

21.3 mL (condition « diluée ») d’eau distillée. La polymérisation et la purification sont 

réalisées comme décrit dans la partie précédente. 

5. Synthèses « Reproductibilité » 

Pour chaque synthèse, 200 mg d’AM (2.81 mmol), 100 mg de BIS (0.65 mmol) et 

300 µg de DCAA (1.14 µmol), dans 14 mL d’eau distillée. Chacun des flacons est ensuite 

purgé de l’air qu’il contient sous azote pendant 30 minutes avant d’être placé au-dessus 

de la lampe dans un bain d’eau. Les positions des flacons et ses bouchons jupe utilisés 

sont repérés pour chaque expérience. Les solutions concentrées permettant une poly-

mérisation plus courte, la polymérisation est arrêtée après 2h.  

6. Méthode d’évaluation de la cytotoxicité 

Pour cette synthèse, 200 mg d’acrylamide (2.81 mmol), de 100 mg de N,N'-Methy-

lenebisacrylamide (0.65 mmol), de 300 µg de DCAA (1.14 µmol) et de 300 µg de 

ArtRhod (0.46 µmol) sont dissouts dans un volume de 20 mL d’eau distillée. Après 30 
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minutes de dégazage sous azote, la solution est placée sur la lampe dans un bain d’eau 

pour 5h. L’échantillon est purifié puis stérilisé en le plaçant dans une membrane de 

dialyse et placé une nuit dans une solution de méthanol et d’acide acétique (avec un 

ratio volumique de 9:1) puis dans de l’eau distillée pour trois jours avec changement 

du bain de dialyse (500 mL) deux fois par jour pour éliminer le méthanol. Le contenu 

de la membrane est alors stérile car la taille des pores ne permet pas l’entrée des 

microorganismes. La membrane est ensuite ouverte sous une hotte a flux laminaire avec 

des précautions permettant de maintenir la stérilité de l’échantillon. L’absence de con-

tamination est vérifiée en plaçant un peu d’échantillon dans une boite de Pétri avec du 

milieu de culture dans un incubateur à 37°C pendant 72h. 

Des cellules MCF-7 et SUM159, cultivées conformément au protocole décrit page 

174, sont déposées dans des plaques de culture cellulaire 96 puits à raison de 7000 

cellules par puits. Après 24h dans un incubateur à 37°C et 5% de CO2, les cellules ont 

adhéré au fond des puits et sont traitées avec différentes concentrations de matériau 

(100 µL de 25 µg/mL à 1000 µg/mL dans un milieu de culture adapté à chaque lignée 

cellulaire) pour 24h, 48h ou 72h. Après ce temps d’incubation, 100 µL de réactif (Cell-

Titer 2.0, Promega) est ajouté dans chaque puits. La plaque est agitée pendant 5 mi-

nutes à température ambiante. Après 10 minutes de repos, la bioluminescence est me-

surée sur un lecteur de plaques. 

7. Polymères à empreintes de CD36 amorcés par DCAA 

Les polymères à empreinte de CD36 sont préparés à partir de 200 mg d’acrylamide 

(2.81 mmol), de 100 mg de N,N'-Methylenebisacrylamide (0.65 mmol), de 300 µg de 

DCAA (1.14 µmol) et de 300 µg de ArtRhod (0.46 µmol) et 300 µg de peptide (300 µL 

d’une solution à 1mg/mL dans du tampon phosphate à pH 7.4) ou de 300 µL de tampon 

phosphate à pH 7.4 pour l’échantillon non imprimé noté NIP), dans un volume de 20 

mL d’eau distillée. Un échantillon a également été réalisé à partir de 600 µg du peptide 

93-110, noté 93-110 (2). Avant amorçage de la polymérisation, les monomères et le 

peptide sont mélangés pendant 2h sur un agitateur orbitalaire (240 rpm) avant d’être 

dégazés 30 minutes sous flux d’azote. 

Après 5h de polymérisation sur la lampe UV, des bains de dialyse eau/métha-

nol/acide acétique (50%/45%/5%) puis d’eau distillée permettent d’éliminer les pep-

tides et de former les empreintes 

Pour vérifier les capacités de ciblage des échantillons, 500 000 cellules sont pla-

cées dans un Eppendorf dans une solution de PBS contenant 1% de sérum de veau 

fœtal ainsi que 40 µg de polymère ou 5 µL d’un anticorps antiCD36 fluorescent. Après 

1h d’incubation dans le noir à 4°C, les cellules sont lavées et analysées sur un cytomètre 

en flux (voir Annexe « Cytométrie en flux » page 175). 
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8. Synthèse photopolymérisation de type II  

Les compositions des 4 synthèses sont résumées dans le Tableau 10. 

Tableau 10 Récapitulatif de la composition de échantillons. 

Echantillon [100 : 0.075] [100 : 0.15] [100 : 0.3] [100 : 0.6] 

AM (mmol) 2,81 2,81 2,81 2,81 

BIS (mmol) 0,65 0,65 0,65 0,65 

Rhodamine B (µmol) 0,43 0.86 1.73 3.46 

Benzophenone 

(µmol) 

2.595 5.19 10.38 20.76 

Volume total (mL) 16 16 16 16 

%EtOH* 5% 5% 5% 5% 

 Comme précédemment, les solutions ainsi réalisées sont purgées sous N2 afin 

d’éliminer un maximum d’O2 avant d’amorcer la polymérisation dans la configuration 

illustrée Figure 74. L’agitation des flacons doit permettre une meilleure homogénéité 

et la position horizontale permet une plus grande surface d’irradiation. Après 6h d’ir-

radiation pour [100 :0.6] et 24h pour les autres échantillons, ceux-ci sont dialysés dans 

un mélange eau éthanol puis dans l’eau. 

                                      
* La benzophénone est faiblement soluble dans l’eau, elle est préalablement dissoute dans l’éthanol. 
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Figure 74 Configuration pour la photopolymérisation de type II. 

9. Synthèse de polymères à empreintes par photopolymérisa-

tion de type II  

Pour ces synthèses, 2.81 mmol d’AM (200 mg), 0.65 mmol de BIS (100 mg) et 3.86 

µmol de Rhodamine B et 400 µg de peptide sont dispersés dans 14.6 mL d’eau distillée 

et agités pendant 24h avant d’ajouter 20 µmol de benzophénone. Après 5h de polymé-

risation, des bains de dialyse eau/méthanol/acide acétique (50/45/5) puis d’eau distil-

lée permettent d’éliminer les peptides et de former les empreintes. 

Pour chaque mesure, 500 000 cellules sont placées dans un Eppendorf dans une 

solution à 1 mg/mL de matériau dans du PBS contenant 1% de sérum de veau fœtal. 

Après 1h d’incubation dans le noir à 4°C, les cellules sont lavées par centrifugation et 

analysées par cytométrie en flux. 

10. Images de microscopie confocale 

Des cellules SUM159 WT et SUM159 CL1 sont cultivées sur des lamelles dans 

des boîtes de petri (P60, 6 lamelles et 1,5 millions de cellules par boite). Après 24h, les 

lamelles utilisées dans la suite sont choisies pour leur homogénéité et l’absence de cel-

lules sous la lamelle et sont fixées par une solution de paraformaldéhyde à 4% dans du 

PBS. Les lamelles sont ensuite « bloquées » dans une solution de Glycine à 20mM dans 

du PBS, ce qui permet de diminuer les interactions non spécifiques, avant d’être incubés 

avec un anticorps anti-CD36 fluorescent (PE) ou avec 400 µL d’une solution de poly-

mères à 1 mg/mL dans du PBS à 1% de sérum pendant 1h30 à 37°C. Les lamelles sont 

ensuite lavées 3 fois par du tampon phosphate. Les noyaux sont ensuite marqués en 

incubant les lamelles 15 min dans 500µL d’une solution de DAPI (1mg/mL diluée au 

3000ème). Les lamelles sont ensuite lavées 2 fois dans du tampon phosphate contenant 

0.1% de Tween 20 puis avec du tampon phosphate. Les lamelles sont ensuite montées 

sur des lames et conservées à l’abri de la lumière jusqu’à leur acquisition. 
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Les images ont été acquises sur un microscope Olympus fluoview fv3000 avec un 

objectif x60 à immersion (huile). Elles ont ensuite été retraitées sur le logiciel Image J 

(projection « average » de 10 images par stack, centrées, et fusion des canaux rouge et 

bleu).  
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L’objectif de ce chapitre est de décrire la préparation de nanoparticules hybrides, 

c’est-à-dire composées d’un cœur d’oxyde de fer et d’une couche de polymère. Ces 

nanoparticules doivent être de petite taille, fluorescentes, stables et présenter les pro-

priétés magnétiques nécessaires à la poursuite du projet. En considérant les problèmes 

de reproductibilité liés à l’utilisation du DCAA en photopolymérisation, plusieurs 

autres voies ont été explorées. Dans ce chapitre, la synthèse des nanoparticules de 

maghémite sera détaillée et deux voies de synthèse, une polymérisation avec un amor-

çage utilisant des composés oxydoréducteur (polymérisation RedOx) et une polyméri-

sation par amorçage UV (photopolymérisation de type II) ayant permis l’obtention de 

particules dites « cœur-coquille » seront décrites. Outre les caractérisations classiques, 

le pouvoir chauffant des nanoparticules en présence d’un champ magnétique alternatif 

a été évalué. Les données présentées en partie III ont fait l’objet d’une publication.175 

I. Synthèse de nanoparticules de maghémite  

1. Synthèse  

De nombreuses voies de synthèse conduisent à des nanoparticules d’oxyde de fer 

capables de chauffer en présence d’un champ magnétique alternatif. Une voie de syn-

thèse permettant d’obtenir une grande quantité de nanoparticules dans des conditions 

douces et à faible coût a été choisie. Il s’agit d’une méthode dite par coprécipitation de 

sels de Fer II et III ayant été développée au laboratoire par René Massart dans les 

années 80 et ayant ensuite été largement étudiée et utilisée dans l’équipe Colloïdes 

Inorganiques du laboratoire PHENIX (Figure 75).176,177,178 L’inconvénient de cette 

synthèse est la grande polydispersité des particules synthétisées de cette façon (taille 

comprise entre 2 et 16 nm). Il est donc nécessaire de trier les particules formées.  

La première étape de cette synthèse permet de produire des nanoparticules de ma-

gnétite Fe3O4 en co-précipitant des solutions acides de chlorure ferreux et ferrique, 

contenant des ions Fe2+
 et Fe3+ dans des proportions stœchiométriques, par passage en 

milieu basique via un ajout d’ammoniac. Après 30 minutes d’agitation, le précipité est 

récupéré par décantation magnétique et lavé à l’eau distillée.  

La deuxième étape de cette synthèse consiste à disperser les nanoparticules dans un 

milieu acide à partir d’acide nitrique HNO3 avant d’oxyder les nanoparticules de ma-

gnétite formées précédemment en maghémite. Cette opération s’effectue en incorporant 

une solution de nitrate ferrique Fe(NO3)3 à ébullition sur le précipité et en chauffant 

sous agitation pendant 30 minutes. Les particules sont ensuite lavées par décantation 

magnétique dans une solution d’acide nitrique puis dans l’acétone, dans l’éther, avant 

d’être à nouveau dispersées dans de l’eau distillée.   
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A l’issue de cette étape, on récupère des particules cationiques en milieu acide et 

très polydisperses. L’étape suivante consiste donc à trier ces particules afin de récupérer 

plusieurs fractions de plus faible polydispersité contenant des particules de tailles dif-

férentes. La stabilité colloïdale du ferrofluide étant assuré par la répulsion entre les 

particules due à leur charge, l’ajout d’une solution concentrée d’acide nitrique permet 

de déstabiliser les plus grosses particules en écrantant cette répulsion. Après décanta-

tion magnétique, ces grosses particules contenues dans le culot sont redispersées et 

l’opération est répétée. Les particules de plus grande taille présentant un meilleur pou-

voir chauffant, nous avons choisi de travailler avec les particules issues du second pré-

cipité, qui sont les plus grosses.  

 

Figure 75 Représentation schématique de la synthèse de nanoparticules de maghémite 

par coprécipitation d'ions fer en milieu basique et oxydation. L'ajout d'acide nitrique 

permet de précipiter les nanoparticules pour ne récupérer que les plus grosses. 

2. Caractérisation  

La concentration en fer du ferrofluide sélectionné pour la suite est déterminée par 

absorption atomique des ions fer après dégradation à l’acide chlorhydrique concentré 

d’un volume connu précisément d’échantillon. Cette concentration en fer est de 50.6 

mg/mL soit 0.907 M. 

 La réalisation de clichés de microscopie électronique permet d’évaluer la taille 

des nanoparticules formées ainsi que leur polydispersité (Figure 76). Les nanoparti-

cules synthétisées ont un diamètre moyen de 14 nanomètres  
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Figure 76 Image de microscopie électronique des nanoparticules de maghémite triées. 

 Malgré un tri en taille, les nanoparticules restent assez polydisperses (Figure 

77). Ce résultat n’est pas surprenant au vu de la voie de synthèse choisie, qui privilégie 

la quantité de nanoparticules produites à leur homogénéité.  

 

Figure 77 Distribution en taille obtenue après mesure du diamètre de 450 particules 

sur les images de microscopie électronique. 

L’analyse du spectre FTIR des nanoparticules de maghémite nues révèle la pré-

sence d’eau adsorbée avec la présence d’une large bande vers 3400 cm-1 et une autre à 

1630 cm-1. Vers 1390 cm-1 on retrouve une bande caractéristique attestant de la 
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présence résiduelle d’ions nitrate. Enfin la double bande présentant des maximums à 

632 et 583 cm-1 est caractéristique des modes de vibration de la liaison Fe-O (Figure 

78). 

 

Figure 78 Spectre FTIR des nanoparticules de maghémite stabilisées par l'acide ni-

trique. 

 L’analyse thermogravimétrique des particules confirme la présence d’eau adsor-

bée sur les nanoparticules (Figure 79). Après 300°C, la masse de l’échantillon n’évolue 

plus, indiquant une absence de dégradation au-delà de cette température.  

 

Figure 79 Analyse thermogravimétrique des nanoparticules de maghémite. 

La réalisation de courbes d’aimantation sur un magnétomètre en mode échan-

tillon vibrant permet de confirmer que ces nanoparticules sont superparamagnétiques 

avec un champ coercitif nul. La valeur d’aimantation à saturation Ms est de 104.5 

emu/gfer, soit 40.6 emu/gmaghémite (Figure 80). 
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Figure 80 Courbe d'aimantation des nanoparticules de maghémite après correction de 

la composante diamagnétique et du champ résiduel de la bobine supraconductrice. 

 Ces nanoparticules sont également capables de dissiper de la puissance sous 

forme de chaleur lorsqu’un champ magnétique alternatif est appliqué. Plusieurs valeurs 

de fréquence et de champ magnétique ont été évaluées (voir l’Annexe « Mesure du 

pouvoir chauffant » page 170) et l’échauffement maximal sur l’appareil utilisé a été 

obtenu à une fréquence de 776 kHz et de 300 Gauss.  

Le pouvoir chauffant des nanoparticules, noté SLP, pour specific loss power, en 

W/g, peut être évalué en mesurant l’élévation de température au cours du temps. Dans 

l’objectif de comparer qualitativement des échantillons, une méthode simple mais effi-

cace a été développée. Elle consiste, en partant d’un échantillon à une température 

donnée, à appliquer le champ magnétique alternatif jusqu’à atteindre une température 

fixée. Pendant l’application du champ magnétique alternatif la température varie li-

néairement avec une pente proportionnelle au pouvoir chauffant. En effectuant l’ap-

proximation que le système, constitué de l’échantillon, est adiabatique, d’après les lois 

de la thermodynamique on peut écrire l’équation (1). En conditions diluées, on ap-

proxime la capacité thermique massique de l’échantillon par celle de l’eau notée Ceau. 

𝑆𝐿𝑃 ≈
𝑚𝑒𝑐ℎ𝑎𝑛𝑡𝑖𝑙𝑙𝑜𝑛𝐶𝑒𝑎𝑢

𝑚𝑚𝑎𝑔ℎé𝑚𝑖𝑡𝑒

∆𝑇

∆𝑡
    (𝑒𝑛  𝑊/𝑔𝑚𝑎𝑔ℎé𝑚𝑖𝑡𝑒)                     (1) 

 Pour obtenir une valeur de SLP la plus pertinente possible, l’approximation 

linéaire est réalisée sur 3 cycles d’application du champ magnétique alternatif (Figure 

81). 
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Figure 81 Un champ magnétique alternatif, indiqué par la courbe jaune, est appliqué 

sur 3 périodes, jusqu’à ce qu’une température de 26°C soit atteinte. Entre chaque 

application du champ, le système est refroidi. Une modélisation linéaire (en rouge) est 

effectuée sur la phase de chauffage pour chacun des cycles (pente en C°/s). 

 Après soustraction de la pente obtenue pour un échantillon d’eau distillée sans 

particules magnétiques, correspondant au chauffage du système par la bobine, on ob-

tient une SLP de 547 ± 47 W/gfer soit 214 ± 17 W/gmaghémite.  

 Cette valeur dépend de la taille des nanoparticules, de la valeur du champ ma-

gnétique et de la fréquence utilisée, de l’appareil utilisé et du mode de calcul, il est 

donc difficile de la comparer à des valeurs issues de la littérature. 

 Les valeurs de champ magnétique et de fréquence utilisés ici ne permettent pas 

de vérifier le critère d’acceptabilité biologique discuté dans le Chapitre 1 en partie IV 

(H*f < 5 109 A.m-1.s-1). Ces valeurs ont été choisies car elles permettent d’obtenir des 

courbes de meilleure qualité qui permettront, par la suite, de comparer plusieurs échan-

tillons entre eux de façon plus précise. Un échauffement macroscopique a néanmoins 

pu être obtenu avec une fréquence de 147Khz et un champ magnétique de 300G, dont 

le produit vaut 3.5 109 A.m-1.s-1, ce qui suggère que ces conditions permettent à minima 

un échauffement local et pourraient être utilisés pour le relargage de molécules théra-

peutiques in vivo. 
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II. Synthèse de nanoparticules de polymère magné-

tiques par polymérisation par amorçage RedOx 

1. Fonctionnalisation acide acrylique 

Au laboratoire, une fonctionnalisation couramment utilisée est celle du citrate, qui 

permet une stabilisation des nanoparticules aux pH physiologiques en les rendant char-

gées. Pour une fonctionnalisation optimale du citrate, un ratio molaire citrate/Fer de 

0.13 ainsi qu’un chauffage à plus de 80°C pendant une trentaine de minutes sont né-

cessaires. Afin d’obtenir des particules présentant une fonction vinyle à leur surface, 

un protocole similaire a été utilisé pour faciliter l’adsorption de molécules d’acide acry-

lique (Aac), via leur fonction acide carboxylique, à la surface des nanoparticules. En 

effet, les atomes de fer à la surface des nanoparticules présentent des lacunes électro-

niques leur permettant de complexer des molécules comme l’eau ou des acides carboxy-

liques (Figure 82). 

 

Figure 82 Principe de la fonctionnalisation par l’acide acrylique. Plusieurs modes d’ad-

sorptions sont possibles, la configuration réelle des molécules d’Aac à la surface des 

nanoparticules est inconnue. 

On remarque néanmoins que théoriquement, plus les particules présenteront d’Aac 

à leur surface, moins elles seront chargées et donc moins elles seront stables d’un point 

de vue colloïdal. Il est donc essentiel de trouver la bonne quantité d’Aac pour obtenir 

le meilleur couplage polymère/maghémite tout en maintenant une bonne stabilité col-

loïdale.  

Plusieurs conditions ont donc été étudiées et sont résumées dans le Tableau 11. 
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Tableau 11 Ratios molaire acide acrylique / Fer utilisés. 

Nom Aac 0.5% Aac 2% Aac 5% 

Ratio molaire Aac/Fe 0.13 0.52 1.3 

Le volume d’acide acrylique correspondant aux conditions choisies est ajouté 

aux nanoparticules magnétiques et après sonication, les solutions sont chauffées. Au 

bout de quelques minutes, l’échantillon contenant 5%v/v d’acide acrylique devient 

marron clair (la solution se trouble). A l’issue des lavages, l’échantillon contenant 

5%v/v d’acide acrylique reprend son aspect initial. Il est possible qu’une trop grande 

quantité d’acide acrylique ait déstabilisée les nanoparticules et que l’adsorption soit 

réversible. 

Des particules nues, notées Aac 0% ont également subit les étapes de chauffage 

et de lavage et permettent d’évaluer l’impact de la fonctionnalisation. La taille des 

nanoparticules après fonctionnalisation ainsi que leur potentiel Zeta sont mesurés sur 

un Zetasizer Malvern. Dans la Figure 83, le diamètre hydrodynamique des particules 

varie peu en fonction de la quantité d’Aac utilisée et il n’y a pas de phénomène d’agré-

gation des particules.  

 

Figure 83 Mesure par DLS du Z-average en fonction de la quantité d’acide acrylique 

utilisée pour la fonctionnalisation.  

 En revanche, des résultats contredisant l’hypothèse que l’Aac contribue à dimi-

nuer la charge de surface des particules ont été obtenus en zétamétrie (Figure 84). 

Ces différences peuvent être dues à une modification du contenu de la couche de solva-

tation en contre-ions. La zétamétrie est également reconnue pour sa faible fiabilité. 
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Figure 84 Variation du potentiel Zeta en fonction de la quantité d’acide acrylique 

utilisée pour la fonctionnalisation. 

La confirmation d’une fonctionnalisation effective est apportée par l’analyse des 

spectres FTIR des nanoparticules (Figure 85) avec l’apparition de bandes associées 

aux liaisons C-H vers 2900 cm-1
 et un renforcement de la bande vers 1650 cm-1

 pouvant 

cette fois être associée aux vibrations d’élongation des liaisons C-O. 

 

Figure 85 Spectre FTIR des nanoparticules nues (en haut) et de particules fonction-

nalisées avec 5% d’acide acrylique.  

 Il est important de noter que comme les nanoparticules nues, les particules fonc-

tionnalisées sont stables lorsque le pH est inférieur à 6 (Figure 86). 
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Figure 86 Mesure du diamètre hydrodynamique des particules en fonction du pH, avec 

et sans fonctionnalisation avec l'Aac. 

2. Synthèse de nanoparticules de polymère magnétiques non-

fluorescentes  

Afin d’évaluer la possibilité de synthétiser des nanoparticules de type cœur-coquille 

en conditions diluées, nous avons dans un premier temps choisi un système persulfate 

d’ammonium (APS)/tétraméthyléthylènediamine (TEMED) pour sa simplicité de mise 

en œuvre. Les radicaux libres sont produits par la décomposition de l’APS et la réaction 

de polymérisation est catalysée par la présence de TEMED. Une proposition de méca-

nisme d’amorçage et de propagation pour ce système dans le cas de la polymérisation 

d’acrylamide est présentée Figure 87.  

L’activation de la polymérisation en présence d’une forte concentration de mono-

mères forme des gels. Le mélange AM/BIS amorcé par APS/ TEMED est d’ailleurs 

très utilisé par les biologistes puisqu’il permet de réaliser des gels utilisables pour sépa-

rer des protéines par électrophorèse. Ici l’utilisation d’une solution diluée de monomères 

permet d’éviter l’obtention des gels et la présence d’une fonction vinyle à la surface 

des nanoparticules de maghémite permet la croissance de chaînes de polymère directe-

ment sur les particules.  
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Figure 87 Proposition de mécanisme d'initiation RedOx avec ammonium persulfate et 

TEMED pour la polymérisation d’acrylamide, adapté de 179. 

 La polymérisation a été effectuée à partir de nanoparticules préparées précédem-

ment à partir de 0%, 0.5%, 2% et 5%v/v d’acide acrylique. Pour cela, les nanoparticules 

ont été soniquées avant d’être dispersées dans de l’eau distillée contenant de l’AM et 

du BIS. Puis les solutions ont été purgées sous azote avant l’ajout du TEMED et de 

l’APS. Après une heure de polymérisation, les échantillons sont mis en dialyse pour 

être purifiés. L’aspect des échantillons est présenté Figure 88. 

 

Figure 88 Aspect des échantillons après polymérisation et dialyse, obtenus à partir de 

particules nues (a) et fonctionnalisées avec 5% d'Aac (b). 

 La distribution du diamètre hydrodynamique des nanoparticules de polymère est 

présentée Figure 89. Les échantillons préparés avec des nanoparticules de maghémite 

pas ou peu fonctionnalisées (0.5%) contiennent des particules de grande taille et une 

forte dispersion en taille.  
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Figure 89 Distribution en taille des nanoparticules hybrides obtenues à partir de nano-

particules fonctionnalisées avec différentes quantités d'acide acrylique (%v/v). 

Les polymères magnétiques préparés à partir de nanoparticules fonctionnalisées 

avec 2% ou 5% d’acide acrylique présentent des morphologies de type cœur-coquille 

comme illustré en Figure 90. 

 

Figure 90 Images de microscopie électronique. A gauche, les nanoparticules de mag-

hémite fonctionnalisées à partir de 5%v/v d'Aac. A droite, ces nanoparticules après 

polymérisation. Les flèches bleues pointent la couche de polymère et les marrons les 

nanoparticules de maghémite. 

 En l’absence de préfonctionnalisation avec l’Aac, les nanoparticules ne présen-

tent pas de polymère ou sont au contraire agrégées en grand nombre dans une particule 

de polymère (Figure 91). 
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Figure 91 Images de microscopie électronique des nanoparticules obtenues après poly-

mérisation en l’absence de fonctionnalisation par l’acide acrylique. 

3. Incorporation du monomère fluorescent  

Dans le but d’obtenir des nanoparticules magnétiques stables et les plus fluores-

centes possibles, la synthèse précédente a été reprise avec une gamme de monomère 

ArtRhod avec l’ajout dans le mélange réactionnel de 0.023 µmol, 0.56 µmol, 1.15 µmol, 

2.3 µmol ou 5.75 µmol d’acryloxyethylthiocarbamoyl rhodamine B (Figure 92). 

 

Figure 92 Mélanges réactionnels avant ajout d’APS et de TEMED. De gauche à droite : 

0.023 µmol, 0.5 6µmol, 1.15 µmol, 2.3 µmol ou 5.75 µmol d’acryloxyethylthiocarbamoyl 

rhodamine B.  

 Après dégazage sous azote et ajout de l’APS et du TEMED, une grande quantité 

de polymère se forme. Il s’agit de particules de grande taille qui s’agrègent 
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immédiatement (Figure 93), y compris lorsque la concentration en ArtRhod est si 

faible que sa fluorescence est à peine détectable.  

 

Figure 93 Aspect des échantillons après amorçage de la polymérisation. De gauche à 

droite : 0.023 µmol, 0.56 µmol, 1.15 µmol, 2.3 µmol ou 5.75 µmol d’acryloxyethylthio-

carbamoyl rhodamine B. 

 Les particules ainsi formées ont néanmoins bien intégré les nanoparticules de 

maghémite comme en atteste la Figure 94. 

 

Figure 94 Aspect des particules en présence d’un aimant. Les particules formées de 

cette façon sont de taille macroscopique mais les particules magnétiques sont bien in-

tégrées dans la matrice de polymère ce qui les rend très magnétiques. 

4. Conclusion 

Il est possible de réaliser des nanoparticules de type cœur-coquille à partir de nano-

particules de maghémite fonctionnalisées par de l’acide acrylique. Cependant, l’ajout 

du monomère ArtRhod, y compris dans des proportions très faibles, ne permet plus 

d’obtenir ces particules. D’autres essais ont été réalisés en diminuant la quantité de 

monomères utilisés ou en intégrant un monomère chargé, le (N-3-aminopropyl)metha-

crylamide), sans que cela ne diminue la taille des agrégats formés. Il est possible que ce 

phénomène soit dû à l’hydrophobicité du monomère rhodamine, la faible stabilité des 

nanoparticules en milieu faiblement acide ou plus probablement une combinaison des 

deux. 
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III. Synthèse de nanoparticules de polymère magné-

tiques par photopolymérisation de type II 

1. Fonctionnalisation acide acrylique 

Comme pour la synthèse de nanoparticules particules hybrides par amorçage Re-

dOx, les nanoparticules sont fonctionnalisées avec de l’acide acrylique. Au vu des ré-

sultats précédents, c’est un ratio molaire Aac/Fer de 0.78 qui a été choisi. Une image 

de microscopie électronique des nanoparticules fonctionnalisé est présenté Figure 95. 

Le diamètre de 210 particules a été mesuré sur ces images, la distribution de ces dia-

mètres est présentée Figure 96. 

 

Figure 95 Image TEM des particules de maghémite fonctionnalisées avec de l'acide 

acrylique (3%). 

 La présence de l’acide acrylique n’est pas visible sur les images de microscopie 

électronique. L’augmentation du diamètre hydrodynamique moyen au niveau de la dis-

tribution des nanoparticules est très probablement dû aux lavages, qui jouent le rôle 

d’un second tri : les plus petites particules ont été éliminés lors des lavages ce qui 

conduit à une augmentation du diamètre moyen et à une diminution de la polydisper-

sité.  
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Figure 96 Distribution en taille obtenue par comptage de 210 nanoparticules de mag-

hémite fonctionnalisées avec l’acide acrylique. Les particules ont un diamètre moyen 

de 22 nm et une polydispersité de 0.41. 

2. Fonctionnalisation par une couche de polymère fluorescent 

Dans le chapitre précédent, il a été montré qu’il était possible de synthétiser des 

nanoparticules de polymère par photopolymérisation de type II en utilisant le couple 

Rhodamine B/ Benzophénone pour l’amorçage. La partie précédente a permis d’illus-

trer la possibilité de réaliser des particules de type cœur-coquille en fonctionnalisant les 

nanoparticules de maghémite avec de l’acide acrylique mais que l’intégration du mo-

nomère fluorescent ne permettait pas d’obtenir des nanoparticules de petite taille.  

Dans cette partie, la combinaison de ces deux approches sera donc explorée en mettant 

l’accent sur l’influence de la concentration en monomères sur les propriétés des parti-

cules synthétisées. Les échantillons seront donc identifiés par leur ratio molaire [Fer : 

monomères] obtenu à partir du dosage du Fer dans les nanoparticules de maghémite 

fonctionnalisées par l’acide acrylique et de la quantité molaire totale des monomères 

utilisés : [1 :48], [1.72] et [1 :96]. 

Le mélangé réactionnel est donc composé de nanoparticules de maghémite fonction-

nalisées avec de l’acide acrylique, d’acrylamide, de BIS, de benzophénone et de rhoda-

mine B. Les flacons sont placés horizontalement sur les rouleaux d’un agitateur orbi-

talaire (200 rpm) et irradiés par des UV à 365 nm pendant 3h (Figure 97). L’évolution 

de la taille des nanoparticules est évaluée qualitativement à l’aide de l’appareil de DLS 

in situ Vasco Kin. 
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Figure 97 Configuration expérimentale lors de l’étape de polymérisation 

 Les échantillons ainsi obtenus sont dialysés dans de l’eau distillée pour éliminer 

les réactifs en excès avant d’être caractérisés. Les échantillons avant polymérisation, 

après polymérisation et après dialyse sont présentés Figure 98. 

 

Figure 98 a) de gauche à droite, [1:48],[1:72] et [1:96], avant polymérisation, (b) après 

polymérisation, (c) après dialyse. 

3. Caractérisation 

Le suivi de l’évolution des données de corrélation en cours de synthèse indique une 

évolution rapide des particules sur l’ensemble des échantillons suivie d’une absence 

d’évolution au-delà de 80 minutes de polymérisation (Figure 99).  

La taille des nanoparticules augmente, mais cette caractérisation ne permet pas 

de déterminer si cela est dû à une couche de polymère ou à une agrégation des nano-

particules magnétiques. L’évolution en taille obtenue pour l’échantillon [1 : 96] est pré-

sentée Figure 100 à titre indicatif. En effet les mesures de taille par DLS sont sensibles 

à la température, et la température exacte à l’intérieur du flacon n’est pas connue car 

il n’est pas possible d’y mettre la sonde de température. Ces mesures peuvent donc 

être utilisées pour refléter l’évolution du diamètre hydrodynamique des nanoparticules 

mais pas pour déterminer leur taille absolue. 
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Figure 99 Evolution de la fonction de corrélation au cours du temps réactionnels pour 

les échantillons [1 :48], [1.72] et [1 :96]. 

 

Figure 100 Evolution du diamètre hydrodynamique des nanoparticules modélisée à par-

tir des fonctions de corrélation mesurées.  

 La présence de polymère est en revanche attestée pas la spectroscopie infrarouge 

après purification de l’échantillon en Figure 101. On retrouve en particulier des bandes 

caractéristiques des élongations des liaisons N-H, C-H et C=O, respectivement, de 3400 

à 3500 cm-1, de 2840 à 3000 cm-1 et à 1690 cm-1 déjà observées dans la Figure 41 au 

Chapitre 2, page 73. 

La réalisation de clichés de microscopie électronique permet de visualiser la pré-

sence de polymère à la surface des nanoparticules. Pour l’échantillon [1 :48], la couche 

de polymère est fine et elle est parfois difficile à observer, en particulier en raison du 

faible contraste entre le polymère et le carbone de la grille (Figure 102). Par rapport 

aux particules fonctionnalisées à l’Aac, le diamètre moyen des particules ainsi que la 

polydispersité semblent avoir augmenté : on retrouve un nombre plus important de 

particules groupées. 
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Figure 101 Spectre FTIR (a) nanoparticules de maghémite, (b) nanoparticules de mag-

hémite fonctionnalisées avec l’acide acrylique, (c), (d) et (e), respectivement, les échan-

tillons [1 : 48], [1 : 72] et [1 : 96].   

 

 

Figure 102 Image TEM représentative de l'échantillon [1 : 48] et histogramme illustrant 

la répartition en taille des nanoparticules obtenue par comptage sur 300 particules. Les 

particules ont un diamètre moyen de 42 nm et une polydispersité de 0.65. Les flèches 

de couleur marron pointent les nanoparticules de maghémite, les flèches bleues le po-

lymère visible. 

 

Pour les échantillons [1 : 72] et [1 : 96], la couche de polymère semble plus facile 

à discerner et est donc vraisemblablement plus épaisse (Figure 103 et Figure 104). 

Les particules ainsi formées sont de taille plus importante mais cela est plutôt dû à un 

nombre plus important de nanoparticules de maghémite par particule hybride.  
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Figure 103 Image TEM représentative de l'échantillon [1 :72] et histogramme illustrant 

la répartition en taille des nanoparticules obtenue par comptage sur 284 particules. Les 

particules ont un diamètre moyen de 45 nm et une polydispersité de 0.77. Les flèches 

de couleur marron pointent les nanoparticules de maghémite, les flèches bleues le po-

lymère visible. 

 

Figure 104 Image TEM représentative de l'échantillon "106" et histogramme illustrant 

la répartition en taille des nanoparticules obtenue par comptage sur 84 particules seu-

lement, les images ne contenant qu’un faible nombre d’objets. Les particules ont un 

diamètre moyen de 67 nm et une polydispersité de 0.61. Les flèches de couleur marron 

pointent les nanoparticules de maghémite, les flèches bleues le polymère visible. 

 Toutefois, contrairement à la tendance indiquée par les images de microscopie 

électronique, une concentration plus importante en monomères ne permet pas de pro-

duire une plus grande quantité de polymère. Un premier élément en faveur de ce résul-

tat est la concentration massique des échantillons obtenue en séchant un volume connu 

d’échantillon ainsi que le rendement de la polymérisation obtenu à partir de cette va-

leur (Tableau 12). 
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Tableau 12 Concentration et rendement de polymérisation des échantillons [1 : 48], 

[1 : 72] et [1 : 96]. 

Echantillon [1 : 48] [1 : 72] [1 : 96] 

Concentration (mg/mL)  9.2 3.5 2.2 

Rendement (%)* 74% 19% 8.8% 

Plus le mélange réactionnel est concentré en monomères, moins le rendement de 

la polymérisation est important et plus la quantité de polymère formée est faible. Ce 

résultat contre-intuitif est confirmé par l’analyse thermogravimétrique des nanoparti-

cules (Figure 105).    

 

Figure 105 Analyse thermogravimétrique des nanoparticules de maghémite (NP), fonc-

tionnalisées par l’Aac (NP@Aac) et des échantillons [1 : 48], [1 : 72] et [1 : 96]. 

 L’échantillon présentant la perte de masse la plus importante est [1 : 48], il 

contient donc une fraction massique plus faible de particules magnétiques. Pour une 

masse sèche donnée, cela signifie donc que l’échantillon [1 : 48] est celui qui contient la 

plus grande quantité de polymère. On retrouve donc la tendance observée au niveau de 

la concentration des échantillons et des rendements. Une hypothèse permettant d’ex-

pliquer ce phénomène vis-à-vis des images de microscopie électronique est que la surface 

de plusieurs nanoparticules isolées est plus importante que la surface d’un agrégat de 

ces mêmes particules. Il est donc possible que la couche de polymère soit plus épaisse 

sur [1 : 96] mais que, par particule, la masse de polymère soit plus importante pour 

l’échantillon [1 : 48]. 

                                      
* Estimation obtenue en comparant la concentration massique obtenue, déduite de la masse de nanopar-

ticules magnétiques introduites, par rapport à la concentration massique en monomères introduite.  
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 Cette différence se retrouve lorsque la fluorescence de ces échantillons est analy-

sée : [1 : 48] est plus fluorescent que [1 : 72] qui est lui-même plus fluorescent que [1 : 

96] lorsqu’un même volume d’échantillon est examiné (Figure 106).  

 

Figure 106 Spectres de fluorescence obtenus pour un même volume d’échantillon brut 

après excitation à 545 nm.  

Lorsque cette fluorescence est normalisée par la concentration en polymère, 

l’échantillon [1 : 48] reste 4 fois plus fluorescent que les deux autres échantillons (Fi-

gure 107). Au premier abord contre-intuitif, ce résultat est facilement explicable si 

l’on considère que la quantité de Rhodamine B par rapport à la quantité de monomère 

est nettement supérieure pour l’échantillon [1 :48] que pour [1 :96].  

 

Figure 107 Spectres de fluorescence obtenus après normalisation par la concentration 

massique en polymère après excitation à 545 nm. 
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4. Propriétés magnétiques  

Bien que les limites optiques ne permettent pas d’observer ces nanoparticules à 

l’aide d’un microscope optique, celui-ci peut être utilisé pour vérifier le couplage des 

particules magnétiques avec le polymère. En effet, en présence d’un champ magnétique, 

les particules magnétiques se déplacent parallèlement au champ, dans la direction où 

celui-ci est le plus fort. De plus, grâce à l’intégration de Rhodamine B dans le polymère, 

celui-ci est fluorescent. Pour vérifier qualitativement l’existence d’un couplage entre 

fluorescence et propriétés magnétiques, une goutte de solution de particules magné-

tiques fluorescentes a été déposée sur une lame de microscope et un aimant permanent 

NdFeB a été placé à proximité du front de la goutte, hors du champ du microscope. 

Bien que la concentration en particules ainsi que l’intensité du champ magnétique ne 

permettent pas de déplacer la goutte, la fluorescence au bord de la goutte augmente au 

cours du temps, traduisant une accumulation de particules à la fois magnétiques et 

fluorescentes.  

 L’accumulation de la fluorescence au niveau du front de la goutte est présentée 

Figure 108 pour [1 : 48], Figure 109 pour [1 : 72] et Figure 110 pour [1 : 96]. 

 

Figure 108 Evolution de la fluorescence au niveau du front d’une goutte d’échantillon 

[1 : 48] en cours du temps en présence d’un aimant permanent, hors du champ en bas 

à droite. La barre d’échelle correspond à 20 µm.  
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Figure 109 Evolution de la fluorescence au niveau du front d’une goutte d’échantillon 

[1 : 72] en cours du temps en présence d’un aimant permanent, hors du champ à droite. 

La barre d’échelle correspond à 20 µm. 

 La distance entre le front de la goutte et l’aimant n’étant ni contrôlée ni connue 

précisément, il n’est possible d’interpréter ces images autrement que qualitativement, 

en tant que confirmation du couplage entre fluorescence et propriétés magnétiques et 

donc de la fonctionnalisation des nanoparticules de maghémite par du polymère fluo-

rescent. 

 

Figure 110 Evolution de la fluorescence au niveau du front d’une goutte d’échantillon 

[1 : 96] en cours du temps en présence d’un aimant permanent, hors du champ en bas. 

La barre d’échelle correspond à 20 µm. 

Sur les images de l’échantillon [1 : 96] (Figure 110) on peut également observer 

la présence d’aggrégats de grande taille se déplaçant en direction de l’aimant. 
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La réalisation de courbes d’aimantation permet de vérifier que les nanoparticules 

conservent leur superparamagnétisme. On retrouve une valeur d’aimantation à satura-

tion Ms en emu/gfer proche de celle déterminée en I (40.6 emu/gmaghémite) pour l’en-

semble des échantillons : 39.0 emu/gmaghémite pour [1 : 48], 38.8 emu/gmaghémite pour [1 : 

72] et 38.9 emu/gmaghémite pour [1 : 96] (Figure 111). 

Lors de la mesure de l’échantillon [1 : 72], une microgouttelette d’échantillon est 

remontée dans l’Eppendorf sous l’effet des vibrations engendrant une perte de masse à 

l’origine de la différence d’aimantation entre les deux portions de courbe.   

 Il est très probable que la différence d’aimantation entre les particules nues et 

les particules fonctionnalisées soit due à une incertitude sur la concentration en fer des 

nanoparticules nues. En effet, celle-ci est connue précisément pour la solution de nano-

particules de maghémite mais elle a été diluée précisément pour être proche de la con-

centration en fer de [1 : 48]. Elle n’a pas été dosée à nouveau à cette concentration. 

Cette dernière est donc une estimation à partir de la dilution effectuée dont l’incerti-

tude est plus importante que pour les échantillons dosés.  
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Figure 111 Courbe d'aimantation des nanoparticules après correction de la composante 

diamagnétique et du champ résiduel de la bobine supraconductrice. a) [1 :48], b) [1 :72] 

et c) [1 :96]. 
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 Comme pour les nanoparticules de maghémite nues, il est également possible de 

déterminer le pouvoir chauffant des échantillons [1 : 48],[1 : 72] et [1 : 96] en présence 

d’un champ magnétique alternatif de 300 Gauss oscillant à 776kHz à l’aide des courbes 

d’hyperthermie magnétique (Figure 112). 

 

Figure 112 Un champ magnétique alternatif, indiqué par la courbe jaune, est appliqué 

sur 3 périodes, jusqu’à ce qu’une température de 26°C soit atteinte. Entre chaque 

application du champ, le système est refroidi. Une modélisation linéaire est effectuée 

sur la phase de chauffage pour chacun des cycles de l’échantillon. a) [1 :48], b) [1 :72] 

et c) [1 :96] (pentes en C°/s). 
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Pour une quantité de nanoparticules magnétiques équivalentes, il semble que le 

pouvoir chauffant des nanoparticules ait été diminué par la fonctionnalisation (Figure 

113). Cela peut s’expliquer par une agrégation des nanoparticules dans la matrice de 

polymère mais aussi par d’éventuelle variation dans le transfert de l’énergie thermique 

vers l’eau à travers la couche de polymère. La possibilité d’obtenir une élévation ma-

croscopique de température est néanmoins très encourageante puisque l’objectif du 

projet est à terme d’utiliser une élévation locale de température pour obtenir la libéra-

tion d’une molécule thérapeutique. 

 

Figure 113 Récapitulatif des valeurs de SLP pour les particules nues et les particules 

fonctionnalisées. En W/gmaghémite. 

5. L’importance de la température et de l’agitation  

La synthèse présentée ici a été réalisée dans une pièce à une température de 25°C 

dans des flacons disposés horizontalement sur un agitateur orbitalaire (Figure 97). 

Lors de la polymérisation, la température sous la lampe augmente jusqu’à se stabiliser 

au bout de 30 minutes entre 30 et 34°C. La modification de ces paramètres induit 

directement des différences dans la morphologie des particules synthétisées.  

La réalisation de la synthèse dans une pièce plus fraîche (15°C) en conservant les 

autres paramètres expérimentaux conduit à des rendements très bas : [1:48] : 1.6%, 

[1:72] : 17.1% and [1:96]: 2.7% par rapport à ceux obtenus précédemment. Les spectres 

de fluorescence obtenus pour ces échantillons indiquent la même tendance (Figure 

114). Ces résultats peuvent indiquer une forte dépendance en température de la ciné-

tique de la réaction. 
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Figure 114 Spectre de fluorescence obtenu avec une longueur d’onde d’excitation de 

545nm après polymérisation dans une pièce à 15°C. 

Un autre paramètre clé de cette synthèse est la méthode et la vitesse d’agitation. 

En effet, les agitateurs à rouleau (roller stirrer), qui permettent une simple rotation 

des flacons suivant leur axe vertical, ont pour réputation de permettre la synthèse de 

nanoparticules avec une plus faible polydispersité. Comme précédemment, la synthèse 

a donc été reproduite à l’identique sur ce type d’agitateur, en utilisant la vitesse de 

rotation la plus basse, avec une irradiation UV par le dessus et une distance entre la 

lampe et les flacons de 5 cm. Après une heure de polymérisation, de gros agrégats de 

polymère sont visibles dans les flacons (Figure 115) 

 

Figure 115 Aspect des échantillons après 1h de polymérisation sur le « roller stirrer » 

à basse vitesse. 

En répétant cette synthèse en augmentant la vitesse d’agitation du roller, des 

solutions plus homogènes ont pu être obtenues. Cependant, leur observation au micros-

cope électronique à transmission met en évidence la présence de grands films de poly-

mère contenant des particules magnétiques (Figure 116) 
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Figure 116 Image de microscopie d’un échantillon d’apparence homogène, préparé avec 

un ratio molaire [fer : monomères] de [1 :48] sur le roller stirrer à vitesse moyenne. 

6. Conclusion 

Cette synthèse a été imaginée de sorte à ne changer qu’un seul paramètre : la con-

centration en monomère. Toutefois, en maintenant la concentration en rhodamine B et 

en benzophenone constante entre les différents échantillons, cela modifie les ratios mo-

nomères/Rhodamine B et monomères/benzophénone. Il est donc finalement difficile de 

déterminer si les différences observées sont dues à la baisse de ces ratios, à l’augmen-

tation de la concentration en monomères ou à une combinaison de ces deux paramètres. 

Bien que cette synthèse semble sensible à de nombreux paramètres pouvant la rendre 

complexe à reproduire, elle a permis l’obtention de nanoparticules de type cœur-co-

quille, fluorescentes, de petite taille, stables, y compris sur une période de plusieurs 

mois. Ces échantillons ont conservé les propriétés magnétiques des nanoparticules de 

maghémite et sont ainsi capables de générer de la chaleur sur commande, lorsqu’un 

champ magnétique alternatif est appliqué. 

IV. Conclusion  

Dans ce chapitre, nous avons vu qu’une fonctionnalisation des nanoparticules de 

maghémite par de l’acide acrylique pouvait permettre d’améliorer la morphologie des 

hydrides obtenus et de former des particules cœur-coquille. L’intégration d’un mono-

mère fluorescent est une étape critique pouvant menacer la stabilité colloïdale des na-

noparticules.  

Une photopolymérisation de type II amorcée par le couple Rhodamine B / Benzo-

phénone peut être utilisée pour réaliser des nanoparticules de polymère magnétiques et 

fluorescentes. En particulier, ces nanoparticules sont capables de produire un 

1 : 48 



 

 

137 

 Synthèse de nanoparticules magnétiques fluorescentes 

échauffement local qui pourra leur permettre de libérer les molécules thérapeutiques 

encapsulées en leur sein 

 Les essais de réalisation d’empreintes de protéine dans ces échantillons se sont 

toutefois heurtés à des problèmes de stabilité colloïdale. En effet, les peptides sont en 

solution dans du tampon phosphate à pH 7.4, et l’ajout d’un volume aussi faible que 

300 µL dans le mélange réactionnel décrit précédemment suffit à faire précipiter les 

nanoparticules magnétiques. 

V. Matériel et méthode 

1. Réactifs  

En addition des réactifs listés page 97, les réactifs suivants ont été utilisés. 

Ammonium persulfate (APS, Sigma-Aldrich, 99%), N,N,N′,N′-Tetramethyl ethylene-

diamine (TEMED, Sigma-Aldrich, 99%), Chlorure ferrique (VWR), chlorure fer-

reux(VWR),  nitrate ferrique(VWR),  éther diéthylique(VWR), acide nitrique (HNO3, 

52.5%, VWR), acide chlorhydrique (HCl, Sigma Aldrich, 37%) amoniaque (NH4OH, 

22.5%, Calo Erba), acide acrylique (Aac, 99%, Sigma Aldrich).  

2. Outils de caractérisation   

En addition des techniques listées page 98,  les techniques suivantes ont été utilisées 

dans ce chapitre. 

La distribution en taille des nanoparticules a été obtenue en mesurant la taille des 

nanoparticules à l’aide du logiciel imageJ. L’histogramme de la distribution en taille a 

ensuite été tracé sur le logiciel Igor et modélisé par une loi LogNormal.  

Les mesures de potentiel Zeta ont été réalisés sur un ZetaSiser Red Ultra de Malvern 

Instruments dans des cellules Zeta à capillaire replié DTS1070. Les solutions ont été 

dilués dans de l’eau à pH 2 (HNO3). 

Les analyses thermogravimétriques ont été réalisées sur des échantillons séchés à 

l’étuve à 70°C pendant une semaine. Une masse d’environ 10mg a été déposé dans un 

pan en platine. L’analyse a été réalisé dans un TGA 550 du constructeur Texas Instru-

ment, sous un flux d’azote de 50mL/min avec une rampe de température de 10 °C/min. 

La concentration en fer des échantillons a été déterminée par spectroscopie d’ad-

sorption atomique. Les échantillons ont été dégradé dans de l’HCl à 35% et ont été 

dilués avec précision dans de l’HNO3 à 2%. La concentration en fer est obtenue sur un 

appareil Analyst100 de PerkinElmer après étalonnage.  

Les images de microscopie optique utilisées pour montrer le couplage entre fluores-

cence et propriétés magnétiques ont été réalisées sur un microscope Axiovert 200 de la 
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marque Zeiss, équipé d’une lampe à vapeur de mercure, de filtres de fluorescence et 

d’une caméra Manta Allied Vision.   

Les courbes d’aimantation ont été obtenues en analysant 20µL d’échantillon dans 

un eppendorf dans un magnétomètre SQUID MPMS 5S du constructeur Quantum De-

sign en mode échantillon vibrant (VSM) en faisant varier le champ magnétique de 0 à 

20 000 Oe, de 20 000 à -20 000 Oe et enfin de -20 000 à 0 Oe. Le champ résiduel dans 

la bobine supraconductrice est de 25 Oe. Les courbes d’aimantation brutes ont été 

corrigées en éliminant ce champ résiduel ainsi que la composante diamagnétique due à 

l’eau et à l’Eppendorf. 

La détermination du pouvoir chauffant des nanoparticules a été réalisé sur un dis-

positif de génération de champ magnétique alternatif D5 series Automated Driver fa-

briqué par l’entreprise Nanoscale Biomagnetics. La bobine utilisée est la bobine 

CAL1_0924 qui permet d’obtenir un champ magnétique de 580 Gauss maximum à 

147kHz et de 300 Gauss à 776 kHz. Le refroidissement du système est assuré par un 

circuit hydraulique régulé par un « chiller » entre 17 et 22°C. Au cœur de la bobine, le 

champ est suffisamment homogène pour que la variation au sein du volume de l’échan-

tillon soit inférieure à 5%. La température au sein de l’échantillon est mesurée à l’aide 

d’une fibre optique. La série d’expérience ayant conduit au choix d’une fréquence de 

776kHz et d’un champ magnétique de 300 Gauss est présentée en Annexe « Mesure du 

pouvoir chauffant » page 170. 

3. Synthèse de nanoparticules de maghémite  

La synthèse présentée ici permet d’obtenir une grande quantité de nanoparticules 

(500mL de solution à environ 130g/L de maghémite). 

Dans un bécher de 1L, 180g de FeCl2.4H2O sont dissouts dans 500mL d’eau 

distillée et 100mL d’HCl 37%. Cette solution est ensuite ajoutée, dans un bécher de 

5L, à 715mL de FeCl3 et 3L d’eau. La solution est colorée mais limpide. Le mélange 

est agité à 800 tours/min et 1L de NH3 concentré (22.5%) est ajouté très rapidement. 

La solution devient opaque d’un couleur noir goudron. Après 30min d’agitation, la 

solution est placée sur un aimant et après 10 minutes le surnageant est aspiré. Le 

précipité est ensuite lavé sur aimant par 1L d’eau distillée.  

Les nanoparticules sont ensuite transférées en milieu acide en ajoutant 360 mL 

de HNO3 concentré (52.5%) puis lavées sur aimant après 30 minutes d’agitation. Pour 

oxyder les nanoparticules de magnétite en maghémite, une solution de 800 mL d’eau 

distillée contenant 323 g de Fe(NO3)3 est portée à ébullition avant d’être ajoutée au 

précipité. Après 30 minutes de chauffage sous agitation, les particules sont décantées 

sur un aimant. Le surnageant incolore, est aspiré, et le précipité, marron, est lavé par 
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une solution constituée de 360mL de HNO3 concentré et 2L d’eau distillée. Les parti-

cules sont ensuite lavées 3 fois avec 1L d’acétone et 2 fois avec 500mL d’éther. Les 

particules sont enfin dispersées dans 1L d’eau distillée et les résidus d’éther sont éva-

porés.  

Pour trier les nanoparticules, celles-ci sont déstabilisées en ajoutant 25 mL de 

HNO3 concentré. Après 10minutes de décantation sur un aimant, le surnageant et le 

culot sont séparés. Comme l’objectif est d’obtenir de grosses particules, c’est le culot 

qui est conservé. Celui est à nouveau dispersé dans 500 mL d’eau distillée et décanté 

sur aimant après ajout de 9 mL d’HNO3 concentré. Le culot récupéré est alors lavé 3 

fois par 500mL d’acétone, 2 fois par 200mL d’éther avant d’être redispersé dans 500 

mL d’eau distillée. Cet échantillon sera appelé nanoparticules de maghémite dans la 

suite.  

4. Optimisation fonctionnalisation acide acrylique 

Pour réaliser les échantillons « 0.5%Aac », « 2%Aac » et « 5%Aac », un volume de 

25µL, 100µL ou 250µL, respectivement, a été ajouté à 5mL de solution de nanoparti-

cules de maghémite (0.907M de fer). Après 10 minutes de sonication, les solutions sont 

chauffées à 80°C pendant 40 minutes. Au bout de quelques minutes, l’échantillon con-

tenant 5%v/v d’acide acrylique devient marron clair (la solution se trouble). Après 

refroidissement, les échantillons sont lavés 3 fois par 5mL d’acétone et par 5mL d’éther 

avant d’être à nouveau dispersés dans de l’eau à pH 3 (HNO3). 

5. Synthèse polymères magnétiques redox 

La polymérisation a été effectuée à partir de 2.2mg de nanoparticules préparées 

précédemment à partir de 0%, 0.5%, 2% et 5% d’acide acrylique. Les nanoparticules 

ont été soniquées avant d’être dispersées dans 15mL d’eau distillée contenant 1.85mmol 

d’AM (132mg) et 0.32mmol de BIS (66mg). Puis les solutions ont été purgées sous 

azote pendant 15 minutes avant l’ajout de 27µL de TEMED et 13.5mg d’APS. Après 

une heure de polymérisation, les échantillons sont mis en dialyse dans des membrane 

12-14kDa pour être purifiés (5 bains successifs de 300mL d’eau distillée). 

6. Fonctionnalisation acide acrylique pour photopolymérisa-

tion de type II 

150 µL d’Aac sont ajoutés à 5 mL de suspension de nanoparticules magnétiques 

(4.53 mmol de fer). Le mélange est placé dans un bain à ultrasons pendant 15 minutes 

afin d’assurer une bonne dispersion des nanoparticules avant d’être chauffé à 80°C 

pendant 40 minutes. Après refroidissement, les particules sont lavées avec 3 fois 5mL 

d’acétone, et 5mL d’éther puis sont redispersées dans de l’eau à pH 2 (HNO3). 
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7. Synthèse de nanoparticules de polymère magnétique par 

photopolymérisation de type II  

Les échantillons sont identifiés par leur ratio molaire [Fer : monomères] obtenu 

à partir du dosage du Fer dans les nanoparticules de maghémite fonctionnalisées par 

l’acide acrylique et de la quantité molaire totale des monomères utilisés : [1 :48], [1.72] 

et [1 :96]. La composition de leur mélange réactionnel est détaillée dans le Tableau 

13. 

Tableau 13 Composition des mélanges réactionnels pour les échantillons [1 :48], [1.72] 

et [1 :96] 

Echantillon  [1 :48] [1 :72] [1 :96] 

AM (mmol) 1.85 2.775 3.7 

BIS (mmol) 0.32 0.48 0.64 

Total monomères (mmol) 2.17 3.225 4.34 

Fer (µmol) 45 45 45 

Rhodamine B (µmol) 4.1 4.1 4.1 

Benzophénone(µmol) 22 22 22 

Volume total (mL) 14.6 14.6 14.6 

Dans chaque flacon, les monomères et la rhodamine B ont été mélangés avant 

d’ajouter les nanoparticules de maghémite fonctionnalisées après qu’elles aient été pré-

alablement soniquées pendant 15 minutes. Puis la benzophénone, en solution dans 

l’éthanol, est ajoutée lentement au mélange qui est ensuite soniqué pendant 10 minutes. 

Pour obtenir un mélange limpide il est important que les deux solutions soient à une 

température d’au moins 20°C. Après 15 minutes de dégazage, les flacons sont placés 

horizontalement sur les rouleaux d’un agitateur orbitalaire réglé à 200 tours/min et 

irradiés par des UV à 365 nm pendant 3h.  
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L’objectif de ce chapitre est de décrire une autre méthode permettant la synthèse 

de nanoparticules de polymère à empreintes de protéines et en particulier d’augmenter 

la spécificité des échantillons. Cette méthode consiste à fixer les peptides sur des billes 

de verre de taille micrométrique servant de substrat et à réaliser les empreintes de 

polymère en utilisant un mélange de monomères spécialement développé pour cette 

utilisation. Comme discuté dans le Chapitre 1, cette méthode est utilisée depuis de 

nombreuses années par l’équipe de Sergey Piletsky et le protocole utilisé dans ce cha-

pitre a donc été adapté à partir de ses travaux.66,67,68,70,81,82,99,180,181   

La première partie de ce chapitre traite de nanoparticules magnétiques à empreinte 

de protéine réalisées par synthèse sur surface solide. Cette synthèse ayant été réalisée 

au début de ce projet de thèse, elle ne bénéficie pas des améliorations apportées lors 

des expériences présentées dans les chapitres précédents. En effet, il s’agit d’une des 

premières pistes explorées pour réaliser des polymères à empreintes magnétiques : elle 

combine l’utilisation d’un support solide et de nanoparticules magnétiques fonctionna-

lisées avec du DCAA. La seconde partie de ce chapitre porte sur des nanoparticules de 

polymère préparées par synthèse sur surface solide. La synthèse de ces nanoparticules 

a été effectuée par Abdel Hussein, stagiaire de Master 2 au laboratoire PHENIX. Cette 

synthèse a permis de montrer qu’un peptide non imprimable avec une méthode clas-

sique pouvait être imprimé avec succès en changeant de méthode d’impression et de 

monomères. 

I. Synthèse de nanoparticules de polymère magné-

tiques imprimées par synthèse sur surface solide  

1. Principe  

La synthèse de nanoparticules de polymère imprimées sur surface solide repose sur 

la fixation de la molécule cible, le peptide, sur des billes de verre. Un mélange de 

monomères présentant une forte affinité pour les protéines et optimisé pour cette ap-

plication est utilisé pour former des nanoparticules de polymère. Des nanoparticules de 

polymère sont liées à la cible, fixée sur les billes de verre, tandis que d’autres sont libres 

en solution. L’élimination de ces nanoparticules libres permet de séparer ces particules 

de faible affinité des nanoparticules de haute affinité, fixées sur les billes. Enfin, la 

présence de NIPAM dans le mélange de monomères permet d’obtenir des nanoparti-

cules de polymère thermosensibles, une élévation de température conduit donc au dé-

crochage des nanoparticules de polymère de haute affinité.  

Le tri des nanoparticules par rapport à leur affinité ainsi que la localisation des 

empreintes, par principe localisées en surface des nanoparticules devraient permettre 
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d’obtenir des nanoparticules capables de cibler efficacement la protéine CD36, y com-

pris à faible concentration.  

Si l’utilisation d’une synthèse sur surface solide est très répandue pour préparer 

des nanoparticules de polymère, elle n’avait, en revanche, jamais été utilisée pour pré-

parer des nanoparticules de polymère magnétiques à empreintes de protéine. Le princi-

pal frein à cette utilisation serait une éventuelle affinité des nanoparticules de mag-

hémite pour la silice composant les billes de verre, ce qui rendrait difficile la séparation 

entre les nanoparticules et les billes. L’autre point important de cette modification est 

la nécessité de l’intégration des nanoparticules de maghémite dans la matrice de poly-

mère. Nous avons vu au chapitre 3 que leur fonctionnalisation par de l’acide acrylique 

permettait la formation de nanoparticules de type cœur-coquille. L’approche présentée 

dans ce chapitre utilise cependant l’agent iniferter photopolymerisable DCAA, comme 

prévu initialement dans le projet, avant l’observation des problèmes de reproductibilité 

qui lui sont associés. Le principe de cette synthèse, en présence de nanoparticules de 

maghémite fonctionnalisées avec le DCAA, est présenté Figure 117. 

 

Figure 117 Synthèse sur billes de verre adaptée. (1) Des billes de silice sont fonction-

nalisées avec la protéine cible. (2) La polymérisation de monomères adaptés en pré-

sence de nanoparticules de maghémite fonctionnalisées par le DCAA forme des nano-

particules de polymère magnétiques. (3) Le polymère libre est éliminé. (4) Une élévation 

de température permet le décrochage des polymères spécifiques et leur récupération. 

 Le mélange de monomères est composé de N-isopropylacrylamide, permettant 

d’obtenir un polymère thermosensible, du N, N’méthylènebisacrylamide, jouant le rôle 
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de réticulant, du N-ter-butylacrylamide, du N-(3-aminopropyl) methacrylamide per-

mettant des interactions électrostatiques et de l’acide acrylique (Figure 118). 

 

Figure 118 Formule chimique des monomères utilisés. 

2. Fonctionnalisation des billes de verre  

La première étape de cette synthèse consiste à fonctionnaliser des billes de verre de 

75µm avec le peptide cible. Pour cela, les billes doivent être lavées à la soude pour être 

activées avant d’être silanisées avec du 3-aminopropyltrimethyloxysilane. Cette salini-

sation permet d’obtenir des billes de verre présentant une amine primaire à leur surface 

qui ouvre plusieurs voies permettant de greffer le peptide. Comme le peptide présente 

une cystéine terminale, et donc une fonction SH, l’étape suivante consiste à ajouter du 

succinimidyl iodoacetate pouvant se greffer sur l’amine primaire puis réagir avec la 

fonction SH du peptide pour le greffer aux billes de façon covalente (Figure 119). 

 

Figure 119 Principe de la fonctionnalisation des billes de verre, adapté de 181. 

3. Polymérisation et purification 
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Les billes de verre sont fonctionnalisées avec le peptide 93-110. Du DCAA est ad-

sorbé sur les nanoparticules de maghémite qui sont ensuite intégrées à une solution de 

monomères contenant du N-isoprpylacrylamide, du N, N’methylenebisacrylamide, du 

N-ter-butylacrylamide, du N-(3-aminopropyl), de l’acide acrylique et de l’ArtRhod. La 

solution de monomères contenant les nanoparticules est ensuite ajoutée aux billes de 

verre avant d’être dégazée sous azote et placée sur la lampe UV. Après 5h de polymé-

risation, les nanoparticules magnétiques semblent toujours stables en solution tandis 

que la couleur des billes de verre est passée de blanche à marron (Figure 120-a et b). 

Après des lavages à l’eau distillée froide, les particules de haute affinité sont extraites 

par chauffage à 45°C. Une quantité importante de nanoparticules magnétiques est ex-

traite, les billes s’éclaircissent, sans toutefois reprendre leur couleur d’origine (Figure 

120-c). 

 

Figure 120 Photos des échantillons. (a) et (b) les billes de verre en solution après 

polymérisation, (c) Séparation entre les polymères à empreinte magnétiques et les billes 

de verre après chauffage. 

4. Caractérisations  

Contrairement à d’autres agents iniferter photopolymérisables, le DCAA est hydro-

soluble. Sa fonctionnalisation sur les nanoparticules de maghémite (Figure 121) n’af-

fecte pas leur stabilité, elles ne s’agrègent pas. 

 La visualisation des nanoparticules de haute affinité récupérées à l’issue de la po-

lymérisation par microscopie électronique montre des nanoparticules de grande taille 

(plus de 200nm) présentant une quantité importante de polymère enveloppant des na-

noparticules de maghémite (Figure 122). Cette morphologie est assez éloignée des 

particules cœur-coquille obtenues au chapitre 3, avec des particules de plus de 300nm, 

est peu adaptée pour des applications in vivo.  
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Figure 121 Image de microscopie électronique des nanoparticules de maghémite fonc-

tionnalisées par le DCAA. 

 

Figure 122 Image de microscopie électronique d'un polymère à empreintes magnétique 

réalisé sur surface solide. 

 Comme précédemment, les nanoparticules synthétisées sont également fluores-

centes (Figure 123). 
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Figure 123 Spectre de fluorescence de l'échantillon brut à une longueur d'onde d'exci-

tation de 540 nm. 

5. Ciblage de la protéine CD36 

Si les caractéristiques physiques des nanoparticules et en particulier leur taille et 

leur morphologie ne sont pas optimales pour les applications visées par ce projet, leur 

capacité à cibler spécifiquement la protéine CD36 a été évaluée par cytométrie en flux 

sur des cellules SUM 159 et des cellules SUM159 modifiées pour surexprimer la protéine 

CD36, les cellules SUM159 CL1.  

Comme une quantité faible de solution de particules de haute affinité a été récupé-

rée, celle-ci n’a pas été séchée. Les concentrations utilisées sont donc les concentrations 

en fer déterminée par absorption atomique : 0.16 mM, 0.32 mM et 0.65 mM. Dès la 

plus faible dose, l’ensemble des cellules est marqué, indépendamment de l'expression 

de CD36 déterminée par marquage avec un anticorps anti-CD36 fluorescent (Figure 

124). Il existe cependant une différence importante au niveau de l’intensité de fluores-

cence des cellules : sur les cellules SUM159 CL1 qui expriment fortement la protéine 

CD36, une partie des cellules est marquée plus intensément que les autres. Ce phéno-

mène est particulièrement visible à 0.16 mM en comparant les cellules SUM159 WT 

avec les cellules SUM159 CL1 (Figure 124-e et f).  

Cet échantillon présente un fort ciblage non spécifique. Il est possible que ce phé-

nomène soit dû à la morphologie des particules qui sont de diamètre important et 

contiennent de nombreuses particules de maghémite ce qui augmente leur densité. Or 

les cellules sont lavées par centrifugation à 1000 tour/minute et dans ces conditions les 

particules forment un culot au fond de l’eppendorf, ce qui les « colle » sur les cellules. 
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Figure 124 Cytométrie en flux sur des cellules SUM159 WT (gauche) et SUM159 CL1 

(droite). (a) et (b), représentation des cellules SUM159 WT et CL1 en fonction de leur 

taille (FSC-A) et de leur granulosité (SSC-A). (c) et (d), marquage par 5 µg d’un 

anticorps anti-CD36-APC. Marquage par un MIP à empreinte de 93-110 magnétique 
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à une concentration en fer de : (e) et (f) 0.16 mM, (g) et (h) 0.32 mM, (i) et (j), 0.65 

mM.  

II. Synthèse de nanoparticules de polymère par surface 

solide  

1. Principe 

Il est possible que, lorsque des monomères permettant d’autres types d’interactions 

soient utilisés, des peptides n’ayant pas pu être imprimés à partir d’acrylamide puissent 

permettre de synthétiser des nanoparticules capables de cibler CD36. 

Dans cette partie, les billes de verre seront fonctionnalisées avec le peptide 248-265 

afin d’évaluer si la réalisation d’empreintes de ce peptide (dont l’impression à partir 

des méthodes décrites au Chapitre 2 n’avait pas permis d’obtenir un ciblage cellulaire), 

en utilisant une synthèse sur surface solide avec des monomères permettant d’autres 

interactions que des liaisons hydrogènes, permet d’obtenir des polymères capables de 

cibler spécifiquement la protéine CD36. Son principe est présenté Figure 125. Pour 

permettre une comparaison objective, le protocole appliqué ici suit strictement ce qui 

est décrit dans la littérature. La polymérisation est donc amorcée par le couple oxydo-

réducteur APS/TEMED, en l’absence de nanoparticules magnétiques. 

 

 

Figure 125 Synthèse sur billes de verre. (1) Des billes de silice sont fonctionnalisées 

avec la protéine cible. (2) La polymérisation de monomères adaptés forme des nano-

particules de polymères. (3) Le polymère libre est éliminé. (4) Une élévation de tem-

pérature permet le décrochage des polymères spécifiques et leur récupération. 
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2. Polymérisation et purification 

Des billes fonctionnalisées avec le peptide 248-265, en suivant la même méthode que 

précédemment, sont placées dans une solution de monomère contenant du N-

isoprpylacrilamide, du N, N’methylenebisacrylamide, du N-ter-butylacrylamide, du N-

(3-aminopropyl), de l’acide acrylique et de l’ArtRhod. Après dégazage de la solution 

sous flux d’azote, la polymérisation est amorcée par le couple oxydoréducteur APS/TE-

MED. Au bout d’une heure, les billes (Figure 126-a) sont récupérées et lavées à l’eau 

distillée froide pour éliminer les nanoparticules de polymère de faible affinité et les 

monomères n’ayant pas réagi. La fluorescence des deux premières solutions de lavage 

est présentée Figure 127. Au fur et à mesure des lavages, la solution devient incolore. 

Les billes sont ensuite lavées avec de l’eau distillée préalablement chauffée à 60°C afin 

de collecter les nanoparticules de haute affinité. La fluorescence de cette solution, con-

tenant 0.2 mg/mL de polymère, est plus importante que celle des solutions de lavage à 

froid ce qui indique bien que des nanoparticules fluorescentes se sont séparées des billes 

de verre (Figure 127). 

 

Figure 126 a) Des billes de verre après polymérisation, (b) Un polymère à empreinte 

de 248-265.  

 

Figure 127 Fluorescence des particules de haute affinité et des premiers lavages à froid.  
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Les nanoparticules obtenues à l’issue des lavages sont fluorescentes et stables 

avec un diamètre hydrodynamique proche de 100 nm. Les mesures de taille par DLS 

indiquent néanmoins la présence d’agrégats de taille plus importante (Figure 128-a). 

 

Figure 128 Mesure du diamètre hydrodynamique des particules par DLS. a) Représen-

tation en intensité, b) représentation en nombre. 

Une représentation en nombre de cette mesure indique cependant que ces éléments 

sont minoritaires et que la majorité des nanoparticules a une taille proche de 100nm 

(Figure 128-b). Les clichés de microscopie électronique de l’échantillon montrent des 

nanoparticules d’une centaine de nanomètre, de morphologie non homogène (Figure 

129).  

 

Figure 129 Image de microscopie électronique de l’échantillon. 

3. Ciblage de la protéine CD36 

Pour évaluer la capacité de ces nanoparticules à cibler spécifiquement la protéine 

CD36, celles-ci ont été incubées avec des cellules MCF-7 WT et des cellules MCF-7 

modifiées pour surexprimer la protéine CD36, les cellules MCF-7 CL6. Le marquage a 
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été évalué par cytométrie en flux et est comparé à celui obtenu à partir d’un anticorps 

anti-CD36 fluorescent (Figure 130).  

 

Figure 130 Pourcentage de cellules MCF-7 WT ou CL6 marquées par un anticorps 

anti-CD36 ou par MIP de 248-265 à 10, 20, 50 et 75 µg/mL dans du PBS à 1% de 

sérum. 

 A faible dose, les cellules avec une forte expression de la protéine CD36 semblent 

être ciblées préférentiellement par les polymères à empreinte de 248-265 fluorescents. 

A partir de 50 µg/mL, toutes les cellules sont cependant marquées de façon non spéci-

fique. Par comparaison avec les expériences réalisées au Chapitre 2 page 89, où aucun 

marquage n’était visible pour cet épitope, y compris à une concentration de 1mg/mL 

en polymères à empreinte de 248-265, il est possible d’obtenir un marquage à des con-

centrations très faibles. Il est donc possible que ce mélange de monomères soit plus 

compatible que l’acrylamide pour réaliser des empreintes de ce peptide.  

Des expériences d’immunofluorescence ont été réalisées afin de visualiser le ci-

blage des cellules surexprimant la protéine CD36 par des polymères à empreinte de 

CD36 (248-265), comme pour la réalisation d’images d’immunofluorescence classiques. 

Les marquages sont réalisés sur des cellules fixées dans le but d’éviter l’observation 

d’une internalisation dans les cellules qui serait due à des phénomènes d’endocytose. 

Le marquage avec un anticorps anti-CD36 nous renseigne sur l’expression de la 

protéine sur les cellules MCF-7 WT et CL6. Si conformément à ce qui est attendu le 

marquage est très faible sur les cellules MCF-7 WT, il est en revanche observable sur 

les cellules MCF-7 CL6 (Figure 131). Les cellules ont été marquées avec une solution 

à 40 µg/mL de nanoparticules de polymères à empreinte de CD36 (248-265). On re-

trouve un marquage nettement plus intense sur les cellules présentant une plus forte 
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expression de la protéine CD36 (Figure 132). Ce résultat confirme ce qui a été obtenu 

en cytométrie en flux.  

 

Figure 131 Images de microscopie confocale de cellules MCF-7 et MCF-7 CL6 après 

incubation avec un anticorps anti-CD36 fluorescent, après projection sur 10 images 

centrales (en « Average ») sur chaque stack, dans le canal du DAPI, du PE, et une 

superposition des deux. 

 

Figure 132 Images de microscopie confocale de cellules MCF-7 et MCF-7 CL6 après 

incubation avec des nanoparticules à empreinte de 248-265 à une concentration de 40 
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µg/mL dans du tampon phosphate à 1% de sérum. L’incubation a duré une nuit à 4°C, 

sur des cellules préalablement fixées. Images obtenues après projection sur 10 images 

centrales (en « Average ») sur chaque stack, dans le canal du DAPI, du PE, et une 

superposition des deux. 

III. Conclusion  

L’utilisation d’une surface solide sur laquelle sont greffés les peptides permet une 

sélection des nanoparticules présentant une haute affinité pour le peptide. Conformé-

ment à ce qui est observé dans la littérature, cette méthode permet de réaliser des 

polymères à empreintes de protéines.  

La synthèse sur surface solide de polymères imprimés magnétiques présentée ici a 

été réalisée comme étude préliminaire et utilise le peptide 93-110 pour démontrer la 

faisabilité de la méthode. Lors d’essais pour évaluer d’autres peptides ainsi que l’inté-

gration de Doxorubicine, des problèmes de séparation entre les billes et les nanoparti-

cules de polymère ont été observés. Ils ont par la suite été attribué aux défauts de 

reproductibilité associés à l’utilisation du DCAA et ont motivé l’étude présentée au 

Chapitre 2.   

La morphologie des nanoparticules en présence de maghémite, et en particulier leur 

taille, pourrait être améliorée en utilisant les optimisations étudiées dans les chapitres 

précédents : en les fonctionnalisant par de l’acide acrylique et en utilisant une autre 

méthode de polymérisation. Une limite se pose néanmoins quant à l’utilisation de cette 

méthode dans le cadre de ce projet de thèse. Le chauffage nécessaire à la séparation 

entre les billes et le polymère est incompatible avec l’encapsulation d’une molécule 

thérapeutique. En effet, l’objectif est d’effectuer une libération par chauffage par hy-

perthermie. En chauffant pour récupérer les nanoparticules, la molécule thérapeutique 

risque donc de s’échapper prématurément de la matrice de polymère. Pour contourner 

ce problème, il est possible de réaliser une seconde couche non thermosensible, avant 

de séparer les nanoparticules de polymère des billes de verre, contenant la molécule 

thérapeutique et les nanoparticules magnétiques. 

Enfin, ce chapitre illustre l’importance du choix des monomères lorsque l’objectif 

est de réaliser des polymères à empreinte de protéine. Alors que les polymères réalisés 

à partir d’acrylamide en présence du peptide 248-265 par photopolymérisation de type 

II n’avaient pas montré d’affinité particulière pour les cellules surexprimant la protéine 

CD36, l’utilisation de ce peptide via une synthèse sur surface solide et en particulier en 

présence d’autres monomères, permettant d’autres types d’interactions, a permis d’ob-

tenir des matériaux capables de cibler cette protéine. 
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Chapitre 4 

 

 

IV. Matériel et méthodes 

1. Réactifs  

En addition des réactifs utilisés dans les chapitres 2 et 3, les réactifs suivants ont 

été utilisés. 

Hydroxyde de sodium (NaOH, Sigma), 3-aminopropyltrimethyloxysilane (APTMS, 

Sigma), succinimidyl iodoacetate (SIA, Sigma), toluène anhydre (99,9%, sigma), 

acetonitrile anhydre (ACN, 99.8%, Sigma), epitopes (Genecust), N-isoprpylacrilamide 

(NIPAm, Sigma), N, N’methylenebisacrylamide (BIS, Sigma), N-ter-butylacrylamide 

(TBAm, Sigma), N-(3-aminopropyl) methacrylamide (NAMPA, Sigma), acide acry-

lique (Aac, 99% Sigma). 

Billes de verre (58200-U, Supelco, 75µm acid washed), cartouches SPE (fritté 20µm, 

Sigma), 

2. Caractérisations  

Les caractérisations employées dans ce chapitre sont identiques à celles présentés au 

Chapitre 2 page 98 et au Chapitre 3 page 137.  

3. Fonctionnalisation des billes de verre 

Pour que les billes présentent une fonction amine à leur surface, la première étape 

consiste à porter 60 g de billes de verre à ébullition dans 48 mL de NaOH à 4M pendant 

15min. Les billes sont lavées à l’eau distillée jusque neutralisation du pH puis à l’acé-

tone. Elles sont ensuite séchées dans une étuve à 80°C. Les billes de verre sont ensuite 

placées sous atmosphère d’azote et incubées une nuit dans 24mL d’APTMS à 3% v/v 

dans du toluène anhydre. Les billes sont lavées 8 fois par 25mL d’acétone puis par 

25mL de méthanol, avant d’être séchées sous azote. A l’issue de cette étape, les billes 

présentent des fonctions amines : elles deviennent violettes en présence de ninhydrine. 

Les billes sont utilisées sous 1 mois et stockées à température ambiante. 

Pour fonctionnaliser les billes avec un peptide présentant une cystéine terminale, les 

billes sont incubées dans 30mL de solution à 0.2 mg/mL de SIA dans l’acétonitrile 

anhydre préparée juste avant réaction, pendant 2h à température ambiante dans le 

noir. Les billes sont lavées à l’eau distillée avant d’être incubées  

avec le peptide à 0.2 mg/mL dans 30 mL de tampon PBS à pH 7.4 pendant une nuit, 

à température ambiante dans le noir. Les billes sont rincées à l’eau distillée, séchées et 

conservées à -18°C sous azote. Elles sont en général utilisées immédiatement. 
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 Synthèse de nanoparticules imprimées sur surface solide  

4. Synthèse de nanoparticules de polymère magnétiques 

Les nanoparticules de maghémite synthétisées et caractérisées au chapitre 3 ont été 

fonctionnalisées avec le DCAA présenté au Chapitre 2. Pour cela, 2.4 mg de DCAA, 

1.6 mL de suspension de nanoparticules de maghémite à 0.907 M sont mélangés dans 

de l’eau distillée pour obtenir un volume total de 8.5mL. Après 1h sous agitation orbi-

talaire à 320 tours/min, la solution est prête à être utilisée.  

Une solution de monomères a été préparée en mélangeant 39 mg de NIPAM, 33 mg 

de TBAm 4 mg de BIS, 5.8mg de NAMPA, 2.2 µL d’Aac et 0.66 mg d’ArtRhod dans 

40mL d’eau distillée. Pour réaliser les nanoparticules de polymère magnétiques, 5g de 

billes de verre fonctionnalisées avec le peptide 93-110 ont été placées dans un erlenmeyer 

de 50mL. La large surface du fond de ce récipient permet que les billes forment une 

couche fine. Cette couche de billes est recouverte de 7.5 mL de solution de monomères 

et de 3 mL de solution de nanoparticules magnétiques avant d’être dégazé sous flux 

d’azote pendant 15 minutes. L’erlenmeyer est ensuite placé sur la lampe UV dans un 

bain d’eau pendant 5h. Toutes les 30 minutes, la solution est mélangée manuellement 

pendant une dizaine de secondes par de légers mouvements de rotation.  

Le surnageant de la synthèse est éliminé et les billes sont transférées dans un flacon 

de 15mL pour lavées par de l’eau distillée à 4°C (8 fois 7 mL, jusqu’à ce que la solution 

de lavage soit limpide). Le flacon est ensuite placé dans un agitateur chauffant réglé 

sur 45°C et les billes sont recouvertes d’eau distillée préalablement chauffée à 45°C. 

Après 30minutes, le surnageant est récupéré. L’opération est répétée 3 fois et les sur-

nageants obtenus sont regroupés.  

5. Synthèse de nanoparticules de polymère non magnétiques  

Une solution de monomères a été préparée en mélangeant 39 mg de NIPAM, 33 mg 

de TBAm 4 mg de BIS, 5.8mg de NAMPA, 2.2 µL d’Aac et 2mg d’ArtRhod dans 100 

mL d’eau distillée. Dans un erlenmeyer, 20 g de billes de verre fonctionnalisées et 33 

mL de solution de monomère sont dégazés. La polymérisation est amorcée en ajoutant 

10mg d’APS dans 100 µL d’eau distillée et 10 µL de TEMED au mélange. Après une 

heure de polymérisation, les billes sont transférées dans une cartouche SPE équipée 

d’un fritté de 20 µm et lavées sous vide par 200 mL (10x20 mL) d’eau distillée froide. 

Les billes sont ensuite placées dans 15mL d’eau à 60°C pendant 30min avant de récu-

pérer la solution contenant les particules de haute affinité. Cette opération est répétée 

3 fois, ce qui permet d’obtenir 45 mL d’échantillon. 
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Conclusion Générale 

 

 





 

 

Lors de ces travaux de thèse de nouvelles voies de synthèse ont été développées 

dans le but d’obtenir des nanoparticules stables et fluorescentes, présentant des pro-

priétés magnétiques leur conférant des propriétés d’hyperthermie en présence d’un 

champ magnétique alternatif et capables de cibler spécifiquement des cellules cancé-

reuses mammaires particulièrement agressives.  

L’utilisation d’une surface solide, des billes de verre, comme substrat pour la 

réalisation de nanoparticules de polymère à empreintes d’épitopes a montré des pre-

miers résultats encourageants décrits dans le Chapitre 4, conformément à ce qui est 

décrit dans la littérature. L’intégration de nanoparticules magnétiques dans cette syn-

thèse a permis d’obtenir des nanoparticules de polymère magnétiques capables de cibler 

spécifiquement la protéine CD36. Cette voie de synthèse reposait en revanche sur un 

amorceur photopolymérisable qui, bien que théoriquement pratique pour réaliser une 

couche de polymère à la surface de nanoparticules, s’est avéré peu fiable en termes de 

reproductibilité. Les caractéristiques physiques des nanoparticules synthétisées, et en 

particulier leur taille, supérieure à 200nm, les rendent de plus peu compatibles avec des 

applications in vivo qui requièrent des particules de plus petite taille.  

Ces difficultés ont conduit au développement d’une nouvelle voie de polyméri-

sation : l’utilisation du couple Rhodamine B/Benzophénone pour réaliser des nanopar-

ticules de polymère fluorescentes via une photopolymérisation de type II. L’intégration 

d’épitopes de la protéine CD36 a permis de synthétiser des polymères capables de cibler 

préférentiellement les cellules surexprimant la protéine CD36. En plus d’être stables, 

de taille inférieure à 100nm et fluorescentes, ces nanoparticules de polyacrylamide sont 

également non-cytotoxiques.  

L’utilisation de ce système d’amorçage en présence de nanoparticules de mag-

hémite superparamagnétiques fonctionnalisées avec de l’acide acrylique a conduit à la 

réalisation de nanoparticules de type cœur-coquille présentant une fine couche de po-

lyacrylamide fluorescent. Au-delà du couplage entre fluorescence et propriétés magné-

tiques, ces nanoparticules, stables et de taille idéale pour des applications in vivo, ont 

démontré leur capacité à libérer de l’énergie sous forme de chaleur en présence d’un 

champ magnétique alternatif. La mesure de cet échauffement macroscopique semble 

indiquer que l’échauffement local dans la couche de polymère devrait être suffisant 

pour induire la libération d’une molécule thérapeutique, conformément à ce qui a été 

observé précédemment au laboratoire. La réalisation d’empreintes de protéines à la 

surface de ces nanoparticules hybrides a cependant été compromise par la perte de la 

stabilité colloïdale des particules de maghémite fonctionnalisées par l’acide acrylique 

en présence du peptide. Cette perte de stabilité peut être due au peptide lui-même ou 

à son solvant, un tampon phosphate dont les sels peuvent déstabiliser les nanoparticules 
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de maghémite. Le choix de la voie de synthèse et en particulier des monomères utilisés 

est un élément clé dans l’élaboration d’un polymère imprimé capable de cibler effica-

cement une protéine. Ainsi, si pour les peptides 93-110 et 155-172, les liaisons hydro-

gènes établies via l’acrylamide sont suffisantes pour réaliser des empreintes de bonne 

qualité, ce n’est pas le cas du peptide 248-265, pour lequel des interactions électrosta-

tiques ou hydrophobes ont été nécessaires. Le choix de la séquence peptidique de la 

cible est également critique et l’absence d’homologie de séquence dans les bases de 

données protéiques n’est pas un critère de garantie absolue puisque les polymères à 

empreinte de 139-155 ciblaient les cellules indépendamment de leur expression de CD36. 

 Les perspectives d’amélioration des méthodes utilisées dans ces travaux de thèse 

sont nombreuses.  

 Tout d’abord, la stabilité colloïdale des nanoparticules de maghémite et la qua-

lité de leur fonctionnalisation de surface sont deux éléments clés qui permettront de 

mener à bien ce projet. Plusieurs pistes sont envisageables, la plus simple, qui est aussi 

la plus fréquemment utilisée dans la littérature est la formation d’une couche de silice 

à la surface des nanoparticules de maghémite, par exemple par condensation d’un al-

koxysilane à leur surface. Cette méthode permet d’intégrer facilement un fluorophore, 

une fonction vinyle ou encore des composés chargés permettant d’améliorer la stabilité 

des nanoparticules. Elle a toutefois l’inconvénient d’introduire une couche supplémen-

taire donc l’innocuité n’est pas garantie. Une autre piste est d’utiliser des vinyle phos-

phonate pour fonctionnaliser les nanoparticules de maghémite pour les rendre polymé-

risables. En effet les phosphonates présentent une affinité plus importante que les car-

bonates pour les oxydes de fer. La stabilité des nanoparticules lors de la polymérisation 

reste cependant un élément clé à considérer lors de l’élaboration de telles synthèses. 

 L’utilisation d’une surface solide est avantageuse pour une future industrialisa-

tion puisqu’elle peut permettre à la fois l’automatisation de la synthèse tout en rédui-

sant les coûts de synthèse en cas de réutilisation de la surface. Cette synthèse est 

cependant incompatible en l’état avec l’incorporation d’une molécule thérapeutique 

dont la libération serait contrôlée par hyperthermie. En effet, la récupération des par-

ticules de haute affinité se fait par chauffage des nanoparticules thermosensibles, une 

encapsulation dans ce type de polymère conduirait donc à une libération prématurée 

avant même la fin de la synthèse. Une alternative serait d’encapsuler la molécule thé-

rapeutique ainsi que les nanoparticules magnétiques dans une seconde couche non ther-

mosensible. La réalisation de cette deuxième couche alors que les polymères à empreinte 

sont encore sur le substrat permettrait de ne pas affecter l’empreinte réalisée tout en 

évitant une libération précoce de la molécule thérapeutique.  

 Une fois le système de ciblage et de relargage optimisé obtenu il sera alors pos-

sible d’étudier le devenir de ces objets in vivo et notamment de déterminer leurs modes 

de dégradation et d’élimination. L’étude de l’effet de ces nanoparticules sur les 
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capacités de migration et d’invasion des cellules tumorales mammaires sera ensuite 

nécessaire, tout comme leur capacité à réduire la taille de tumeurs mammaires triple 

négatives chez la souris. La présence des nanoparticules de maghémite facilitera le pas-

sage à des modèles in vivo, leurs propriétés magnétiques les rendant facilement détec-

tables par imagerie à résonnance magnétique. Cette première étape permettra alors 

d’envisager la transposition de ce système de ciblage et de relargage contrôlé chez les 

patientes atteintes d’un cancer du sein. Il sera alors nécessaire de choisir avec soin la 

molécule thérapeutique utilisée. Il serait notamment intéressant d’utiliser une molécule 

agissant directement sur les mécanismes favorisant les processus métastatiques et les 

résistances aux traitements, comme par exemple en empêchant l’activation du récep-

teur nucléaire PPARγ. Un tel système représentera alors une alternative intéressante 

pour les patientes présentant des tumeurs triples négatives agressives et ne répondant 

pas aux stratégies thérapeutiques classiques.   

 

Tableau 14 Tableau récapitulatif des résultats obtenus à partir des différentes synthèses. 

Synthèse Ciblage Taille 
Reproductibi-

lité 

Propriétés ma-

gnétiques 

Polymères magnétiques à 

empreinte de CD36 sur 

surface solide 

Oui >200nm Insuffisante Non mesurées 

Polymères à empreinte 

de CD36 par photopoly-

mérisation de type II 

Oui <100nm Bonne 
Sans particules 

magnétiques 

Nanoparticules hybrides 

par photopolymérisation 

de type II 

Sans empreintes <70 nm Moyenne Excellentes 

 

 

 

  



 

 

164 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Annexes 
 

 



 

 

165 

 Annexes 

I. Mesures de taille par DLS 

La technique de Diffusion dynamique de la Lumière (DLS), Dynamic Light Scatte-

ring en anglais, est une méthode non destructive de mesure de la distribution en taille 

de molécules et de particules dans la région submicronique. Cette méthode permet de 

remonter au coefficient de diffusion des éléments étudiés et donc à leur taille. Pour cela, 

un faisceau laser traverse une suspension de molécules ou de particules et le mouvement 

brownien de celles-ci engendre une fluctuation de l’intensité lumineuse diffusée. C’est 

l’analyse de ces fluctuations qui permet d’obtenir la vitesse du mouvement brownien 

des particules et donc de remonter à leur taille via la relation de Stokes-Einstein. Cette 

taille inclut cependant la couche de solvatation autour de la particule, on parle alors 

de diamètre hydrodynamique.  

Dans ce manuscrit, deux appareils ont été utilisés :  

• Un Vasco KIN Particle Size analyser, développé par Cordouan, et qui permet 

de faire des mesures de DLS in situ, directement à l’intérieur des flacons de 

polymérisation (Figure 133-a) 

• Un Zetasizer Ultra Red, développé par Malvern Panalytical, utilisé pour ef-

fectuer des mesures de potential Zeta ainsi que des mesures de diamètre 

hydrodynamique sur les échantillons purifiés, pour des mesures précises du 

diamètre (Figure 133-b). 

 

Figure 133 A gauche, appareil Vasco KIN Particle Size analyser, développé par Cor-

douan, et qui permet de faire des mesures de DLS in situ. A droite, un Zetasizer Ultra 

Red, de Malvern Panalytical. 

Le principe de fonctionnement d’un appareil permettant de faire des mesures de 

DLS est présenté  Figure 134. 
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Figure 134 Schéma de principe d'une mesure par DLS. Par Cordouan Tech.  

 La comparaison entre l’intensité mesurée a un instant t et un instant t+τ permet 

d’évaluer sa variation au cours du temps. En particulier, les petites particules ont un 

mouvement brownien rapide, l’intensité lumineuse mesurée varie rapidement. Comme 

le signal varie rapidement, le coefficient de corrélation, mesuré par l’équation (1), tend 

rapidement vers son minimum. Par opposition, les grosses particules se déplacent len-

tement, l’intensité mesurée varie lentement et le coefficient de corrélation tend plus 

lentement vers son minimum (Figure 135).  

  

             𝐺(𝜏) =  < 𝐼(𝑡). 𝐼(𝑡 + 𝜏) >  = 𝐴[1 + 𝐵𝑒−2Γ𝜏 ]                 (1)* 

Avec, Γ = 𝐷q²   

                                𝐷ℎ =  
𝑘𝑇

3𝜋η 𝐷
                                (2) 

                               𝑞 =
4𝜋𝑛

λ0
 sin (θ/2)                      (3) 

 La modélisation de l’évolution du coefficient de diffusion au cours du temps avec 

les paramètres η, la viscosité du solvant, T, la température, k, la constante de 

Boltzmann, n, l’indice de réfraction de l’objet, θ, l’angle de la mesure et λ0, la longueur 

d’onde du laser, permet de remonter à Dh, le diamètre hydrodynamique de l’objet. 

L’équation de Stokes Einstein telle qu’écrite dans l’expression (2) suppose que les ob-

jets étudiés ont une géométrie sphérique.  

                                      
* Pour une distribution monodisperse, sinon, pour un échantillon polydisperse, on a 

𝐺(𝜏) = 𝐴[1 + 𝐵 𝑔1 (𝜏)2] 𝑎𝑣𝑒𝑐 𝑔1 (𝜏)= ∑ 𝑒−2Γ𝜏
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Figure 135 Les petites particules ont un mouvement brownien rapide, l’intensité lumi-

neuse mesurée varie rapidement. Comme le signal varie rapidement, le coefficient de 

corrélation tend rapidement vers son minimum. Par opposition, les grosses particules 

bougent lentement, l’intensité mesurée varie lentement et le coefficient de corrélation 

tend plus lentement vers son minimum.  

 Pour remonter précisément au diamètre hydrodynamique de particules en solu-

tion, il est donc nécessaire de connaître la température et la viscosité du solvant ainsi 

que l’indice de réfraction des particules. C’est pour cela que lors des mesures in situ, 

ce sont en général les fonctions de corrélation qui sont utilisées dans ce manuscrit pour 

observer l’évolution du diamètre hydrodynamique, car sa valeur exacte ne peut être 

qu’approximée : la sonde de température de l’appareil Vasco Kin n’est pas dans 

l’échantillon et la présence de monomères rend difficile l’évaluation de la viscosité lors 

de la synthèse. Les mesures de diamètre hydrodynamique sont donc présentées à titre 

indicatif, elles ne doivent pas être traitées comme des valeurs absolues mais comme une 

approximation.  

 Après la purification de l’échantillon, l’eau est le solvant des nanoparticules, 

l’indice de réfraction est assimilé à celui du latex (ou maghémite) et l’échantillon est 

placé dans une cuvette et sa température s’équilibre à 25°C avant la mesure dans 

l’appareil Zetasizer Ultra Red. Il est donc possible de déterminer le diamètre hydrody-

namique avec plus de précision sur cet appareil une fois la polymérisation achevée.  
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II. Magnétomètre et mesures d’aimantation  

Dans un matériau, tout électron non-apparié engendre un petit moment magné-

tique. Les interactions entre les moments magnétiques d’un échantillon déterminent 

son aimantation.  

Les mesures d’aimantation présentées dans ce manuscrit ont été réalisées avec l’aide 

précieuse de David Hrabovsky sur un MPMS’3 fabriqué par Quantum Design (Figure 

136). Il s’agit d’un magnétomètre SQUID, Superconducting QUantum Interference 

Device, permettant une sensibilité de 10-8 emu. L’appareil a été utilisé en mode échan-

tillon vibrant (VSM, Vibrating Sample Mode). Pendant ce type de mesure, l’échantillon 

se déplace verticalement à travers un gradiomètre composé de boucles supraconduc-

trices. Ce mouvement produit alors un très faible courant électrique proportionnel au 

flux magnétique, dont l’intensité dépend de l’aimantation de l’échantillon. 

 

Figure 136 Magnétomètre SQUID MPMS3. 

Pour effectuer les mesures présentées, un volume de 20µL d’échantillon est placé 

dans un eppendorf qui est inséré dans une paille pour être fixé au porte-échantillon. La 

position de l’échantillon dans la paille est ajustée grossièrement pour être dans la zone 

de mesure de l’appareil. Cette position est ensuite ajustée finement via une mesure en 

mode DC avec transport classique. Une fois la position de l’échantillon centrée, l’ap-

pareil est paramétré pour faire varier le champ magnétique de 0 à 20 000 Oe, de 20 000 

à -20 000 Oe et enfin de -20 000 à 0 Oe, ce qui permet d’obtenir des courbes d’aiman-

tation brutes.  

Ces données brutes ont ensuite été traitées pour éliminer composante diamagnétique 

due à l’eau, à la paille et à l’eppendorf et le champ résiduel de la bobine supraconduc-

trice. 
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La composante diamagnétique se manifeste par une pente non nulle à haut champ. 

Pour corriger cette composante, la pente est mesurée au-delà de 10 000 Oe et extraite 

sur l’ensemble de la mesure (Figure 137).  

 

Figure 137 En noir, les données brutes obtenues pour les nanoparticules de maghémite 

nues, en rouge, la courbe obtenue après correction. 

Lorsque l’on observe l’aimantation à bas champ, entre -1000 et 1000 Oe, on peut 

remarquer que l’aimantation devient nulle avant que le champ n’atteigne 0 ce qui n’est 

pas physique (Figure 138).  

 

Figure 138 En rouge la courbe sur laquelle le champ est croissant, en bleu, le champ 

est décroissant. On remarque que l’aimantation est nulle avant que le champ n’atteigne 

0 ce qui n’est pas physique.  

Le champ résiduel de la bobine supraconductrice est de 25 Oe. Lorsque l’on 

soustrait cette composante de champ résiduel, l’hystérèse apparente disparait et on 
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retrouve une courbe d’aimantation conforme à ce qui est attendu pour des nanoparti-

cules superparamagnétiques (Figure 139). 

 

Figure 139 Courbe d’aimantation corrigée du champ résiduel de la bobine supracon-

ductrice. 

Les courbes sont enfin normalisées par la masse de fer contenue dans les échan-

tillons mesurés, ce qui permet d’obtenir la valeur de l’aimantation à saturation.  

Pour information : 20 000 Oersted = 2 Tesla = 1.6 106 A/m = 20 000 Gauss 

III. Mesure du pouvoir chauffant 

La mesure du pouvoir chauffant des nanoparticules repose sur la pseudo-adiabaticité 

du système, c’est-à-dire que le temps de la mesure et donc de l’échauffement thermique 

est court par rapport au temps caractéristiques associé aux transferts thermiques. En 

application des principes de la thermodynamique, on peut écrire : 

𝑆𝐿𝑃 ≈
𝑚𝑒𝑐ℎ𝑎𝑛𝑡𝑖𝑙𝑙𝑜𝑛𝐶𝑒𝑎𝑢

𝑚𝑚𝑎𝑔ℎé𝑚𝑖𝑡𝑒

∆𝑇

∆𝑡
    (𝑒𝑛  𝑊/𝑔𝑚𝑎𝑔ℎé𝑚𝑖𝑡𝑒) 

Le champ magnétique alternatif est généré par a un dispositif de génération de 

champ magnétique alternatif D5 series Automated Driver fabriqué par l’entreprise Na-

noscale Biomagnetics (Figure 140). La bobine utilisée est la bobine CAL1_0924 qui 

permet d’obtenir un champ magnétique de 580 Gauss maximum à 147 kHz et de 300 

Gauss à 776kHz. Le refroidissement du système est assuré par un circuit hydraulique 

régulé par un « chiller » entre 17 et 22°C. Au cœur de la bobine, le champ est suffi-

samment homogène pour que la variation au sein du volume de l’échantillon soit infé-

rieure à 5%.  
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Figure 140 dispositif de génération de champ magnétique alternatif D5 series Auto-

mated Driver fabriqué par l’entreprise Nanoscale Biomagnetics. 

La température au sein de l’échantillon est mesurée à l’aide d’une fibre optique qui 

est placée de sorte à être au centre de l’échantillon.  

Comme les échantillons fonctionnalisés avec du polymère sont faiblement concentrés 

à l’issue de leur synthèse et que les reconcentrer risque de les agréger et donc d’affecter 

la mesure, les conditions de la mesure ont été optimisés pour cette concentration (0.16 

mg/mL de fer). De plus cette optimisation a été réalisée vis-à-vis d’une mesure 

d’échauffement macroscopique et il est possible que des conditions plus douces soient 

suffisantes pour produire un échauffement local et induire une libération de la molécule 

thérapeutique. 

Une première constatation, cohérente avec les aspects théoriques discutés dans le 

chapitre 1 est que lorsque la fréquence du champ magnétique alternatif augmente, 

l’échauffement mesuré est plus important. Ainsi pour un champ magnétique de 300 

Gauss, on a la pente147kHz < pente307kHz < pente776kHz (Figure 141). 
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Figure 141 Mesures de l'échauffement par calorimétrie sous un champ de 300 Gauss, 

à des fréquences de 147kHz, 307kHz ou 776kHz. Le champ magnétique est matérialisé 

en jaune sur la figure. 

 Il faut cependant noter qu’à 147 kHz et à 307 kHz, l’hypothèse de pseudo-

adiabaticité n’est pas respectée : on observe un ralentissement de l’élévation de tem-

pérature avant l’arrêt du champ magnétique alternatif qui suggère l’existence de trans-

ferts thermiques non négligeables à l’échelle du temps de la mesure.  

 L’augmentation de l’intensité du champ magnétique aux valeurs maximales per-

mises par l’appareil aux fréquences 147 kHz et 307 kHz, respectivement 580 et 400 

Gauss, permet d’obtenir un échauffement plus important que celui obtenu à 300 Gauss 

(Figure 142). On peut à nouveau observer la présence de transferts thermiques non 

négligeables.  

 Enfin, deux autres fréquences ont été utilisées avec la valeur maximale de champ 

magnétique permise par l’appareil : 389 kHz et 400 Gauss et 636 kHz et 328 Gauss 

(Figure 143). On constate que plus la fréquence et l’intensité du champ sont impor-

tantes, plus l’échauffement mesuré est important. Les résultats obtenus sont récapitulés 

dans le Tableau 15. 

 

Figure 142 Mesures de l'échauffement par calorimétrie sous un champ de (a) 147kHz 

et 580 Gauss, (b) 307 kHz et 400 Gauss. Le champ magnétique est matérialisé en jaune 

sur la figure. 
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Figure 143 Mesures de l'échauffement par calorimétrie sous un champ de (a) 389 kHz 

et 400 Gauss, (b) 636 kHz et 328 Gauss. Le champ magnétique est matérialisé en jaune 

sur la figure. 

 

Tableau 15 Récapitulatif des résultats obtenus en fonction des champs et fréquences 

utilisés. 

Champ Fréquence Pente (°C/s) Transfert thermique 

300G 147 kHz 4.4 10-3 Oui 

300G 307 kHz 6.5 10-3 Oui 

300G 776 kHz 2.9 10-2 Non 

580 G 147 kHz 1.1 10-2 Oui 

400 G 307 kHz 1.0 10-2 Oui 

400 G 389 kHz 1.7 10-2 Non 

328 G 636 kHz 2.4 10-2 Non 

 Parmi les conditions testées, seules 3 ne présentent pas d’atténuation de 

l’échauffements due à des transferts thermiques et permettent une mesure précise : 636 

kHz et 328 Gauss, 389 kHz et 400 Gauss et 776 kHz et 300 Gauss. Comme aucune de 

ces mesures ne respecte le critère d’acceptabilité H*f < 5 109 A.m-1.s-1, les conditions 

choisies sont celles permettant l’échauffements le plus important, 776 kHz et 300 Gauss, 

qui permettront de comparer entre eux plusieurs échantillons avec le plus de précision.  
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IV. Culture cellulaire  

L’ensemble de la culture cellulaire et des expériences associées présentées dans ce 

manuscrit a été réalisé au sein de l’équipe biologie et thérapeutique du cancer au Centre 

de Recherche de l’hôpital Saint Antoine.  

Plusieurs modèles ont été étudiés dans ce manuscrit : 

• Les cellules SUM159 WT et leur clone, les cellules SUM159 CL1, obtenues 

après transfection par un plasmide codant pour le cDNA de la protéine 

CD36 permettant ainsi une expression de la protéine de façon stable. 

• Les cellules MCF-7 WT et leur clone, les cellules MCF-7 CL6, obtenues 

après transfection par un plasmide codant pour le cDNA de la protéine 

CD36 permettant ainsi une expression de la protéine de façon stable. 

Les cellules SUM 159 sont des cellules mésenchymateuses « triples négatives » ayant 

un faible niveau d’expression de la protéine CD36. Les clones CD36+ de cette lignée 

ont été préparés par Mehdi Morel pendant ses travaux de thèse. Il a notamment montré 

à partir de ces clones que cette surexpression augmentait les capacités de prolifération 

et d’invasion de ces cellules. 

Les cellules MCF-7 sont des cellules cancéreuses mammaires de type luminal A de 

phénotype épithélial qui n’expriment pas la protéine CD36. Les clones de cette lignée 

ont été préparés par Lila Louadj.  

Les cellules SUM159 sont cultivées dans du milieu Ham’s F12 supplémenté par 5% 

de sérum de veau fœtal désactivé thermiquement, 10 mM d’HEPES, 1 µg/mL d’hy-

drocorticone, 5 µg/mL d’insuline humaine et 50 U/mL de pénicilline-streptomycine.  

Les cellules MCF-7 sont cultivées dans du milieu DMEM supplémenté par 10% de 

sérum de veau fœtal et 50 U/mL de pénicilline-streptomycine. 

Ces cellules étant adhérentes, elles sont cultivées dans des flasques de culture cellu-

laire, en général d’une surface de 75 cm².  Les cellules sont « passées » deux fois par 

semaine, c’est-à-dire que les cellules sont décollées de leur flasque par de la trypsine et 

que seule une fraction des cellules est ensemencée dans une nouvelle flasque (par 

exemple 1/3 pour les cellules SUM159). Au-delà de dix passages, une nouvelle fiole de 

cellules, stockées à l’azote dans du sérum contenant 10% de DMSO, est décongelée.  
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V. Cytométrie en flux 

La cytométrie en flux est une méthode très répandue permettant de mesurer des 

paramètres physiques mais aussi biologiques de cellules en suspension. Elle permet 

d’obtenir la taille des cellules, leur granulosité (qui dépend de leur composition interne) 

mais aussi la mesure de leur fluorescence pouvant donner accès aux protéines exprimées 

à la surface des cellules ou à leur viabilité lorsqu’un marqueur approprié est utilisé.  

A l’intérieur de l’appareil, un système fluidique permet d’individualiser les cellules 

et de les aligner avant de leur faire traverser un faisceau laser. La detection de la 

lumière diffusée par les cellules lors de leur passage permet alors d’évaluer leur taille 

(diffusion axiale), leur granulosité (diffusion orthogonale), correspondant à la présence 

d’hétérogénéités d’indices de réfraction dans la cellule, et leur éventuelle fluorescence. 

Le nombre de fluorophores détectables par un cytomètre en flux dépend des lasers, 

filtres et détecteurs dont il est équipé ainsi que de la qualité du système optique le 

composant. 

Les mesures de cytométrie en flux présentées dans ce manuscrit ont été réalisés sur 

un appareil MACSQuant VYB développé par Milenyi Biotec (Figure 144). 

 

Figure 144 Appareil MACSQuant VYB développé par Milenyi Biotec. 

 Cet appareil est équipé de 3 lasers : un 405 nm de 40 mW, un 488 nm de 50 mW 

et un 561 nm de 100 mW. Ce dernier est idéal pour observer la rhodamine B. Dans ce 

manuscrit, en plus des détecteurs FSC et SSC à (561 nm +/- 4 nm), le détecteur Y1 a 

été utilisé pour mesurer la fluorescence des cellules associée à de la rhodamine B (586 

nm +- 15 nm) et le détecteur V1 (452 nm +/- 45 nm) a été utilisé pour s’assurer de la 

viabilité des cellules. 
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Après l’incubation avec les polymères, les cellules sont lavées au PBS et sont 

stockés à 4°C ou dans la glace avant la mesure (2h maximum). Juste avant la mesure 

sur l’appareil 1% de solution de DAPI à 25 µg/mL (un colorant de l’ADN) est ajoutée 

afin de discriminer les cellules mortes. Les données de cytométrie en flux sont ensuite 

exportées pour être analysées sur le logiciel Flowjo. 

La première étape de l’analyse est de sélectionner les cellules en choisissant la 

population majoritaire représentative de l’échantillon. Le paramètre FSC représente la 

taille des cellules tandis que le paramètre SSC représente leur granulosité. Les données 

peuvent être représentées via l’aire du signal (A) ou sa hauteur (H). Les doublets de 

cellules sont éliminés en traçant SSC-H en fonction de SSC-A : si l’aire du signal n’est 

pas proportionnelle à sa hauteur (donc suivant une droite) alors il s’agit d’un doublet 

de cellule à éliminer. Ensuite, il faut sélectionner les cellules vivantes : ce sont celles 

qui ne présentent pas de fluorescence DAPI (canal V1, CFP Vioblue).  

 

Figure 145 A gauche les cellules brutes représentées en FSC-A/SSC-A et les cellules 

sélectionnées. Au milieu, la représentation en SSC-A/SSC-H permettant d’éliminer les 

doublets de cellules. A droite, sélection des cellules vivantes, non marquées par le DAPI. 

On peut enfin définir le seuil d’auto fluorescence des cellules sélectionnées dans 

le canal choisi pour visualiser la fluorescence : 0,1 % des cellules non-marquées peuvent 

présenter de l’auto fluorescence, on fixe donc le seuil de fluorescence (Figure 146). 

Au-delà de la valeur de fluorescence déterminée, on admet que les cellules sont mar-

quées par le fluorophore, ici les matériaux (canal Y1, PE). 
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Figure 146 Fixation du seuil de fluorescence sur le Canal Y1, PE, permettant d'obser-

ver la rhodamine. 

On peut ensuite appliquer ces réglages, effectués sur des cellules non marquées, 

à l’ensemble des échantillons et observer le pourcentage de cellules marquées par les 

matériaux.  

VI. Reproductibilité des synthèses amorcées par le 

DCAA 

Lors de la poursuite des études décrites au Chapitre 2, qui portaient notamment 

sur l’impact de la concentration en DCAA, il a été mis en évidence que des réplicats 

contrôle d’expériences précédentes pouvaient donner des polymères avec des rende-

ments très différents, voire parfois, rien. Une série d’expériences a donc été réalisée afin 

de déterminer les éventuelles causes de ces disparités.  

Une première hypothèse était qu’une légère variation dans la position des flacons 

pouvait engendrer une variation importante de l’intensité lumineuse reçue et donc une 

variation de la cinétique de la polymérisation induisant des variations de taille et de 

rendement. Dans cette partie, le contenu des flacons est identique et provient d’une 

même solution. La position des flacons ainsi que leur aspect après 2h de polymérisation 

sont présentés en Figure 147. 

Si le contenu des flacons 1, 2 et 4, polymérisés à des positions en apparence équiva-

lentes semblent confirmer l’hypothèse, le contenu du flacon 5 semble très différent alors 

qu’il est dans une position équivalente à 1, 2 et 4. Le flacon 3 montre que sa position, 

située entre les deux tubes émettant les UV, reçoit une intensité lumineuse plus faible 

que les positions situées à la verticale de l’un des deux tubes. On retrouve ces disparités 

visuelles dans les mesures de DLS in situ, avec des fonctions de corrélation similaires 

pour les flacons 1, 2 et 4, très différentes de celles obtenues pour les flacons 3 et 5.   

Seuil 

fixé  
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Figure 147 a) position des flacons vue du dessus, b) Aspect des flacons après 110 

minutes de polymérisation, c) Fonctions de corrélation obtenues in situ après 110 

minutes de polymérisation. 

Afin de préciser l’origine des variations observées, en particulier pour le flacon 

5, deux nouvelles séries d’expériences identiques ont été réalisées. L’objectif était de 

déterminer si les disparités observées avaient une cause identifiable. Pour cela, 6 fla-

cons, contenant le même mélange que précédemment, ont été répartis en deux rangées 

de 3 flacons, chacune positionnée au-dessus d’un des tubes de la lampe. Pour chaque 

échantillon, sa position, son flacon et son bouchon sont spécifiquement identifiés. L’ex-

périence est ensuite répétée en mélangeant flacons, bouchons et position, afin de pouvoir 

isoler une éventuelle cause commune affectant la polymérisation. Les positions des fla-

cons, ainsi que leur aspect à l’issue des deux expériences sont présentés Figure 148. 

A l’issue de la première expérience, le flacon 2 ne contient pas de polymère, les 

flacons 4 et 5 en contiennent peu et les flacons 1, 3 et 6 contiennent des solutions 

équivalentes en polymère. A l’issue de la seconde expérience, tous les flacons contien-

nent des particules de polymère de tailles équivalentes (200 +/- 40 nm) avec des con-

centrations équivalentes en polymère. En particulier, en croisant les informations entre 

les deux expériences, les variations ne sont dues ni à un défaut d’étanchéité systéma-

tique des bouchons, ni à des irrégularités de transparence des flacons, ni à la position 

choisie. Une hypothèse non vérifiée ici serait la sensibilité de cette synthèse à la présence 

d’oxygène combinée à des irrégularités de flux lors de la purge sous azote. Cette purge 

ayant lieu à partir du réseau d’azote de Sorbonne Université et non d’une bouteille 

d’azote. 
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Figure 148 En haut, la position des différents flacons et leur configuration vis-à-vis de 

la lampe. En bas, l’aspect des flacons à l’issue de la première expérience (à gauche) et 

de la seconde expérience (à droite). Le volume contenu dans les flacons semble différent 

pour certains, cela est dû à une chute des flacons après la polymérisation et donc à la 

présence de solution au niveau des bouchons, non visible sur la photo.  
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Abstract 

The use of nanoparticles for biomedical applications is currently increasing. 

Their properties make them perfect objects, both for the development of new diagnostic 

methods and as therapeutic vectors. Numerous pathologies can benefit from the use of 

vectors to transport therapeutic molecules, particularly when their target is difficult to 

access, to increase the efficacy of a drug or to reduce its associated side effects. Thera-

peutic strategies to fight cancer often involve molecules with high systemic toxicity 

that needs to be directed to the tumor, in order to protect the rest of the patient's 

body. In addition to controlling the vector's destination, mastery of the therapeutic 

molecule's delivery mechanism is essential to obtain an effective vector. Breast cancer 

is the most frequently diagnosed and lethal cancer in women. In particular, so-called 

triple-negative tumors have a poor prognosis due to the limited number of effective 

therapeutic strategies. Among the new strategies explored, the study of communication 

between tumor cells and their microenvironment, and in particular adipose tissue, has 

shown that the latter secretes compounds that induce increased metastasis and re-

sistance to treatment. The fatty acid transporter CD36 has been associated with these 

mechanisms, making it an interesting target for countering this phenomenon and im-

proving patient prognosis. The aim of this project is to develop new therapeutic vectors 

capable of targeting the CD36 protein and inducing the controlled release of a thera-

peutic molecule, with the aim of reducing the metastatic potential of tumors and treat-

ment resistance. To induce the release of the therapeutic molecule, superparamagnetic 

iron oxide nanoparticles, capable of generating heat in the presence of an alternating 

magnetic field, were chosen as the core of the vector. The strategy for targeting the 

CD36 protein is to form imprints in a polymer matrix using molecularly imprinted 

polymer technology. 

 



 

 

 

Résumé  

Les nanoparticules connaissent actuellement un essor important de leur utilisa-

tion pour des applications biomédicales. Leurs propriétés en font des objets de choix, 

tant pour le développement de nouvelles méthodes de diagnostic que pour une utilisa-

tion comme vecteurs thérapeutiques. De nombreuses pathologies peuvent bénéficier de 

l’utilisation de vecteurs pour transporter des molécules thérapeutiques en particulier 

lorsque la cible thérapeutique est difficile d’accès, pour augmenter l’efficacité d’un mé-

dicament ou diminuer les effets secondaires qui lui sont associés. Les stratégies théra-

peutiques pour lutter contre le cancer impliquent souvent des molécules présentant une 

forte toxicité systémique qu'il est donc nécessaire de diriger spécifiquement vers la tu-

meur, tout en protégeant le reste de l’organisme du patient. Au-delà du contrôle de la 

destination du vecteur, la maîtrise du mécanisme de libération de la molécule théra-

peutique est essentielle pour obtenir un vecteur efficace. Le cancer du sein est le cancer 

le plus diagnostiqué et le plus mortel chez la femme. En particulier, les tumeurs dites 

triples négatives sont de mauvais pronostic en raison du nombre restreint de stratégies 

thérapeutiques efficaces. Parmi les nouvelles pistes explorées, l’étude de la communi-

cation entre les cellules tumorales et leur microenvironnement, et en particulier le tissu 

adipeux, a montré que ce dernier sécrète des composés induisant une augmentation des 

métastases et des résistances aux traitements. Le transporteur d’acides gras CD36 a 

été associé à ces mécanismes, ce qui en fait une cible intéressante pour contrer ce phé-

nomène et améliorer le pronostic des patientes. 

 L’objectif de ce projet est de développer de nouveaux vecteurs thérapeutiques 

capables de cibler la protéine CD36 et d’induire la libération contrôlée d’une molécule 

thérapeutique dans le but de diminuer le potentiel métastatique des tumeurs et les 

résistances aux traitements. Pour permettre d’induire la libération d’une molécule, des 

nanoparticules superparamagnétiques d’oxyde de fer, capables de produire de la chaleur 

en présence d’un champ magnétique alternatif, ont été choisies pour former le cœur du 

vecteur. La stratégie permettant de cibler la protéine CD36 consiste quant à elle à 

former des empreintes dans une matrice de polymère en utilisant la technologie des 

polymères à empreintes moléculaires.  

 


