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ZFC Zero-field-cooled 

ΔG Enthalpie libre 

ΔH Enthalpie de réaction 

ΔS Entropie 
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Dans le domaine de la recherche biomédicale, l’un des enjeux majeurs actuels consiste 

à acheminer efficacement des molécules bioactives à l’intérieur des cellules, qu’il s’agisse de 

médicaments, d’ARN, d’ADN ou encore de molécules capables d’activer des voies 

intracellulaires spécifiques. Il est, cependant, nécessaire de protéger ces molécules de la 

dégradation par le système immunitaire et d’assurer leur libération dans le cytosol, en évitant 

qu’elles ne soient piégées et dégradées dans les endosomes après endocytose. Au fil des années, 

différentes stratégies ont été développées pour contourner l’endocytose, telles que l’utilisation 

de peptides pénétrants, de vecteurs viraux modifiés ou de nanostructures sensibles à 

l’environnement endosomal (notamment au pH). Cependant, ces approches présentent souvent 

des limites en termes de spécificité ou de stabilité. 

Parmi les mécanismes naturels pouvant être exploités pour contourner l’endocytose, la 

fusion membranaire apparaît comme une stratégie particulièrement prometteuse. Processus 

fondamental du vivant, la fusion intervient dans des événements biologiques essentiels tels que 

la fécondation, la formation du placenta ou encore le trafic intracellulaire. La fusion 

membranaire permet le transfert de molécules d’un compartiment à un autre de manière 

contrôlée et ciblée. Ce phénomène naturel a été reproduit de manière artificielle à l’aide de 

systèmes biomimétiques, les liposomes fusogènes en sont un exemple. Ces liposomes sont 

capables de fusionner directement avec la membrane plasmique des cellules, assurant la 

libération de leur contenu dans le cytosol tout en évitant les voies d’endocytose classiques. Les 

liposomes, de manière générale, sont des vésicules sphériques formées d’une bicouche lipidique 

entourant un cœur aqueux. Leur nature biomimétique et biocompatible leur permet d’encapsuler 

des molécules hydrophiles dans le cœur et des composés hydrophobes dans la membrane. Leur 

composition lipidique peut être optimisée pour améliorer leur stabilité, leur furtivité vis-à-vis 

du système immunitaire ou pour les rendre fusogènes. 

Les liposomes fusogènes ont permis la délivrance cytosolique efficace de nombreux 

agents thérapeutiques, ARN, ADN, protéines, antioxydants, médicaments avec une bonne 

efficacité, mais peu d’études proposent d’utiliser ces liposomes fusogènes dans le but de 

contourner la voie d’endocytose des nanoparticules.  

En ce qui concerne les nanoparticules magnétiques, leur accès au cytosol permettrait de 

pouvoir les utiliser pour cibler des organites, pour recruter des protéines ou pour chauffer 

localement par hyperthermie magnétique. 
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L’objectif de ce travail de thèse est de valider une nouvelle voie d’accès des 

nanoparticules magnétiques (NPM) dans le cytosol des cellules. L’approche proposée est 

d’utiliser la technologie des liposomes fusogènes qui permet d’éviter le piégeage endosomal 

des NPM et de permettre ainsi leur relargage directement dans le cytosol. Du point de vue 

applicatif, l’objectif est de pouvoir chauffer les cellules beaucoup plus efficacement et 

localement par hyperthermie magnétique ce qui ouvrirait la porte à de nouvelles stratégies de 

traitement notamment dans le cas de la thérapie anticancéreuse. D’un point de vue fondamental, 

les NPM peuvent être un outil précieux de suivi des différentes étapes de la fusion permettant 

ainsi une meilleure compréhension de ce phénomène complexe qu’est la fusion membranaire.  

Ce manuscrit est structuré en quatre chapitres. Le premier chapitre présente le principe 

de la fusion membranaire, ses étapes clés et son intérêt pour la vectorisation intracellulaire. Il 

décrit ensuite les propriétés des liposomes fusogènes, leur capacité à fusionner avec des 

bicouches lipidiques et à libérer leur contenu dans les cellules. Une attention particulière est 

portée aux mécanismes d’internalisation cellulaire et aux stratégies actuelles pour atteindre le 

cytosol. Enfin, les applications biomédicales des NPM sont détaillées. 

Le chapitre 2 décrit la synthèse des liposomes fusogènes magnétiques (MFL) composés 

du mélange lipidique cationique (DOTAP/DOPE) et encapsulant dans leur cœur aqueux des 

nanoparticules de maghémite stabilisées à pH7. La méthode choisie est la synthèse par 

évaporation en phase inverse (REV), les différents paramètres de synthèse (ratio fer/lipides, 

température d’évaporation des solvants, étapes de purification) sont discutés puis une 

caractérisation physico-chimique complète des MFL est ensuite présentée. 

Le chapitre 3 est consacré à l’étude de la fusion des MFL avec des liposomes accepteurs, 

anioniques ou zwitterioniques, choisis comme systèmes modèles de membranes cellulaires.  Au 

préalable, l’impact de la composition lipidique sur le processus de fusion est étudié en mettant 

au point les techniques d’analyse les plus appropriées : titrage en diffusion dynamique de la 

lumière, titrage calorimétrique en ITC, expériences de transfert de fluorescence en microscopie 

confocale (FRET). 
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Le dernier chapitre est dédié à l’étude de la fusion des MFL avec des cellules vivantes 

(CHO-K1 et SH-SY5Y). Dans un premier temps, la fusion des MFL est étudiée en microscopie 

confocale par l’observation du transfert de fluorescence à la membrane plasmatique. Les 

conditions expérimentales (concentration lipidique, température, temps d’incubation, type de 

liposomes) sont évaluées en parallèle de la mesure de la toxicité des MFL. Dans un deuxième 

temps, le suivi des NPM, après fusion des MFL avec les cellules, est réalisé en microscopie 

électronique à transmission à 4 °C, où l’endocytose est bloquée. Les cellules incubées avec des 

MFL sont ensuite soumises à un champ magnétique alternatif afin de déterminer la mortalité 

cellulaire induite par un échauffement local dû à la présence des NPM dans le cytosol. 
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1. La fusion : un processus biologique fondamental 

a. Généralités sur les cellules eucaryotes  

Plus de 200 types de cellules eucaryotes existent, elles se distinguent par leur forme, 

leur taille et leur fonction. Malgré cette grande variété, elles peuvent être regroupées en 

catégories selon leur fonction principale : cellules épithéliales, osseuses, graisseuses, sanguines, 

nerveuses, musculaires et germinales.1–4  

Toutes les cellules eucaryotes sont néanmoins constituées de la même manière, elles 

possèdent un noyau et un cytoplasme contenant des organites cytoplasmiques (mitochondrie, 

réticulum endoplasmique, appareil de Golgi, ribosomes, lysosomes, peroxysome) maintenus 

par un cytosquelette, et le tout délimité par une membrane plasmique1–4 (Figure 1.1). Le 

principal constituant de la cellule est le noyau, avec un diamètre d’environ 5-10 µm, il contient 

l’ADN qui représente le support de l'information génétique de la cellule.2–4 Les organites 

remplissent diverses fonctions essentielles pour le bon fonctionnement de la cellule. La 

mitochondrie permet de produire de l’ATP, source d’énergie de l’organisme.1–5 Les réticulums 

endoplasmiques jouent un rôle dans la synthèse de protéines destinées aux membranes et à la 

sécrétion, via les ribosomes qui traduisent l’ARN, mais ils sont également responsables de la 

synthèse des lipides, de la détoxification des cellules et du stockage du calcium.1,2,4 À l’aide de 

petites vésicules issues du réticulum endoplasmique, les protéines sont transportées vers 

l’appareil de Golgi, et les lipides sont intégrés à la membrane plasmique. L’appareil de Golgi 

qui récupère les protéines achève leur maturation et leur tri avant de les guider vers leur 

emplacement final (lysosomes, membrane plasmique ou milieu extracellulaire).1–4,6,7 Outre ce 

rôle dans le transport des protéines, l’appareil de Golgi est aussi un site de synthèse lipidique.1,7 

Les lysosomes sont quant à eux en charge de la dégradation et du recyclage des composants 

cellulaires1,4,8 tandis que les peroxysomes dégradent les acides gras très longs, détoxifient le 

peroxyde d’hydrogène et participent à la synthèse de certains lipides essentiels, protégeant ainsi 

la cellule des dommages oxydatifs.1,4,9 Pour donner sa forme à la cellule, soutenir le cytoplasme 

et permettre le déplacement des organites et des chromosomes au moment de la mitose, le 

cytoplasme des cellules eucaryotes est constitué d’un réseau de filaments protéiques, appelé 

cytosquelette, il correspond à l’échafaudage de la cellule.1–4 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Calcium
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Figure 1.1 : Structure de la cellule eucaryote délimitée par une membrane plasmique et 

contenant un noyau, un cytosquelette et de nombreux organites cytoplasmiques.10 

b. La membrane plasmique des cellules eucaryotes  

Les différents niveaux de compartimentation et de spécialisation de la cellule sont 

rendus possibles grâce à la présence de membranes. Si l’environnement extérieur et le 

cytoplasme de la cellule sont séparés par la membrane plasmique, des membranes internes vont 

également délimiter les compartiments intérieurs des cellules eucaryotes, qui sont le noyau et 

les organites cytoplasmiques.1–3,10,11 Chez les eucaryotes, le rôle des membranes biologiques 

est crucial puisque ce sont des barrières semi-perméables qui interviennent dans la régulation 

de l'environnement cellulaire, la communication, la protection et le transport des molécules.  

Ces fonctions sont possibles grâce à la structure particulière des membranes 

biologiques. En effet, si la membrane plasmique a tout d’abord été décrite par Singer et 

Nicholson en 197212, comme une membrane homogène totalement fluide, la description 

actuelle est celle d’une membrane complexe, organisée en microdomaines appelés radeaux 

lipidiques (Figure 1.2).13–15 Ces domaines sont enrichis en phospholipides saturés, 

sphingolipides, glycolipides, cholestérol et protéines. Ces radeaux lipidiques jouent un rôle 

dans la signalisation cellulaire, le trafic des protéines, ainsi que l’exocytose et l’endocytose. 
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Figure 1.2 : Schéma de la membrane plasmique adapté de Sezgin et al.14, composée de 

différents lipides, protéines, glycolipides, et cholestérol. Certains domaines peuvent former des 

radeaux lipidiques (rouge).  

Les phospholipides (glycérophospholipides et sphingolipides) sont les composants 

majoritaires des membranes cellulaires. Les glycérophospholipides sont composés de glycérol 

estérifié par deux chaînes d’acide gras hydrophobes, et le glycérol est également lié à un groupe 

hydrophile contenant un phosphate (Figure 1.3).1,2,4 

 

Figure 1.3 : Schéma général de la structure d’un phospholipide. 

Ce groupement phosphate étant chargé négativement à pH physiologique (pK 1-2), la 

nature du groupement qui lui est associé au niveau de la tête polaire va conférer à la molécule 

différentes propriétés.16 La tête polaire pourra être anionique dans le cas des phosphatidylsérine 

(PS) et phosphatidylinositol (PI) ou zwitterionique dans le cas des phosphatidylcholine (PC) et 

phosphatidyléthanolamine (PE) (Figure 1.4).1,10  
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Figure 1.4 : Structure des principaux glycérophospholipides de la membrane plasmique, avec 

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

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

acide gras).17 

Les lipides zwitterioniques représentent plus de 50% des phospholipides de la 

membrane des cellules eucaryotes et sont principalement situés sur le feuillet externe. Le 

feuillet interne est quant à lui plus riche en PE et PS créant ainsi une dysmétrie de répartition 

entre les deux feuillets.18 En plus des phospholipides, la membrane plasmique des cellules 

eucaryotes contient du cholestérol (Figure 1.5) qui est un élément essentiel des membranes 

cellulaires. Cette molécule amphiphile s’insère dans les chaînes d’acides gras, le groupement 

hydroxyle se retrouvant au niveau des têtes polaires des phospholipides.13,19 

 

Figure 1.5 : Structure du cholestérol. 
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Ces lipides vont s’assembler en une bicouche lipidique ayant un rôle de barrière semi-

perméable entre le milieu externe et le milieu intracellulaire. De plus, ils sont responsables de 

la fluidité membranaire, un processus nécessaire à de nombreux aspects du fonctionnement 

cellulaire, comme le transport de molécules, la signalisation, la formation de structures 

membranaires et l'adaptation aux conditions environnementales.2,4,12,20 La fluidité de la 

membrane est un paramètre essentiel de la fusion car ce processus dépend de la capacité des 

membranes à se déformer et à s'adapter de manière dynamique.21 

Les protéines sont les seconds constituants majoritaires en masse de la membrane 

plasmique, contenus ou supportés par la bicouche lipidique. À l’instar des lipides, il existe une 

grande diversité de protéines, qui peuvent être classées en fonction de leur emplacement dans 

la bicouche lipidique1,4,10,22 (Figure 1.2). Les protéines transmembranaires, qui possèdent une 

région hydrophobe et une région hydrophile, leur permettent respectivement d’interagir avec 

les queues ou les têtes des lipides et ainsi de traverser complètement la membrane 

cellulaire.4,12,22 Ces protéines vont plutôt avoir un rôle de signalisation externe de la cellule et 

de transport sélectif de molécules, ions ou électrons à travers la membrane.22 Les protéines dites 

périphériques vont, quant à elles, être reliées soit à la monocouche lipidique interne et être 

orientées vers le cytoplasme, soit être reliées à la monocouche externe et donc être localisées 

dans la matrice extracellulaire. Elles vont être impliquées dans la signalisation interne de la 

cellule et la stabilisation de la membrane.  

La membrane plasmique des cellules eucaryotes est également composée de 

glycoprotéines et de glycolipides (Figure 1.2), les molécules glycosylées sont liées soit à des 

lipides soit à des protéines et sont exposées uniquement du côté extracellulaire. Un rôle de 

protection, à la fois chimique et mécanique, face au milieu extracellulaire, ainsi qu’un rôle dans 

la reconnaissance cellule-cellule, pouvant conduire à l’adhésion cellulaire, à la signalisation et 

à la réponse immunitaire, leur est attribué.1,4,10,22,23
 

c. Quelques exemples de fusion membranaire en biologie  

Dans le corps humain, la fusion membranaire est un processus crucial, impliquant 

la réunion de deux membranes distinctes en une seule structure et entrainant la formation d’un 

pore, permettant le mélange du contenu des entités délimitées initialement par leur membrane. 

La fusion peut se produire entre cellules, ou entre une cellule et un virus, dans ces deux cas on 

parle de fusion extracellulaire, mais elle peut aussi se produire entre les organites de la cellule, 
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on parle alors de fusion intracellulaire. La fusion est un processus essentiel dans de nombreux 

contextes biologiques, allant de l'infection virale à la communication cellulaire, la formation de 

tissus ou la fonction des organites.  

Malgré cette grande variété biologique, la fusion de deux membranes peut être décrite 

par des étapes communes. Pour illustrer ce propos, nous allons prendre quelques exemples de 

fusion membranaire extracellulaire comme l’infection virale, la formation du placenta, ou la 

fécondation, et un exemple de fusion intracellulaire qu’est l’exocytose des cellules synaptiques. 

Les étapes communes à la fusion des membranes sont les suivantes : 

(i) Les deux membranes doivent d’abord se rapprocher l'une de l'autre. Ce 

rapprochement est souvent facilité par des protéines de surface ou des protéines d’adhésion. Par 

exemple, l’hémagglutinine (HA), une protéine de surface du virus de la grippe, se lie 

spécifiquement aux résidus d’acide sialique des glycoprotéines et glycolipides de la cellule 

cible.24 De même, des protéines d’adhésion, les cadhérines (E-cadhérine, E-cad) et les 

connexines (connexin-43, Cx43), sont également présentes sur les membranes cellulaires du 

placenta (trophoblastes) afin de permettre l’adhésion et la communication entre ces cellules.25,26 

Lors de la fécondation, ce sont les protéines IZUMO1 et JUNO qui permettent respectivement 

l’adhésion du spermatozoïde avec l’ovocyte.27 Enfin, à l’échelle de la fusion intracellulaire, des 

protéines d’adhésion v-SNARE et t-SNARE qui sont respectivement ancrées sur la vésicule 

d’exocytose et sur la membrane plasmique de la cellule cible (ex : cellule synaptique), vont 

permettre l’adhésion entre les deux (Figure 1.6 A).28  

 

Figure 1.6 : Schéma adapté de Norman et al.28, du mécanisme de fusion membranaire des 

vésicules synaptiques médiée par les protéines SNARE. 

 

(A) (C) (B) 
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(ii) Une structure intermédiaire où les membranes sont en contact étroit est alors formée 

afin de favoriser la mise en œuvre de la fusion. Cette étape est généralement induite grâce à un 

changement de conformation des protéines d’adhésion et à la réquisition de certaines molécules. 

Dans le cas du virus de la grippe, à la suite de l’acidification du pH dans les endosomes tardifs, 

la protéine d’hémagglutinine subit un changement de conformation permettant au peptide de 

fusion de HA de se trouver très proche de la membrane de l’endosome.24 Dans le cas des 

trophoblastes (cellules du placenta), la syncytine-1 et la syncytine-2, des glycoprotéines de 

fusion issues d’un gène viral, vont se lier respectivement aux récepteurs ASCT2 et MFSD2A, 

induisant une série d’évènements moléculaires conduisant à la fusion membranaire.25,26 Dans 

le cas de la fusion des gamètes, à la suite de l’adhésion des protéines IZUMO1 et JUNO, des 

acteurs tels que les protéines CD9, CD81 et SPACA6, entre autres, sont réquisitionnés afin 

d’amorcer la fusion effective des membranes.27,29 Dans le cas de l’exocytose synaptique, un 

changement de conformation des protéines SNARE va induire une traction, rapprochant les 

membranes l’une de l’autre ; la fusion des membranes est ensuite déclenchée lorsque la 

synaptotagmine capte des ions Ca²⁺, ce qui lève l’inhibition exercée par la complexine (Figure 

1.6 B).28 

(iii) Une fois que les membranes ont fusionné, il y a ouverture d’un pore. Dans le cas de 

la fusion virus-cellule, le matériel génétique viral pénètre dans la cellule hôte via ce pore.24 La 

fusion des trophoblastes entraine la formation du syncytiotrophoblaste, un réseau de cellules 

avec plusieurs noyaux dans un seul cytoplasme, ce qui favorise une communication cellulaire 

fluide et plus rapide essentielle au bon fonctionnement du placenta.25,26 Pour la fusion des 

gamètes cela permet l’union de deux génomes haploïdes (n chromosomes chacun) pour former 

une cellule diploïde (2n chromosomes).27 Dans le cas de  l’exocytose des cellules synaptiques, 

cela permet la libération de neurotransmetteurs dans la fente synaptique (Figure 1.6 C).28 

Néanmoins, si ces différents types de fusion extra et intracellulaires partagent des étapes 

communes, il y a des variations significatives. En effet, la surface de contact entre les 

membranes, la distance les séparant, ou la nature des acteurs protéiques mis en jeu sont très 

différentes  en fonction des types cellulaires.10 De plus, les vitesses de fusion sont également 

très différentes et dépendent du  mécanisme moléculaire impliqué et des besoins de régulation 

dans chaque contexte biologique.   
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d. Modèle théorique de la fusion 

De nombreux groupes composés de physiciens et de chimistes se sont intéressés à la 

modélisation du processus de fusion des bicouches lipidiques.10,21,30–37 Ces études s’accordent 

à dire que la fusion est un phénomène complexe procédant en plusieurs étapes et 

s’accompagnant de changements dans la structure membranaire. Les modèles se sont également 

attachés à calculer ou simuler l’énergie d’activation liée à ces différents intermédiaires.  

Afin de modéliser le processus de fusion, deux grandes stratégies ont été utilisées. La 

première, historiquement la plus ancienne, repose sur la modélisation des membranes comme 

des films continus macroscopiques décrits par les méthodes de la physique classique. Cette 

approche permet d’analyser les conditions favorisant la fusion des membranes, d’identifier les 

transformations structurelles impliquées, d’évaluer le coût énergétique des états intermédiaires 

et de déterminer si ces intermédiaires constituent des obstacles énergétiques au processus de 

fusion.10,21 La seconde stratégie repose sur des simulations informatiques du processus de 

fusion membranaire. Ces simulations pouvant se faire avec différents degrés de précision en 

prenant en compte les atomes individuellement (simulation tout atome) ce qui est très précis 

mais aussi très couteux en temps de calcul ou en prenant en compte des groupes d’atomes 

(simulation gros grains) ce qui permet une approche moins précise mais plus rapide et adaptée 

à de grands systèmes.21 Contrairement aux approches théoriques, les simulations ne reposent 

sur aucune hypothèse prédéfinie concernant les intermédiaires de fusion, mais les résultats 

dépendent du modèle utilisé et des limitations techniques, telles que la durée des simulations et 

le nombre de molécules considérées.  

Tous les modèles convergent maintenant sur une description de la fusion membranaire 

en quatre étapes principales qui sont dans un premier temps l’apposition des bicouches 

lipidiques puis la formation d’un intermédiaire de fusion nommé « stalk » (tige en anglais) et 

enfin la formation d’un pore qui est quelquefois précédée par une étape d’hémifusion (Figure 

1.7). Nous allons décrire un peu plus en détail ces étapes. 
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Figure 1.7 : Schéma adapté des travaux de Joardar et al.30, du modèle mécanistique de la fusion 

membranaire.  

❖ L’apposition des membranes  

La distance séparant deux membranes est d’environ 10 à 20 nanomètres (Figure 1.7 A) en 

raison des répulsions électrostatiques et des répulsions stériques dues à la présence de protéines 

membranaires et aux fluctuations thermiques de la membrane.10 Pour que deux bicouches 

lipidiques fusionnent, elles doivent d'abord se rapprocher. In vivo, ce rapprochement est rendu 

possible grâce à l'action de protéines d’adhésion (comme les protéines SNARE ou les 

hémagglutinines virales), qui fournissent l'énergie nécessaire au processus. Cependant, lorsque 

les membranes atteignent une très courte distance l'une de l'autre (quelques nanomètres), une 

nouvelle force entre en jeu : la répulsion d’hydratation. Cette répulsion est causée par les 

molécules d’eau fortement liées aux têtes polaires des lipides, qui s'opposent à l’approche des 

bicouches.10,30,32 En 1987, Leikin et al.32 ont proposé un mécanisme pour initier la fusion malgré 

la répulsion. Une protubérance ponctuelle se formerait sur l’une des membranes, tandis que 

l’autre resterait plane. Cette déformation, causée par les fluctuations thermiques de la 

membrane, permettrait un rapprochement local des deux bicouches jusqu’à une distance de 

l’ordre de 0,5 nm.32 Il est important de noter que la force de répulsion d’hydratation dépend 

fortement de la composition lipidique des membranes.30 

❖ Formation du stalk  

Le stalk est un pont métastable joignant les deux membranes, composé de lipides provenant des 

feuillets externes des membranes sur le point de fusionner tandis que les monocouches internes 

sont intactes (Figure 1.8).10,21,30–32 À ce stade, les contenus des deux compartiments demeurent 

donc séparés. 

(A) (D) (C) (B) 

(E) 
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Figure 1.8 : Schéma de la structure du stalk composé des feuillets externes des deux membranes 

plasmiques qui ont fusionné. Les feuillets internes restent intacts, ce qui crée des zones «vides» 

(surfaces violettes) très coûteuses en énergie.10 

Le stalk est sûrement l’intermédiaire de fusion le plus étudié, son existence a été 

confirmée expérimentalement dans des systèmes lipidiques multicouches et a été prédite par 

des simulations numériques.21,38 Cette structure se forme à partir de la protrusion. En effet, lors 

du rapprochement des deux membranes, les répulsions d’hydratation très élevées ont pour 

conséquence d’éloigner les têtes polaires de la zone de contact la plus étroite. Les têtes 

s’écarteraient alors les unes des autres créant ainsi des zones d’accès aux chaînes hydrophobes 

des lipides32 (Figure 1.9). Il apparaîtrait alors une force d’attraction hydrophobe entre ces 

régions, induisant la fusion de la protrusion ponctuelle avec le feuillet externe de la bicouche 

opposée (Figure 1.7 C). Ce réarrangement conduirait à la formation d’une structure continue 

aboutissant à un intermédiaire métastable en forme de sablier, c’est le stalk. Il est établi que la 

formation de cette protrusion, essentielle au développement de l’intermédiaire stalk, est 

favorisée par les lipides en forme de cône inverse qui induisent localement une courbure 

négative.33 En revanche, la formation du stalk est généralement entravée par la présence de 

lipides induisant une courbure positive, tels que certains lipides coniques, ainsi que par des 

lipides à chaînes acyles saturées, des groupes polaires anioniques ou des acides gras déprotonés, 

qui stabilisent des structures membranaires moins favorables à la fusion.30,31,34  

 

Figure 1.9 : Schéma du mécanisme de formation du stalk adapté des travaux de Kamp et al.39. 
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❖ Diaphragme d’hemifusion 

La transition entre l’état de stalk et la formation du pore de fusion reste aujourd’hui sujette à 

débat, deux scénarios principaux sont envisagés. Le premier suppose une expansion radiale du 

stalk, menant à la formation d’un diaphragme d’hémifusion, et le second envisage un passage 

direct du stalk à l’ouverture du pore de fusion, initié par un contact localisé entre les deux 

monocouches internes.36 Dans le premier scénario, l’expansion du stalk induit une tension dans 

les feuillets externes, tandis que l’excès local de lipides dans le feuillet interne provoque un 

écartement des lipides, facilitant ainsi cette expansion.36 Ce processus s’accompagne d’un 

réarrangement lipidique, au cours duquel les queues hydrophobes des monocouches internes 

entrent en contact, formant une nouvelle bicouche qui est décrite comme étant le diaphragme 

d’hémifusion (Figure 1.7 D). Cette structure intermédiaire a été visualisée par microscopie 

confocale à fluorescence40 et par cryo-microscopie électronique41. Dans cet état, les feuillets 

internes des membranes restent intacts, et aucun échange de contenu entre les compartiments 

fusionnants n’a encore eu lieu. Des simulations de dynamique moléculaire ont par ailleurs 

montré que ce diaphragme d’hémifusion est une structure métastable, dont la durée de vie est 

extrêmement brève, de l’ordre de quelques nanosecondes seulement.35  

❖ Ouverture du pore 

Dans la plupart des modèles, l’ouverture du pore de fusion est décrite comme une étape 

consécutive à la formation du diaphragme d’hémifusion. Par définition, la fusion complète est 

atteinte lorsque l’ouverture d’un pore permet le mélange des contenus aqueux des deux 

compartiments délimités par les membranes.10,30 Au bord du diaphragme d’hémifusion, une 

forte tension mécanique est présente, en particulier à l’interface entre les deux membranes 

(Figure 1.7 D). Cette tension résulte de la courbure membranaire et de la pression exercée par 

les lipides dans cette zone de contact.10,30,33 Lorsque cette tension devient suffisante, les queues 

hydrophobes des lipides, déjà rapprochées dans la région du diaphragme, peuvent provoquer 

des ruptures localisées dans la zone de contact. Ces ruptures permettent à l’eau ou à d’autres 

molécules de traverser temporairement la membrane, bien que cela expose transitoirement des 

régions hydrophobes à l’eau, une situation thermodynamiquement défavorable. Pour que le 

pore puisse s’étendre et se stabiliser, il est alors nécessaire de surmonter l’énergie de tension de 

surface, qui s’oppose naturellement à la fusion. Des protéines spécialisées ou des lipides 

imposant une courbure favorable peuvent faciliter cette transition en réduisant l’énergie 

requise.31,36,41 À mesure que le pore s’agrandit, la courbure locale diminue, ce qui entraîne une 

réduction de la tension au niveau du diaphragme. Une fois cette structure stabilisée, les parties 
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hydrophobes des lipides peuvent s’assembler complètement, assurant la fusion totale des 

membranes et permettant un échange libre des contenus (Figure 1.7 E). Enfin, la taille du pore 

dépend de la tension mécanique au bord du diaphragme : Une faible tension conduit à des pores 

petits, instables ou transitoires, tandis qu’une forte tension favorise l’ouverture d’un pore plus 

large.37,38 

En conclusion, les interactions hydrophobes jouent un rôle fondamental non seulement 

dans l’organisation initiale des lipides mais aussi dans la manière dont les bicouches se 

réarrangent lors de la formation des intermédiaires de fusion, ce qui explique les similitudes 

observées dans les différents mécanismes de fusion en biologie.10,30,36 Néanmoins, même si le 

stalk et l’ouverture du pore sont des modèles approuvés par la communauté scientifique, des 

simulations ont également mis en évidence d’autres voies de fusion.10,35,42 Il est également 

important de rappeler que, les bicouches lipidiques étant en phase fluide, tout fluctue et la « 

forme » des intermédiaires correspond en réalité à un agencement moyen de molécules.41  

2. Les liposomes 

a. Définition et structure des liposomes 

Les liposomes, décrits pour la première fois par D. Bangham43 en 1964, sont des 

vésicules sphériques constituées d'une ou plusieurs bicouches lipidiques entourant un cœur 

aqueux.44–47 De par leur structure, les liposomes ont la capacité de retenir des molécules 

hydrophiles dans leur cœur (Figure 1.10 A) et des molécules hydrophobes dans leur membrane 

(Figure 1.10 B). Certaines molécules peuvent également être chimiquement liées aux feuillets 

externes et/ou internes du liposome par fonctionnalisation des lipides.47  

 

Figure 1.10 : Liposomes encapsulant (A) des molécules hydrophobes dans la bicouche 

lipidique ou (B) des molécules hydrophiles dans le cœur aqueux. 

(A) (B) 
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Les liposomes sont principalement composés de phospholipides, qui, comme décrit 

précédemment, sont des molécules amphiphiles possédant une tête hydrophile et deux chaînes 

apolaires hydrophobes. Il existe une grande variété de phospholipides synthétiques ayant des 

têtes polaires de nature chimique très variée (Tableau 1.1)  et des longueurs de chaînes 

variables, avec un nombre d’insaturations pouvant aller jusqu’à 6 doubles liaisons.47,48 Les 

phospholipides formés à partir de tête choline, éthanolamine ou sérine sont les plus utilisés pour 

la préparation des liposomes.49,50 Du cholestérol peut également être ajouté au mélange afin de 

modifier la fluidité et la perméabilité membranaire.   

Lipides Nom complet Structure 

DOPC 
1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-

phosphocholine  

DOTMA 

1,2-di-O-octadecenyl-3-

trimethylammonium 

propane (chloride salt) 
 

POPG 

1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-

glycero-3-phospho-(1'-rac-

glycerol) (sodium salt)  

DOPE-PEG 

(2000) Azide 

1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-

phosphoethanolamine-N-

[azido(polyethylene glycol)-

2000] (ammonium salt) 
 

Tableau 1.1 : Exemples de phospholipides synthétiques, avec des têtes polaires variées, très 

utilisés dans la littérature : zwitterionique (DOPC), cationique (DOTMA), anionique (POPG), 

et dérivé avec du PEG (DOPE-PEG(2000) azide). 

En milieu aqueux, les phospholipides s’auto-assemblent car d’une part, leurs têtes 

polaires préfèrent interagir avec le milieu aqueux et d'autre part, leurs longues chaînes 

aliphatiques apolaires favorisent leur interaction mutuelle par interaction hydrophobe.44–48,51 Le 

paramètre d’empilement (P) introduit par Israelachvili et al.51 en 1976 permet de décrire et 

prédire l’auto-assemblage des lipides à partir de leur paramètre de forme. Le paramètre 

d’empilement est défini par la relation suivante52 : 

P = 
𝑣

𝑙∗𝑎
 

où v est le volume occupé par les chaînes hydrocarbonées, l est la longueur des chaînes 

hydrocarbonées et a est l’aire occupée par la tête polaire du lipide à l'interface avec l'eau.  
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À partir de la valeur de ce paramètre d’empilement, il est possible de prédire les 

structures formées par les différents lipides (forme cylindrique, conique ou conique inversée) 

(Figure 1.11 A). Les phospholipides de forme cylindrique auront des paramètres d’empilement 

dont la valeur est proche de 1 et formeront des bicouches. En revanche, des lipides de forme 

conique avec des paramètres d’empilement beaucoup plus faibles (p<1) s’organiseront en 

micelles directes. Des lipides avec des chaînes hydrophobes très encombrantes (p>1) 

favoriseront la formation de micelles inverses ou de phase hexagonale inverse (Figure 1.11 B). 

Ce modèle ne repose que sur des considérations géométriques47,51, une modification de 

composition, température, pH et force ionique du milieu peut entraîner des changements dans 

la valeur du paramètre d’empilement. 

 

 

Figure 1.11 : Schéma issu de la thèse de Claire François-Martin10 qui montre (A) les structures 

de phospholipides en forme de cylindre, cône ou cône inversé avec la valeur du paramètre 

d’empilement correspondant et (B) l’auto-organisation des phospholipides en bicouche plane 

(rouge), micelle directe (jaune) et micelle inverse (bleu).  

 

 

 

(A) 

(B) 
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b. Classification des liposomes et méthodes de synthèse 

Les liposomes peuvent être classés en fonction de leur taille et de leur nombre de 

bicouches, appelé lamellarité, en quatre groupes. Les liposomes constitués de plusieurs 

bicouches concentriques avec de l’eau emprisonnée entre elles sont appelés vésicules 

multilamellaires (MultiLamellar Vesicles - MLV) et ont un diamètre variant de 0,5 à 5 µm alors 

que ceux constitués d'une seule bicouche lipidique concentrique sont dits vésicules 

unilamellaires. Le critère de taille permet de les classer en Small Unilamellar Vesicles (SUV) 

avec une taille comprise entre 20 et 100 nm, en Large Unilamellar Vesicles (LUV) avec une 

taille variant entre 100 et 1000 nm et en Giant Unilamellar Vesicles (GUV) avec une taille 

supérieure au micron (Figure 1.12).44–47 

 

Figure 1.12 :  Schéma adapté de la thèse de Claire François-Martin10 montrant la classification 

des liposomes en fonction de leur taille et de leur lamellarité.  

La formation de vésicules unilamellaires ou multilamellaires dépend essentiellement des 

méthodes de synthèse et des traitements post-synthèse utilisés pour leur préparation.44,46 Les 

techniques conventionnelles comprennent généralement quatre étapes principales : le séchage 

des lipides à partir de solvants organiques, la dispersion des lipides dans un milieu aqueux, la 

purification des liposomes obtenus et éventuellement des post-traitements. La méthode de 

l’hydratation en couche mince (TLH) ou méthode de Bangham est la première méthode de 

préparation des liposomes décrite dans la littérature et est la technique la plus utilisée (Figure 

1.13).46,48,53 La préparation des liposomes commence généralement par la dissolution des 

lipides dans un solvant organique, suivie de l’évaporation de ce solvant. On obtient ainsi un 

film lipidique sec, qui est ensuite hydraté avec une solution aqueuse. Ce processus conduit à la 
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formation de MLV, de tailles hétérogènes et à une structure non uniforme. Des traitements 

supplémentaires sont nécessaires pour réduire la taille des vésicules et obtenir des vésicules 

unilamellaires homogènes. Parmi les techniques les plus courantes utilisées pour fragmenter les 

MLV, on retrouve la sonication, l’extrusion à travers des membranes poreuses et 

l’homogénéisation à haute pression. Pour obtenir spécifiquement des LUV à partir de MLV, 

l’extrusion membranaire est souvent privilégiée. Cette méthode consiste à faire passer les 

liposomes à travers une membrane filtrante de porosité définie, ce qui permet de contrôler et 

réduire leur taille (Figure 1.13). 

 

Figure 1.13 : Schéma issu de la publication de Karunakaran et al.53, illustrant la méthode 

d’hydratation en couche mince utilisée pour la fabrication de liposomes. 

D’autres méthodes existent pour synthétiser des LUV comme les méthodes 

d’évaporation en phase inverse (REV), d’injection de solvant, la technique de déshydratation-

réhydratation, ou les méthodes micro-fluidiques qui représentent une technologie émergente 

pour la synthèse de liposomes.48   

En ce qui concerne les GUV, les méthodes de préparation sont légèrement différentes 

(Figure 1.14). La méthode la plus utilisée est l’électroformation qui consiste à déposer une 

solution lipidique en phase organique sur des électrodes conductrices puis à hydrater le film 

sous champ électrique pour former progressivement les GUV.54–56 Il existe également une 
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alternative plus simple qui est la formation spontanée assistée par gel. Cela consiste à laisser 

sécher du PVA (alcool polyvinylique) sur une lamelle de verre, pour y déposer le mélange 

lipidique, après séchage du film lipidique sous vide, il est réhydraté lentement avec le solvant 

adéquat pour laisser les GUV se former naturellement.55,56  

 

Figure 1.14 : Schéma issu de la publication de Faizi et al.56 des méthodes de préparation des 

GUV qui sont le gonflement spontané, l’électroformation, l’hydratation sur gel et la méthode 

de transfert de phase. 

La taille et la lamellarité des liposomes influencent fortement leur champ d’application 

spécifique. Les MLV sont principalement utilisées dans des études biophysiques, en particulier 

pour analyser l’organisation des bicouches lipidiques et les propriétés mécaniques ou 

thermodynamiques des membranes.44,48 Les LUV possèdent un grand volume aqueux interne, 

ce qui les rend particulièrement adaptées à l’encapsulation de composés hydrophiles, comme 

certains médicaments. Une application emblématique est celle du Doxil®, utilisée dans le 

traitement de certains cancers.57 Le principal avantage des LUV est de réduire la toxicité 

systémique de la doxorubicine, tout en améliorant son ciblage tumoral. Les GUV sont surtout 

utilisées comme modèles cellulaires, en raison de leur taille comparable à celle des cellules 

eucaryotes. Elles sont particulièrement utiles pour l’étude des protéines membranaires et des 

phénomènes d’interaction membrane/protéine.44,45  
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c. Propriétés biophysiques des membranes liposomales 

i. Fluidité membranaire 

La fluidité membranaire est définie comme l’aptitude des composants de la membrane 

cellulaire (principalement les lipides et les protéines) à se mouvoir au sein de la membrane.2,12,45 

La fluidité de la membrane permet à ses constituants de diffuser et de se réorganiser suite à des 

changements de l’environnement. 

Les phospholipides présentent une température de transition de phase correspondant à 

des changements conformationnels de leurs chaînes hydrocarbonées. Cette transition est un 

phénomène réversible, correspondant au passage d’un état ordonné (phase Lβ, ou gel) à un état 

désordonné (phase Lα, ou fluide) (Figure 1.15).44,45 À une température inférieure à la 

température de transition (Tm), les chaînes hydrocarbonées sont principalement en 

conformation trans, ce qui les rend étirées et parallèles les unes aux autres (Figure 1.15 A). 

Dans cette phase gel, la bicouche lipidique est rigide, les molécules sont peu mobiles, et la 

fluidité membranaire est faible.44,45 Lorsque la température dépasse Tm, les chaînes deviennent 

plus flexibles et adoptent des conformations désordonnées. Elles s’étendent latéralement, ce qui 

augmente la distance entre les phospholipides (Figure 1.15 B). Dans cette phase fluide, les 

chaînes lipidiques gagnent en mobilité, ce qui améliore la fluidité membranaire, facilite les 

échanges de molécules, et favorise les phénomènes de fusion membranaire.58 

 

Figure 1.15 : Illustration de la bicouche lipidique dans (A) la phase gel (état ordonné) et (B) la 

phase fluide (état désordonné), issus de la publication de Sassaroli et al.59.  

La composition lipidique influence fortement la température de transition de phase des 

membranes, et par conséquent leur fluidité. Cette température dépend principalement de deux 

facteurs structuraux des phospholipides : la longueur et le degré d’insaturation des chaînes 

d’acides gras. Plus les chaînes sont longues, plus les interactions de Van der Waals entre elles 

(A) (B) 

Tm 
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sont importantes, ce qui augmente la température de transition. À l’inverse, un plus grand 

nombre de liaisons insaturées introduit des coudes dans les chaînes, augmentant le désordre et 

réduisant les interactions entre lipides, ce qui diminue la température de transition.44,45,58 Le 

cholestérol joue également un rôle majeur dans la régulation de la fluidité membranaire 

puisqu’en phase gel, il perturbe l’empilement rigide des chaînes lipidiques, ce qui augmente la 

fluidité. Alors qu’en phase fluide, il limite les mouvements latéraux des lipides, contribuant 

ainsi à rigidifier la membrane. Le cholestérol a pour effet global d’élargir la plage de 

température où coexistent des zones en phase gel et fluide, sans modifier significativement la 

température de transition elle-même.19,60 Enfin, des paramètres environnementaux comme le 

pH peuvent également influencer le comportement des membranes lipidiques. Des variations 

de pH modifient les interactions électrostatiques entre les têtes polaires, ce qui peut à son tour 

affecter la température de transition de phase.61 

La fluidité membranaire joue un rôle essentiel dans la dynamique des lipides et des 

protéines au sein des membranes lipidiques (Figure 1.16). Elle permet notamment le 

déplacement latéral des lipides dans le plan de la bicouche, un phénomène rapide, avec des 

vitesses de diffusion de l’ordre de quelques µm²/s.62 En revanche, le passage des lipides d’une 

monocouche à l’autre (appelé flip-flop) est beaucoup plus lent, car il implique le transfert du 

groupe polaire à travers le cœur hydrophobe de la membrane, ce qui est énergétiquement 

défavorable. Sans assistance enzymatique, ce processus peut prendre jusqu’à 24 heures.63,64 

 

Figure 1.16 : Schéma issu des travaux de Nelson et al.65, de la diffusion des phospholipides 

dans une bicouche fluide. 
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ii. Perméabilité membranaire 

La perméabilité membranaire est une propriété essentielle, qui désigne la capacité d’une 

membrane à réguler le passage des solutés et des solvants vers l’intérieur et l’extérieur des 

cellules. La bicouche lipidique constitue une barrière semi-perméable dont la capacité à laisser 

passer des molécules dépend fortement de leur taille, de leur charge, de leur polarisabilité et de 

leur hydrophobicité. En l’absence de protéines ou de pores, la perméabilité passive repose 

essentiellement sur le mécanisme de solubilité-diffusion, dans lequel le soluté doit d’abord 

s’insérer dans la région hydrophobe centrale de la membrane pour ensuite diffuser à travers 

celle-ci.66,67 

L’eau traverse la bicouche malgré sa polarité, probablement grâce à des pores 

transitoires induits par les fluctuations thermiques.68 Les gaz neutres comme O₂, CO₂ et N₂, du 

fait de leur petite taille et de leur bonne solubilité dans la phase lipidique, diffusent rapidement 

à travers la membrane.69 En revanche, les ions inorganiques comme Na⁺, K⁺ ou Cl⁻ traversent 

difficilement la membrane en raison de leur forte hydratation, rendant leur passage dans la 

phase hydrophobe thermodynamiquement défavorable.70 La perméabilité élevée des protons, et 

dans une moindre mesure des ions OH⁻, pourrait s’expliquer par des mécanismes spécifiques 

de transfert via des liaisons hydrogène.68 Les petites molécules neutres, telles que l'urée, 

l'éthanol ou le glycérol, présentent une perméabilité intermédiaire, fortement corrélée à leur 

solubilité lipidique et à leur taille. Il a été démontré que cette perméabilité diminue avec 

l’augmentation du volume moléculaire et du nombre de groupes polaires. 66,71  La perméabilité 

de ces molécules est résumée dans la Figure 1.17. 

 

Figure 1.17 : Schéma de la perméabilité de la bicouche lipidique, adapté de Lingappa et al.72 . 
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Enfin, la perméabilité des membranes est modulée par la composition lipidique : la 

longueur des chaînes d’acides gras, leur degré d’insaturation, ainsi que la présence de 

cholestérol exercent un impact direct sur les propriétés de diffusion à travers la bicouche.73,74 Il 

existe une relation directe entre fluidité membranaire et perméabilité. En dessous de la 

température de transition (Tm) une bicouche est globalement imperméable même à l’eau. En 

revanche, au-dessus de Tm, la membrane devient fluide et la perméabilité augmente.73 Enfin, 

le cholestérol agit comme un régulateur de la fluidité. La présence de cholestérol rend 

généralement la bicouche moins perméable.75   

iii. Courbures de membranes  

La courbure d'une bicouche lipidique est définie comme étant la déformation de celle-

ci hors de son plan. Lors de cette déformation, les lipides des feuillets internes et externes ne 

subissent pas la même contrainte ; dans un des feuillets, les têtes polaires des lipides vont 

s’écarter ; dans l’autre, elles vont se comprimer. Le terme de courbure positive ou négative est 

associé à la direction dans laquelle la membrane se courbe. Si la membrane se courbe vers 

l’extérieur des queues hydrophobes, on parle de courbure positive (Figure 1.18, vert). Si la 

membrane se bombe vers l’intérieur des queues hydrophobes, la courbure est dite négative 

(Figure 1.18, violet).10,76  

 

Figure 1.18 : Modèle de la selle de cheval, permettant d’illustrer une courbure positive (vert) 

et une courbure négative (violet), issu de la thèse de Claire François-Martin10.  

La courbure membranaire est fortement influencée par la géométrie des lipides qui 

composent la bicouche. En fonction du rapport entre la taille de la tête polaire et celle des 
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chaînes hydrophobes, les lipides adoptent différentes formes moléculaires, cylindrique, 

conique, ou cône inversé, qui conditionnent leur comportement dans les membranes.42,51,77  

Les liposomes classiques sont généralement constitués de lipides cylindriques, comme 

la phosphatidylcholine (PC) ou la phosphatidylsérine (PS), dans lesquels la tête polaire est de 

taille comparable aux queues hydrophobes. Ces lipides ont une courbure préférentielle proche 

de zéro, ce qui favorise la formation de bicouches planes et stables, comme celles observées 

dans les membranes biologiques (Figure 1.19 A).20 En revanche, certains lipides, tels que la 

phosphatidyléthanolamine (PE) ou le dioleoylphosphatidylethanolamine (DOPE), ont une 

forme de cône inversé (petite tête, larges queues), ce qui induit une courbure négative lorsqu’ils 

sont localisés sur le feuillet interne de la bicouche (Figure 1.19 B). À l’opposé, des lipides 

comme les lysolipides ou le phosphatidylinositol triphosphate (PIP3), à géométrie de cône 

(grande tête et une seule queue), favorisent une courbure positive lorsqu’ils sont situés sur le 

feuillet externe (Figure 1.19 C).21,78,79 

Ce couplage entre forme lipidique et courbure membranaire est au cœur de nombreux 

processus cellulaires comme la fusion, la fission, ou le bourgeonnement vésiculaire. Des études 

théoriques et de simulation77 ont montré que ces lipides se distribuent préférentiellement dans 

les zones où la courbure locale correspond à leur géométrie : les lipides à courbure négative 

s’accumulent dans les zones concaves (comme les cols de fusion), et ceux à courbure positive 

dans les zones convexes (bourgeonnements). Ainsi, la composition asymétrique en lipides d’un 

liposome ou d’une membrane permet de moduler finement sa courbure, et par conséquent sa 

capacité à initier ou faciliter la fusion membranaire, un mécanisme particulièrement exploité 

dans le cadre des liposomes fusogènes. 

 

Figure 1.19 : Schéma des courbures de membranes (A) plane, (B) négative et (C) positive 

induite par la présence de lipides cylindriques, coniques inversés et coniques.80 

(A) (B) (C) 
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En résumé, la courbure des bicouches lipidiques est un phénomène dynamique influencé 

par la géométrie des lipides. C’est une propriété essentielle des structures lipidiques, qui 

influence leur stabilité, leur dynamique et leurs fonctions biologiques. Cette courbure 

membranaire va avoir par exemple une importance dans la fusion des liposomes.   

3. Les liposomes fusogènes  

a. Définition et propriétés  

La structure initiale des liposomes, constituée d’une simple bicouche lipidique, a été 

enrichie au fil du temps par des éléments capables d'améliorer leurs fonctions d'administration 

ou de ciblage (Figure 1.20). Ainsi, la nouvelle génération de liposomes, dont la surface peut 

être modifiée de diverses manières : fixation d’un polymère protecteur (avec un anticorps à son 

extrémité), ajout d’un marqueur diagnostique, introduction de lipides chargés positivement, 

incorporation de lipides ou polymères sensibles aux stimuli, inclusion de peptides pénétrant les 

cellules ou encore intégration de composants viraux, a vu le jour.44,48,81–83  

 

Figure 1.20 : Structure des liposomes (A) conventionnels constitués de phospholipides ; (B) 

PEGylés / furtifs contenant une couche de polyéthylène glycol (PEG) ; (C) ciblés, contenant un 

ligand spécifique permettant de viser un site tumoral ; (D) multifonctionnels, pouvant être 

utilisés à la fois pour le diagnostic et le traitement des tumeurs solides. Schéma issus des travaux 

de Olusanya et al.81 

Les liposomes fusogènes ont, quant à eux, été conçus pour permettre aux liposomes de 

fusionner avec des membranes biologiques. Leur principal avantage réside dans leur capacité à 

libérer leur contenu directement dans le cytoplasme des cellules, améliorant ainsi l’efficacité, 
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la biodisponibilité et le ciblage des médicaments anticancéreux, thérapies géniques et vaccins 

et réduisant la perte de principe actif.46,82,83 Contrairement aux liposomes classiques, qui 

libèrent leur contenu par endocytose, les liposomes fusogènes vont fusionner directement avec 

la membrane cellulaire grâce à des modifications spécifiques de leur bicouche lipidique39,40, qui 

peuvent consister soit en l’ajout de molécules fusogènes biomimétiques dans la bicouche 

lipidique, soit en utilisant des lipides à caractère fusogène.84–88 

b. Différentes stratégies de fusogénicité 

Une première stratégie développée pour induire la fusion membranaire de liposomes 

repose sur l’intégration de molécules fusogènes biomimétiques dans leur bicouche lipidique. 

Ces molécules, inspirées des mécanismes de fusion naturels observés dans le vivant, permettent 

de reproduire ou de stimuler artificiellement le processus de fusion.  

Parmi les plus étudiées figurent les peptides dérivés de protéines virales de fusion, telles 

que la protéine gp41 du virus de l’immunodéficience humaine (VIH) ou l’hémagglutinine (HA) 

du virus de la grippe. Ces peptides sont capables de perturber localement la bicouche lipidique 

et de favoriser la transition vers des états intermédiaires de fusion, notamment la formation du 

stalk lipidique.42,86,89 Les peptides dérivés de gp41, par exemple, adoptent une conformation en 

hélice α qui s’insère profondément dans la membrane cible, réduisant ainsi l’énergie 

d’activation de la fusion.86,87 De même, les fragments de l’hémagglutinine virale (HA2) 

déclenchent une déformation locale de la membrane en réponse à une baisse de pH, mimant le 

processus de fusion dans les endosomes.88 

Outre ces peptides, l’introduction de protéines SNARE dans les liposomes permet de 

reproduire les mécanismes de fusion synaptique observés dans les cellules eucaryotes.84,85 Les 

protéines SNARE interagissent de manière hautement spécifique et dirigent l’accolement et la 

fusion des membranes via la formation d’un complexe tétramérique SNARE, générant une 

force mécanique suffisante pour surmonter la barrière énergétique de la fusion lipidique.41,84,85 

Enfin, des stratégies plus récentes impliquent l'utilisation de peptides coiled-coil 

modifiés capables de s’insérer dans les membranes lipidiques et de déclencher la fusion via des 

interactions hydrophobes ou électrostatiques modulées.90,91 Ces peptides coiled-coil, 

caractérisés par leur structure hélicoïdale enroulée favorisant une reconnaissance spécifique, 

sont souvent greffés à une ancre lipidique permettant leur insertion stable dans la bicouche des 

liposomes (Figure 1.21). Une fois insérés, ils favorisent la fusion membranaire en rapprochant 
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les membranes cibles par appariement complémentaire, une stratégie démontrée efficace pour 

la fusion liposome–liposome ou liposome–cellule.90,91  

 

Figure 1.21 : Schéma de la fusion membranaire induite par les coiled coils.90 (A) Des liposomes 

simples sont modifiés avec des peptides amphiphiles pour former des liposomes fusogènes. (B) 

Ces peptides s’insèrent dans la membrane des liposomes. (C)  Les peptides complémentaires 

s’associent ensuite en coiled-coils. (D) Cette interaction déclenche la fusion des membranes. 

La deuxième stratégie consiste à utiliser directement des lipides fusogènes pour 

constituer la bicouche des liposomes. Ces lipides, capables de favoriser les courbures négatives 

ou induire des transitions de phase non lamellaires, réduisent l’énergie de formation des 

intermédiaires de fusion (stalk, diaphragme d’hémifusion, pore) et facilitent ainsi le processus 

de fusion membranaire. 21,61,77,78 Même si cette approche ne permet pas une fusion ciblée ou 

sensible à un stimulus (pH, reconnaissance cellulaire) et comporte un risque de fusion non 

spécifique, potentiellement problématique pour des applications thérapeutiques ciblées86,88, 

cette stratégie, qui sera au cœur de notre thèse, présente plusieurs avantages. La formulation 

liposomale basée sur des lipides est plus facile à produire, moins onéreuse, et les liposomes sont 

généralement plus stables physiquement que ceux intégrant des peptides ou protéines 

fusogènes.46 La composition lipidique permet de moduler la rigidité, la fluidité et la facilité de 

courbure de manière précise, influençant directement la dynamique de fusion.92 

c. Les phospholipides fusogènes 

L’aspect fusogène des phospholipides est principalement lié à leurs propriétés physiques 

et chimiques, qui leur permettent de faciliter la fusion des membranes. Ainsi, la température de 

transition de phase des lipides, la fluidité et la courbure de la bicouche lipidique sont des 

propriétés essentielles au mécanisme de fusion.21 Tous ces processus sont régis par la nature 

des lipides utilisés (géométrie, charges), mais également par le milieu environnant (hydratation, 

température).93 Pour des conditions de fusion optimales, il est nécessaire que plusieurs 

paramètres physico-chimiques soient bien ajustés.  
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Idéalement, la membrane doit être en phase fluide. Pour cela, la température de 

transition de phase (Tm) des lipides doit être inférieure ou proche de la température 

physiologique (37 °C). Les lipides insaturés, à chaînes courtes, ou portant des têtes polaires 

volumineuses ou chargées, présentent généralement une faible Tm et sont donc plus 

susceptibles d’être en phase fluide à 37 °C.93 Ensuite, la composition des bicouches lipidiques 

joue un rôle crucial dans la fusion. Même si les liposomes sont souvent constitués de lipides à 

géométrie cylindrique formant des phases lamellaires stables, l’introduction de lipides coniques 

ou coniques inversés, qui, seuls, ne formeraient pas de phase lamellaire, permet de générer des 

défauts dans la bicouche, facilitant la formation des intermédiaires de fusion comme le 

stalk.21,30,36,94 Un lipide en forme de cône inversé, situé sur le feuillet externe, va induire une 

courbure négative, favorable à l’apparition du stalk. C’est le cas, par exemple, du DOPE (1,2-

dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine), des phosphatidyléthanolamines (PE), des acides 

phosphatidiques (PA), du cholestérol, ou encore des diacylglycérols (DAGs).95 À l’inverse, des 

lipides en forme de cône, comme la phosphatidylinositol (PI) ou la lysophosphatidylcholine 

(LPC), induisent une courbure positive.96 Bien que leur présence sur le feuillet externe ne 

favorise pas la formation du stalk, leur incorporation dans le feuillet interne facilite la dernière 

étape de la fusion : la formation du pore de fusion. 97,98 

Dans la littérature, de nombreux exemples montrent que les liposomes cationiques 

présentent également des propriétés fusogènes.99 Cette stratégie a d’abord été exploitée pour la 

mise au point de lipoplexes, des complexes formés entre des lipides cationiques et des acides 

nucléiques (ADN ou ARN) via des interactions électrostatiques.100–103 Les lipides cationiques 

les plus fréquemment utilisés sont le DOTAP (1,2-dioleoyl-3-trimethylammonium-propane) et 

le DOTMA (N-[1-(2,3-dioleoyloxy)propyl]-N,N,N-trimethylammonium chloride).104 

d. Exemples d’utilisation de liposomes fusogènes en santé 

Ces dernières années, les formulations à base d’ARN ou de protéines sont devenues des 

modalités thérapeutiques de premier ordre pour le traitement du cancer, des maladies 

inflammatoires ou des vaccins en raison de leur spécificité.105–107 Néanmoins, ces formulations 

doivent faire face à un obstacle majeur qui est le passage de la membrane plasmique et 

l’emprisonnement endosomal, limitant leur délivrance dans le cytosol. Les liposomes fusogènes 

de composition lipidique variée peuvent être une solution pour délivrer ces molécules 

directement dans le cytosol des cellules en fusionnant avec leur  membrane plasmique.105–108  



Chapitre 1 : État de l’art 
 

 
50 

Dans l’article de Kube et al.105, des liposomes fusogènes, constitués de DOTAP, ont été 

utilisés pour délivrer des protéines hydrosolubles dans le cytoplasme de cellules vivantes, par 

fusion des membranes (Figure 1.22 A). Par microscopie confocale, ils ont prouvé que les 

cellules ovariennes de hamster (CHO) incubées avec des liposomes fusogènes encapsulant des 

protéines entraînent la fusion des liposomes fusogènes avec les cellules (traceur lipidique DiR 

à la membrane des CHO), ainsi que l’internalisation des protéines dans les cellules (Figure 1.22 

B). La taille (2,3 kDa, 27 kDa et 240 kDa), la charge et la concentration des protéines ont 

également été modifiées, afin d’élucider l’impact de ces paramètres sur la délivrance 

cytoplasmique des protéines. Les résultats indiquent que les différentes tailles des protéines 

testées n’influencent pas leur délivrance dans le cytoplasme ; néanmoins, plus les protéines ont 

des poids moléculaires élevés, plus la concentration délivrée est faible. Concernant la charge 

des protéines, les auteurs ont montré que les liposomes fusogènes chargés positivement 

encapsulent davantage de protéines chargées négativement, en raison de l’interaction 

électrostatique favorable entre les liposomes cationiques et les protéines chargées 

négativement. Pour finir, ils ont démontré que seuls les liposomes fusogènes conservant un 

potentiel de surface positif suffisant (ici +25 mV) pouvaient se fixer efficacement à la surface 

cellulaire chargée négativement, pour ensuite fusionner et délivrer leur contenu. 

 

Figure 1.22: (A) Comparaison de la délivrance potentielle de protéines par des liposomes 

fusogènes et par endocytose, (B) Cellules CHO incubées avec une solution de protéines (ligne 

du haut) ou avec des protéines encapsulées dans des liposomes fusogènes (ligne du bas), à la 

même concentration. La microscopie optique a enregistré le traceur lipidique DiR (1,1′-

Dioctadecyl-3,3,3′,3′-Tetraméthylindotricarbocyanine Iodide) (colonne de gauche), la 

fluorescence de la protéine (colonne du milieu), ainsi que l’aspect général des cellules en 

contraste de phase (colonne de droite). L’échelle (100 μm) est valable pour toutes les images. 

(A) (B) 
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L’étude de Zhao et al.106 fait intervenir des liposomes fusogènes (MF-LNV), constitués 

de lipide DSPE-Arg5 (1,2-Distearoyl-snglycero-3-phosphoethanolamine-NH-succinic 

anhydride-Arg-Arg-Arg-Arg), afin de délivrer de l’ARNm et des protéines (ovalbumine) 

directement dans le cytoplasme de cellules dendritiques (BMDC). Les liposomes fusogènes se 

rapprochent de la membrane cellulaire à l’aide d’une voie médiée par la clathrine, puis, 

l’oligoarginine présent à la surface des liposomes fusogènes se lie au récepteur membranaire 

CEACAM1 avec une forte affinité, induisant l’insertion et la fusion des liposomes avec la 

membrane cellulaire. Finalement, le contenu des liposomes est délivré dans le cytoplasme, 

libérant l’ARNm ou la protéine, en contournant les endosomes et les lysosomes (Figure 1.23 

A). La fusion de ces liposomes (MF-LNV) incubés avec les cellules dendritiques a été montrée 

par imagerie confocale avec transfert de fluorophores membranaires, et absence de 

colocalisation avec les endosomes (Figure 1.23 B). De plus, la microscopie montre le relargage 

de l’ARNm (Figure 1.23 C) et de l’ovalbumine (Figure 1.23 D) dans le cytosol cellulaire. Les 

expériences ont montré que les liposomes fusogènes chargés en ARNm induisent une 

expression antigénique robuste, capable de déclencher une réponse immunitaire humorale 

significative. Par ailleurs, l’encapsulation de l’ovalbumine dans les MF-LNV entraîne une 

activation marquée des lymphocytes T CD8⁺ spécifiques, supérieure à celle obtenue avec des 

nanoparticules lipidiques classiques.  

 

Figure 1.23: (A) Schéma du mécanisme de la fusion membranaire des liposomes fusogènes 

d’oligoarginine, (B) Observations en microscopie confocale de cellules dendritiques incubées 

avec des liposomes fusogènes composés d’oligoarginine et marqués à la rhodamine B. Images 

des cellules incubées avec les liposomes fusogènes contenant (C) de l’ARNm-Cy5 ou (D) de 

l’OVA-Cy5.5 (barre d’échelle : 20 μm). 

(B) (A) 

(C) (D) 
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Dans l’article de Csiszar et al.107, les chercheurs ont conçu de nouveaux liposomes 

fusogènes contenant  du DOTAP, du DOPE et du resvératrol, un antioxydant d’origine végétale. 

Le resvératrol est situé dans la bicouche lipidique, mais une partie se retrouve également dans 

le milieu intracellulaire des liposomes. Le resvératrol contient des électrons π délocalisés et 

conjugués, qui, associés à des lipides chargés positivement (DOTAP) dans la bicouche 

lipidique, augmentent la fusogénicité des liposomes. L’hypothèse est que cela permet la 

délivrance intracellulaire du resvératrol (milieu aqueux) dans des cellules endothéliales 

microvasculaires cérébrales (CMVEC) de rats âgés, et ceci par fusion membranaire entre les 

liposomes et la membrane plasmique des cellules (Figure 1.24 A). Dans cette étude, les 

résultats de cytométrie en flux (Figure 1.24 B) et de microscopie à balayage laser (Figure 1.24 

C) prouvent que l’incubation des cellules avec les liposomes fusogènes contenant du resvératrol 

(FL-RSV) entraîne une fusion membranaire entre les deux, contrairement aux liposomes non 

fusogènes contenant du resvératrol. Par chromatographie liquide haute performance (HPLC) 

(Figure 1.24 D), ils démontrent que le resvératrol est efficacement internalisé lorsqu’il est 

encapsulé dans les liposomes fusogènes (PC-RSV). L’internalisation du resvératrol, lui permet 

d’activer rapidement certains mécanismes de défense comme ceux médiés par Nrf2, en 

diminuant la production cellulaire d’espèces réactives de l’oxygène et en inhibant l’apoptose.  

 

Figure 1.24 : (A) Modèle proposé pour une fusion membranaire améliorée entre des liposomes 

fusogènes contenant du resvératrol et des cellules CMVEC. (B) Pourcentage de cellules âgées 

chargées en DiR en fonction de la concentration de resvératrol dans les liposomes fusogènes 

(noir) ou des liposomes conventionnels (blanc). (C) Images de microscopie confocale de 

cellules âgées incubées avec des liposomes fusogènes (haut) ou conventionnels (bas), marqués 

(A) 

(D) (C) (B) 
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par du DiR, contenant du resvératrol. (D) Contenu cellulaire en resvératrol normalisé après 

chargement des cellules âgées avec des liposomes fusogènes ou des liposomes conventionnels. 

Dans cette étude de Butera et al.108, des nanoclusters d’or luminescents (AuNCs) 

stabilisés par des peptides spécifiques ont été synthétisés puis encapsulés dans des liposomes 

unilamellaires afin de les fusionner à des vésicules extracellulaires (EVs) (Figure 1.25 A). 

L’efficacité de l’encapsulation a été confirmée par spectrométrie de masse (ICP-MS), révélant 

une incorporation de 26 à 42 mol % d’or selon le peptide utilisé. La fusion entre ces liposomes 

chargés en AuNCs et les EVs a ensuite été démontrée par une augmentation concomitante de 

la taille et de la fluorescence des EVs, en cytométrie en flux, témoignant de l’intégration des 

AuNCs. Ces résultats ont été confirmés par cryo-TEM, avec la mise en évidence des états 

intermédiaires de fusion (Figure 1.25 B) et l’augmentation significative de la taille des 

vésicules après 2 h d’incubation (Figure 1.25 C). Enfin, la séparation par chromatographie 

d’exclusion de taille et les analyses ICP ont démontré que 17 % des AuNCs étaient libérés lors 

de la fusion, confirmant l’efficacité du processus de fusion pour encapsuler les AuNCs dans les 

EVs sans rupture de membrane.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.25 : (A) Schéma de la fusion entre les liposomes fusogènes contenant les nanoclusters 

d’or luminescents et les vésicules extracellulaires humaines (EV). (B) Histogramme montrant 

la fréquence des différents intermédiaires observés pour le mélange LUV:EV, ainsi que les 

intermédiaires classiques de la fusion membranaire : contact/liaison, hémifusion, pore initial, 

pore élargi, et fusion complète des membranes. (C) Histogrammes de taille extraits des images 

(A) 

(B) 

(C) 
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cryo-TEM de LUV purs (haut), de vésicules extracellulaires (milieu), du mélange LUV:EV 

(bas) après 2 heures (en vert, diamètre moyen de 175 ± 65 nm) et après 24 heures (en rose, 

diamètre moyen de 138 ± 74 nm). La barre d’échelle représente 100 nm. 

4. Les propriétés magnétiques des oxydes de fer et leurs applications en santé 

a. Les propriétés superparamagnétiques des nanoparticules d’oxydes de fer 

Les nanoparticules magnétiques (NPM) ont fait l’objet de nombreuses recherches pour 

des applications biomédicales durant ces dernières décennies.109,110 Il existe un grand nombre 

de NPM, qui peuvent être classées en trois catégories : oxydes métalliques, métaux purs et 

nanocomposites magnétiques.109 Les nanoparticules d’oxyde de fer de type magnétite (Fe₃O₄) 

ou maghémite (γ-Fe₂O₃) font partie des NPM les plus étudiées en raison de leur faible toxicité 

et de leurs propriétés magnétiques spécifiques.109,110 

La magnétite, comme la maghémite, possède une structure spinelle inverse. Dans la 

magnétite, les cations métalliques occupent les sites tétraédriques et octaédriques de la maille 

cubique faces centrées formée par les ions oxygène (Figure 1.26 A).111–113  Les cations Fe2+ 

occupent uniquement des sites octaédriques (B) et les cations Fe3+ sont répartis entre des sites 

tétraédriques (A) et octaédriques (B), ce qui conduit à la formule [Fe3+]A[Fe3+Fe2+]BO4 . La 

maghémite (γ-Fe₂O₃) est le produit d’oxydation de la magnétite, elle contient uniquement des 

ions Fe³⁺ et possèdent des lacunes dans les sites octaédriques [Fe3+]A [Fe5/3
3+□1/3]BO4.

111 Grâce 

au couplage antiferromagnétique non compensé entre les sites octaédriques et tétraédriques ces 

matériaux sont ferrimagnétiques (Figure 1.26 B).110–113  

  

Figure 1.26 : Illustration (A) de la face avant de la maille cubique de la structure spinelle 

inverse de la magnétite, et (B) organisation ferrimagnétique dans la magnétite (plan [1,1,1]).111 

(A) (B) 
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Dans le matériau massif, les spins d’un groupe d’atomes s’alignent parallèlement entre 

eux et forment ce que l’on appelle un domaine magnétique de Weiss, le matériau étant constitué 

de plusieurs domaines de Weiss qui s’orientent dans des directions différentes (Figure 1.27 

A).114,115 La taille d’un domaine de Weiss dans la magnétite (ou la maghémite) est d’environ 

0,1 μm113, par conséquent plus la taille du matériau diminue, moins il y a de domaines 

magnétiques (Figure 1.27 B). En dessous d’une certaine taille, qui est d’environ 20 nm pour 

les oxydes de fer, les nanoparticules sont des monodomaines magnétiques (Figure 1.27 

C).110,111,116 Dans ces monodomaines magnétiques, un moment magnétique permanent 

représenté par une flèche blanche sur la Figure 1.27 D est obtenu et correspond à la résultante 

de tous les spins atomiques symbolisés par les flèches jaunes qui sont alignés parallèlement les 

uns aux autres.116 L’intensité du moment magnétique est proportionnelle à l’aimantation à 

saturation du matériau (Ms), et au volume de la particule (V), soit : μ = Ms × V 

 

Figure 1.27 : (A), (B) et (C) Représentation des domaines magnétiques de Weiss d’un matériau 

massif dont la taille diminue. (D) Schéma d’une nanoparticule monodomaine magnétique avec 

les moments magnétiques atomiques (flèches jaunes) et le moment magnétique résultant des 

particules (flèche blanche).117 

Dans une particule monodomaine, ce moment magnétique global est orienté dans une 

direction préférentielle appelée axe de facile aimantation, définie par la structure cristalline du 

matériau.111 Ce moment magnétique reste stable dans une direction grâce à l’énergie 

d’anisotropie (Ea), et dépend de Keff qui est la constante d’anisotropie effective (liée à la nature 

du matériau et à sa forme), et V qui est le volume de la nanoparticule, selon la formule 

suivante111,115,116,118 : 

Ea = Keff × V 

 

(D) 

(A) 

(C) 
(B) 
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Il suffit de fournir une énergie supérieure à Ea pour faire basculer le moment magnétique 

global d’une direction de facile aimantation à l’autre (Figure 1.28).119 L’énergie nécessaire à 

ce basculement peut être fournie par l’application d’un champ magnétique ou par l’agitation 

thermique (kBT). 116,119 

 

Figure 1.28 : Représentation de la barrière d’énergie Ea à franchir pour renverser l’orientation 

du macrospin. Thèse de Sirine El Mousli Saada117 

À température ambiante, les particules sont soumises à une agitation thermique dont 

l’énergie est notée kBT (kB est la constante de Boltzmann, T la température absolue). Si l’énergie 

thermique kBT est inférieure à l’énergie d’anisotropie Ea, le moment magnétique reste « bloqué 

» dans sa direction. Si kBT devient comparable ou supérieur à Ea, le moment magnétique peut 

basculer librement d'une direction à l’autre, sous l’effet des fluctuations thermiques, la particule 

est dite superparamagnétique.120 La température à laquelle l’énergie thermique peut surpasser 

l’énergie d’anisotropie d’une nanoparticule est appelée température de blocage (TB).119 On peut 

ainsi introduire la température de blocage correspondant à la température à laquelle une 

particule passe de l’état bloqué (ferromagnétique à l’échelle nanométrique) à l’état 

superparamagnétique. La TB dépend de plusieurs facteurs, comme le volume de la nanoparticule 

(plus c’est petit, plus la TB est basse), l’anisotropie magnétique du matériau, ou les interactions 

entre particules (si elles sont proches, elles peuvent s’influencer).121 Elle dépend de deux 

choses, l’énergie d’anisotropie magnétique (K) liée à la forme, la taille et la nature de la 

particule et le volume (V) de la nanoparticule selon la formule suivante120,122 :  

TB= 
𝐾∗𝑉

𝑘𝐵∗ln⁡(
τm

τ0
)
 

avec K : constante d’anisotropie, V : volume de la particule, kB : constante de Boltzmann, τm 

: temps de mesure et τ0 : temps caractéristique (≈ 10⁻⁹ à 10⁻¹² s). Ainsi plus la particule est 

grosse ou anisotrope, plus la température de blocage est élevée.  
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Dans le cas de la maghémite que nous utiliserons dans ce travail, le moment magnétique 

n’est pas bloqué car à température ambiante, l’énergie thermique est plus forte que l’énergie 

d’anisotropie, le moment magnétique µ peut donc librement basculer d’une orientation à 

l’autre.116,120,121 Cette réorientation ayant lieu à des fréquences très rapides, plus rapides que la 

fréquence de la mesure magnétique, aucune aimantation n’est mesurée à température ambiante. 

En d’autres termes, en l’absence de champ magnétique, l’aimantation est nulle. En présence 

d’un champ magnétique externe, la courbe d’aimantation est caractéristique d’un comportement 

superparamagnétique (Figure 1.29).120 Les moments magnétiques portés par les nanoparticules 

d’oxyde de fer s’alignent dans la direction du champ magnétique appliqué et atteignent la 

saturation pour de faibles valeurs de champ.121 En conclusion, les nanoparticules d’oxyde de 

fer ne sont pas magnétiques mais le deviennent sous champ magnétique. Les particules utilisées 

dans ce travail seront toujours dispersées dans un solvant porteur, en l’occurrence de l’eau sous 

la forme d’un ferrofluide ionique.  

 

Figure 1.29 : Courbe d’aimantation caractéristique de nanoparticule superparamagnétique. 

b. Intérêt des NPM en santé  

Les principales applications des nanoparticules magnétiques en santé sont liées à leur 

propriété superparamagnétique. En effet, les nanoparticules d’oxyde de fer sont des agents de 

contraste en Imagerie par Résonance Magnétique (IRM), ou sont utilisées en Imagerie de 

Particules Magnétiques (MPI). Associées à d’autres structures (nanogels, liposomes, 

polymerosomes), elles  peuvent être accumulées sous champ magnétique dans une tumeur ou 

un tissu (vectorisation magnétique), elles peuvent aussi délivrer de la chaleur sous champ 

magnétique alternatif (hyperthermie magnétique).110,123 
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i. Les NPM en imagerie par résonance magnétique : IRM et MPI  

L’imagerie par résonance magnétique est une technique d’imagerie médicale non 

invasive reposant sur les propriétés de la résonance magnétique nucléaire (RMN), en particulier 

celles des noyaux d’hydrogène présents en abondance dans les tissus biologiques. En 1971, 

Raymond V. Damadian fut le premier à démontrer que les tissus cancéreux présentent des temps 

de relaxation RMN (T1 et T2) significativement différents de ceux des tissus sains, posant ainsi 

les bases physiques d’une méthode de détection non invasive des anomalies tissulaires.124 En 

1973, Paul C. Lauterbur introduit le concept fondamental d’imagerie RMN en utilisant des 

gradients de champ magnétique pour spatialiser les signaux, permettant ainsi la formation des 

premières images en deux dimensions.125 Enfin, Peter Mansfield optimise cette approche en 

développant des méthodes mathématiques de reconstruction rapide des images, et rend la 

technique applicable à la pratique clinique.126 Ensemble, leurs travaux ont conduit au 

développement de l’IRM telle qu’elle est utilisée aujourd’hui, un outil essentiel au diagnostic 

médical moderne, notamment en neurologie, en oncologie et en cardiologie. 

L’IRM standard, basée sur les différences naturelles de temps de relaxation (T1 et T2) 

des tissus, possède une excellente résolution, cependant les images IRM manquent parfois de 

contraste pour distinguer certaines structures ou lésions.110,116 Malgré l’augmentation des 

valeurs de champ magnétique des IRM cliniques, actuellement de 7 Tesla , il est souvent 

nécessaire d’utiliser des agents de contraste, qui modifient les propriétés de relaxation des 

protons (H⁺) dans leur voisinage, pour améliorer la sensibilité de cette technique.110,116 Ces 

agents de contraste accélèrent le retour à l’équilibre des spins des protons (relaxation T1 ou 

T2), modifiant la luminosité des tissus sur les images IRM. Les nanoparticules d’oxyde de fer 

lorsqu’elles s’accumulent dans des zones spécifiques par ciblage passif ou actif, modifient 

efficacement le temps de relaxation T2 (transverses) provoquant ainsi un assombrissement de 

la zone où les NPM sont accumulées (agents de contraste négatif), par opposition aux agents de 

contraste T1 qui rendent l’image plus claire (Figure 1.30).111,116,121,127 Parmi les nanoparticules 

superparamagnétiques d’oxyde de fer, approuvées en 1996 par la Food and Drug 

Administration (FDA), on peut citer  Resovist® et Feridex® aux Etats-Unis ou Endorem® en 

Europe.109  
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Figure 1.30 : (A) Images hépatiques pondérées en T2 d’un patient atteint d’un carcinome rénal 

métastatique avant l’administration (en haut) et 15 minutes après l’administration d’AMI-25 

(en bas). (B) Images IRM pondérées en T2 d’un ganglion lymphatique prélevé chez un patient 

atteint de cancer de la prostate, avant l’administration (en haut) et 24 heures après 

l’administration de Combidex (en bas). Les images sont issues des travaux de Qiao et al.116. 

L’imagerie par particules magnétiques (MPI) est une technique d’imagerie innovante 

introduite par Bernhard Gleich et Jürgen Weizenecker au sein des laboratoires de recherche de 

Philips à Hambourg, en 2005.128 La MPI permet l’acquisition quantitative et spatiale de la 

distribution des nanoparticules d’oxyde de fer injectées in vivo. Contrairement à l’imagerie par 

résonance magnétique (IRM), qui visualise principalement les tissus biologiques, la MPI cible 

exclusivement les propriétés magnétiques des nanoparticules, offrant ainsi une sensibilité et une 

spécificité remarquablement élevées.110 Le principe de la MPI repose sur l’application d’un 

champ magnétique oscillant qui excite sélectivement les nanoparticules situées dans une zone 

donnée, générant un signal mesurable.  Seules les particules situées dans cette zone réagissent 

à l’excitation et génèrent un signal mesurable. En déplaçant cette zone tridimensionnellement, 

il devient possible d’obtenir une cartographie précise et dynamique de la localisation des 

nanoparticules dans l’organisme.129 

Parmi ses nombreux avantages, cette technique se distingue par un rapport signal sur 

bruit élevé, une capacité d’imagerie dynamique permettant le suivi en temps réel des particules, 

est totalement non invasive et ne nécessite qu’une faible dose de particules. Ces caractéristiques 

font de la MPI une méthode prometteuse pour diverses applications biomédicales, notamment 

dans le domaine du ciblage thérapeutique et du diagnostic.110,129 Des efforts récents ont porté 

(A) (B) 



Chapitre 1 : État de l’art 
 

 
60 

sur le design de nanoparticules spécifiquement conçues pour optimiser la réponse en MPI. Par 

exemple, Wang et al.130 ont développé des nanoparticules d’oxyde de fer cubiques, présentant 

une forte aimantation, une réponse harmonique amplifiée, et une excellente biocompatibilité, 

démontrant des performances supérieures pour le suivi in vivo de cellules souches. Ces 

avancées ouvrent la voie à une nouvelle génération de traceurs hautement performants dédiés à 

l’imagerie par particules magnétiques. 

Le premier appareil pré-clinique offrant la possibilité de faire de l’imagerie 3D in vivo 

par MPI a été développé par Bruker, en 2013, en collaboration avec Philips.131 Cet appareil a 

notamment été utilisé dans une étude de Mohn et al.129, afin d’évaluer les propriétés 

magnétiques du traceur Resotran®, un oxyde de fer superparamagnétique (SPION), dans le 

contexte de l’imagerie par particules magnétiques (MPI) en le comparant d’une part à d'autres 

traceurs IRM à base de SPION tels que Resovist, Ferrotran et d’autre part avec le traceur dédié 

à l'imagerie par particules magnétiques (MPI) Perimag. Les quatre types de SPIONS comparés 

dans l’étude diffèrent par leur taille (allant de 10 à 30 nm), leur revêtement (polymères ou 

dextran pour assurer la stabilité et la biocompatibilité), ainsi que par leurs propriétés 

magnétiques intrinsèques, Resotran se distinguant par une taille moyenne d’environ 20 nm et 

un revêtement dextran optimisé pour une meilleure performance et sécurité clinique en MPI. 

Les résultats, obtenus via le système Bruker, montrent que Perimag, Resotran et Resovist 

présentent des caractéristiques magnétiques qui leur permettent d’être utilisés en tant que 

traceur MPI viable, même si le plus efficace reste Perimag (Figure 1.31).  

 

Figure 1.31 : Les résultats des quatre types de nanoparticules superparamagnétiques (Perimag, 

Resotran, Resovist, Ferrotran) dans deux fantômes différents sont présentés, chacun ayant une 

concentration en fer de 8,5 mg/ml. L’intensité du signal est normalisée individuellement pour 

chaque image, et l’image reconstruite a une taille de 29 × 29 mm².129  
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ii. Vectorisation magnétique ou ciblage magnétique 

Le ciblage magnétique est une technique utilisée en médecine, en particulier dans le 

traitement ciblé de maladies comme le cancer, les infections ou les troubles cardiovasculaires. 

Cette technique très étudiée par Lübbe et al.132 consiste à utiliser un champ magnétique externe 

pour diriger et accumuler des vecteurs magnétiques liés à des médicaments vers une zone 

spécifique du corps, pour une libération localisée du médicament. Pour que le ciblage 

magnétique soit effectif in vivo, il est nécessaire de contrebalancer les forces visqueuses, la 

pression péristaltique du sang et l’atténuation du champ dans les zones profondes du corps, 

c’est pourquoi le moment magnétique global du vecteur ainsi que le gradient de champ 

magnétique doivent être forts. Actuellement, cette technique est principalement efficace pour 

les tumeurs situées à proximité de la surface corporelle. 

Thébault et al.127 ont développé une approche théranostique innovante reposant sur 

l’utilisation de liposomes ultra-magnétiques encapsulant à la fois des nanoparticules de 

maghémite (γ-Fe₂O₃) et le combretastatine A4 phosphate (CA4P), un agent antivascularisation, 

pour les injecter chez la souris (Figure 1.32). L’objectif était d’utiliser des liposomes 

ultramagnétiques (LUM) pour diriger le CA4P vers la tumeur, puis de déclencher le relargage 

du médicament à l'aide d'ultrasons (HIFU), et finalement de suivre en temps réel la distribution 

et l'efficacité du traitement par IRM. Les résultats montrent une libération efficace du CA4P 

après exposition aux HIFU, entraînant une régression du volume tumoral observée par IRM à 

7 Tesla. Après relargage de la molécule thérapeutique par ultrasons, une efficacité accrue du 

traitement d’un facteur 150 a été observée dans le cas du ciblage magnétique de la zone 

tumorale comparé à une accumulation systémique passive des particules.  

 

Figure 1.32 : Représentation schématique adaptée de Thébault et al.127, du traitement de LUM-

CA4P par ciblage magnétique puis d’un relargage par ultrasons HIFU.  
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iii. Hyperthermie magnétique  

Au-delà de l’utilisation des nanoparticules d’oxyde de fer pour l’imagerie médicale, ce 

type de particules convient également pour la destruction de cellules cancéreuses par 

hyperthermie magnétique133 ou encore pour la délivrance contrôlée de médicaments.110 

L’hyperthermie magnétique est un processus au cours duquel une dispersion de NPM soumise 

à un champ magnétique alternatif (AMF) va générer de la chaleur.  

Contrairement à l’IRM, le champ magnétique est de faible intensité (quelques dizaines 

de milli Tesla), mais de haute fréquence (quelques centaines de kilo Hertz).134 Lorsqu’un champ 

magnétique alternatif (ou hyperfréquence) est appliqué à une dispersion de nanoparticules 

magnétiques, celles-ci s’alignent sur le champ magnétique mais avec un certain retard, ce qui 

crée des pertes énergétiques sous forme de chaleur. Il existe deux principaux mécanismes de 

relaxation, la relaxation de Néel (Figure 1.33 A), qui correspond au retournement du moment 

magnétique dans la nanoparticule, avec un retard causé par la barrière d’anisotropie à surmonter 

induisant une hystérésis dynamique ; et la relaxation de Brown (Figure 1.33 B) qui correspond 

à la rotation physique de la NP créant du retard par frottement visqueux de la particule qui 

tourne dans son environnement.17,134,135 Dans les deux cas, c’est ce retard entre l’aimantation et 

le champ appliqué qui conduit à une accumulation d’énergie qui sera dissipée sous forme de 

chaleur.134 

 

Figure 1.33 : Schéma illustrant les deux types de relaxation avec en rouge l’élément en rotation. 

(A) La relaxation de Néel, où le macrospin (en rouge) effectue une rotation interne dans une 

particule fixe, et (B) la relaxation de Brown, où la particule entière (en rouge) effectue une 

rotation dans le milieu, le macrospin restant fixe par rapport à la particule.135  

(A) 

(B) 
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Les deux mécanismes de relaxation des nanoparticules magnétiques, Néel et Brown, ont 

chacun un temps caractéristique de relaxation, noté τ, dont les formules sont les suivantes :  

    

Avec pour la relaxation de Néel (τN) (en seconde) : τ0 le temps d’essai d’une valeur comprise 

entre 10−9 à 10−10 s (valeur empirique), Ea l’énergie d’anisotropie magnétique (J), kB la 

constante de Boltzmann (1.38 × 10⁻²³ J/K) et T la température absolue (K). Pour la relaxation 

de Brown (τB) (en secondes), η la viscosité dynamique du liquide (Pa·s), V le volume de la 

particule.  

D’après les formules associées à ces temps de relaxation, le mécanisme de Néel 

augmente exponentiellement avec l’anisotropie cristalline du matériau considéré, tandis que le 

mécanisme brownien est plutôt influencé par la viscosité du milieu.136,137 Shliomis et al.136 ont 

calculé qu’il existe une taille de particule caractéristique, qui est inférieure à 15 nm de diamètre 

pour les NP de maghémite, où la relaxation de Néel prévaut généralement sur la relaxation 

brownienne. L'agrégation de NPM et la viscosité du milieu peuvent modifier les propriétés 

d’hyperthermie car la rotation mécanique peut être inhibée, ce qui peut considérablement 

réduire la chaleur dissipée par relaxation brownienne.135,138 La relaxation de Néel est également 

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

rotation des moments magnétiques et donc limitant la production de chaleur. Lorsque Ea devient 

grand par rapport à kBT, la relaxation de Néel est bloquée et les pertes sont principalement dues 

aux fluctuations de Brown des nanoparticules elles-mêmes, avec un temps caractéristique.136,138  

La chaleur libérée lors de l’échauffement magnétique peut être quantifiée par la 

puissance de perte spécifique (Specific Loss power, SLP), qui se définit comme la puissance 

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

gramme (W/g). Ce paramètre permet de déterminer l’efficacité de différents systèmes, et est 

défini suivant la formule134,136 :  

 

avec CP la capacité thermique spécifique du solvant, m𝑡𝑜𝑡 la masse totale de l’échantillon, m𝑚𝑎𝑔 

la masse de matériel magnétique dans l’échantillon et dT/ dt la pente à l’origine.17  
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5. Voie d’entrée naturelle des NPM dans les cellules et conséquences 

Ces nanoparticules magnétiques, comme la plupart des nanoparticules, entrent dans les 

cellules par la voie d’endocytose. Ce processus implique l’adsorption des nanoparticules du 

milieu extracellulaire sur la membrane cellulaire (Figure 1.34 A), suivie de l’invagination de 

la membrane plasmique qui forme une vésicule endocytaire englobant les oxydes de fer (Figure 

1.34 B). Cette vésicule endocytaire, est transportée dans le milieu intracellulaire vers les 

endosomes précoces (Figure 1.34 C), tardifs, puis les lysosomes où elles seront stockées ou 

dégradées à long terme (Figure 1.34 D).139,140  

 

Figure 1.34 : Observation de l’endocytose des nanoparticules magnétiques en microscopie 

électronique : (A) adsorption des nanoparticules du milieu extracellulaire sur la membrane 

cellulaire, (B) invagination de la membrane encapsulant les nanoparticules, (C) transport des 

nanoparticules dans les endosomes précoces, puis (D) les lysosomes.139,140 

Après leur internalisation par endocytose, les NPM sont donc acheminées vers les 

lysosomes, où elles sont, dans un premier temps, séquestrées, puis elles subissent des 

transformations physico-chimiques.141 Sous l'effet du pH acide et des enzymes lysosomales, les 

NPM se dégradent progressivement, libérant des ions fer qui sont ensuite captés par des 

protéines de stockage telles que la ferritine. Ce fer est redistribué de manière contrôlée, 

minimisant ainsi la toxicité potentielle du fer libre.141 

Cependant, d’un point de vue physique, le confinement subcellulaire des NPM, où leur 

mobilité est fortement réduite, influence profondément les propriétés magnétiques des 

nanoparticules d’oxyde de fer. En effet,  Di Corato et al.138 ont mis en évidence une baisse 

systématique de la capacité de chauffage d’une large gamme de NPM de maghémite γ-Fe2O3 

présentant différentes tailles et formes (sphériques, nanocubes, nanofleurs et liposomes 

encapsulant des nanoparticules γ-Fe2O3), une fois ces NPM adsorbées à la membrane cellulaire 

ou internalisées dans les cellules tumorales (Figure 1.35). Ce déclin est particulièrement 

marqué pour les nanoparticules dont la dissipation thermique repose sur la relaxation 

brownienne, cette dernière étant fortement altérée par l’immobilisation des NPM dans le 

(A) (B) (C) (D) 
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cytoplasme.138,141 La relaxation de Néel sera quant-à-elle affectée, car le confinement induit une 

augmentation des interactions dipolaires magnétiques entre particules due à leur 

proximité.138,141  

 

Figure 1.35 : Mesure du pouvoir chauffant (en W/g) en solution aqueuse et dans des systèmes 

modèles cellulaire pour différents nanomatériaux : (A) des nanoparticules de maghémite, (B) 

des nanoparticules de maghémite encapsulées dans des liposomes, (C) des nanoparticules de 

ferrite de cobalt, (C) des dimères oxyde de fer/or, (D) des nanocubes d’oxyde de fer et (E) des 

nanofleurs d’oxyde de fer (F).138 

 Les nanomatériaux à forte anisotropie et aimantation, comme les nanocubes et 

nanofleurs, qui ont une SLP élevée en solution (>1000 W/g), et pour lesquels la relaxation 

impliquée est de type brownien, voient leur SLP chuter drastiquement en milieu cellulaire : 

environ 200 W/g pour les nanocubes et seulement 50 W/g pour les nanofleurs. Ces valeurs 

deviennent inférieures ou comparables à celles des nanoparticules classiques de maghémite γ-

Fe₂O₃ (150 W/g en milieu cellulaire). Ce constat montre que les matériaux les plus prometteurs 

en solution peuvent perdre toute supériorité une fois dans l’environnement cellulaire complexe. 

Ces résultats soulignent la nécessité de concevoir des nanomatériaux optimisés spécifiquement 

pour les conditions biologiques, et non seulement en solution, afin de garantir une efficacité 

réelle en hyperthermie thérapeutique.138 
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6. Contexte et objectif de la thèse 

a. Stratégies de libération des SPION dans le cytosol cellulaire 

Lorsque les NPM sont internalisées par endocytose, elles se retrouvent piégées dans des 

vésicules (endosomes ou lysosomes). Dans ces compartiments acides, elles peuvent être 

dégradées et avoir une mobilité restreinte, ce qui peut diminuer l'effet de l'hyperthermie, et 

rendre impossible la libération cytoplasmique d’agents actifs.138,142 L’une des stratégies 

consiste à favoriser l’échappement endosomal des NPM pour optimiser leur performance 

thérapeutique, notamment pour la thérapie par hyperthermie magnétique et la libération 

intracellulaire d’agents actifs.  

S’il existe plusieurs stratégies d’échappement endosomal dans la littérature143,144, les 

exemples spécifiques aux nanoparticules d’oxyde de fer sont plus rares. On retrouve des 

méthodes physiques, telles que la micro-injection ou l’électroporation, qui restent cependant 

difficiles à mettre en œuvre.17 Les méthodes physico-chimiques sont donc privilégiées, 

notamment l’effet « éponge à protons » induisant une rupture endosomale par pression 

osmotique. D’autres stratégies reposent sur la fusion ou la perturbation directe de la membrane, 

facilitée parfois par des lipides fusogènes ou des peptides spécifiques.145 

Mathilde Le Jeune durant sa thèse17 a travaillé sur la fonctionnalisation des NPM avec 

des peptides cationiques contenant des séquences poly-histidines, afin de permettre 

l’échappement des endosomes après leur internalisation par endocytose. Le mécanisme 

d’échappement endosomal impliqué est appelé le mécanisme de « l’éponge à protons ». Il 

repose sur la capacité des poly-histidines à se protoner lorsque le pH diminue à l’intérieur des 

vésicules (endosomes). Cette acidification est causée par une enzyme, l’ATPase, qui pompe 

activement des protons (H⁺) du cytosol vers la vésicule (Figure 1.36 A). Les poly-histidines 

tamponnent alors ce milieu acide, forçant l’endosome à faire entrer encore plus de protons pour 

maintenir un pH bas. Cela provoque aussi une entrée de chlorures (Cl⁻) pour équilibrer la 

charge, ce qui augmente la pression osmotique. L’eau pénètre alors dans l’endosome, entraînant 

son gonflement. Ce gonflement finit par rompre la membrane endosomale par effet osmotique, 

libérant ainsi les vecteurs (comme les nanoparticules) et leur contenu dans le cytosol (Figure 

1.36 B). 17,146,147  
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Figure 1.36 : (A) Protonation de l’oligo-histidine pour l’échappement des endosomes et (B) 

schéma du mécanisme d’éponge à protons.17 

Les résultats ont démontré que les NPM de type cœur-coquille (γFe2O3@SiO2) 

fonctionnalisées avec des peptides pénétrants (Figure 1.37 A) peuvent, une fois internalisées 

par endocytose, favoriser un échappement des endosomes par effet « éponge à protons » et 

atteindre le cytosol, contournant ainsi le piégeage endosomal (Figure 1.37 B). Un comptage 

des événements en microscopie électronique a permis de mettre en évidence un plus grand 

nombre d’événements de rupture de l’endosome dans le cas des nanoparticules fonctionnalisées 

avec les polyhistidines (CF-H4-CC1) en comparaison des nanoparticules sans peptide (CC1) 

(Figure 1.37 C). 

 

Figure 1.37 : (A) Conjugaison de peptides poly-histidine avec les nanoparticules cœur-

coquilles. (B) Images obtenues en STEM de cellules CHO-K1 après incubation avec ces 

nanoparticules cœur-coquilles CC1 ou CF-H4-CC1 (0,56 mM en fer) pendant 6 h à 37 °C. (C) 

Résumé du comptage manuel en pourcentage d’évènements cellulaires correspondant à la 

localisation des nanoparticules cœur-coquilles sur les images de STEM (EE = endosome 

précoce, MVB = corps multivésiculaires, LE = endosome tardif). 

(A) (B) 

(B) 

(A) 
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Cette stratégie s’est révélée efficace pour cibler des protéines intracellulaires lors de la 

thèse de Mélody Perret.135 L’objectif principal dans ce cas était de permettre aux NPM 

fonctionnalisées avec des anticorps de cibler précisément les protéines intracytosoliques. Les 

résultats ont montré que les NPM bifonctionnalisées (Figure 1.38 A) ciblent efficacement les 

protéines intracellulaires HSP27 comme on peut le voir en microscopie confocale (Figure 1.38 

B). 

 

Figure 1.38 : (A) Schéma réactionnel de double fonctionnalisation des NPM avec le peptide 

polyhistidine et l’anticorps ciblant les protéines HSP27. (B) Images de microscopie confocale 

des cellules SH-SY5Y vivantes, incubées 4 h avec les particules possédant des anticorps 

(images de la ligne supérieure) et des peptides polyhistidine (PPH) en plus des anticorps 

(images de la ligne inférieure). Noyaux des cellules en bleu (Hoechst). 

 

 

(A) 

(B) 
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Une autre stratégie d’internalisation des oxydes de fer a consisté à utiliser leur 

morphologie afin de permettre leur translocation directement à travers la membrane des 

cellules. Lors de la thèse de Sirine El Mousli-Saada117, l'objectif principal était de comprendre 

comment la forme anisotrope des nanoparticules magnétiques, comme les nano-bâtonnets ou 

les nano-fils (Figure 1.39 A), influence leur internalisation par les cellules. Les résultats 

suggèrent que l'anisotropie de forme des nanoparticules magnétiques influence 

significativement leur mode d'entrée dans les cellules (Figure 1.39 B). La forme allongée peut 

induire une déformation locale de la membrane, favorisant une sorte de "glissement" ou 

insertion directe dans la bicouche lipidique.  

 

Figure 1.39 : (A) Clichés de MET des nanoparticules anisotropes de Fe3O4 après réduction 

dans l’oleylamine. (B) Clichés de MET montrant divers évènements d’internalisation cellulaire 

dans le cas des nanoparticules anisotropes Fe3O4 (symboles rouges : Nanorod (NR) libres dans 

le cytosol, symboles verts : pénétration des NR en mode fusée). L’image de droite correspond 

à un zoom de celles de gauche. 
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Les propriétés de fusion membranaire des liposomes ont été mises à profit par Chen et 

al.148 pour délivrer des NPM dans le cytosol. Lors de l’incubation avec des cellules ARPE-19, 

les NPM encapsulées dans des liposomes (DOTAP/DOPE) (Figure 1.40 A) montrent un 

contournement massif de l’endocytose (colocalisation <15 %), contrastant avec plus de 85 % 

pour les MNPs non encapsulées, indiquant une efficacité significative dans l’évitement du 

piégeage endosomal (Figure 1.40 B). Des expériences de suivi en temps réel sous champ 

magnétique démontrent la capacité des MNPs cytosoliques à se déplacer librement à l’intérieur 

de la cellule, suggérant une distribution fonctionnelle et une intégration réussie dans le 

cytoplasme.  

 

 

Figure 1.40 : (A) Illustration (a) de l’endocytose et (b) du principe d’internalisation par 

liposomes fusogènes des NPM. (B) Images TEM à fort grossissement montrant la distribution 

des nanoparticules magnétiques dans les cellules ARPE-19 non traitées (image 1), celles traitées 

avec des MNPs seules (image 2), celles traitées avec des MNPs encapsulées dans des liposomes 

à 0 h (image 3), 4 h (image 4) et 24 h (image 5).  
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b. Objectif de la thèse 

L’objectif principal de cette thèse est de favoriser la délivrance cytosolique de 

nanoparticules magnétiques par le biais d’un mécanisme de fusion membranaire, en s’appuyant 

sur une stratégie basée sur l’utilisation de liposomes fusogènes. Pour ce faire, une première 

étape a consisté en l’encapsulation de nanoparticules de maghémite citratées, présentant un 

comportement superparamagnétique, au sein de liposomes formulés à partir d’un mélange 

lipidique optimisé. Cette composition comprend un lipide cationique (DOTAP), assurant une 

interaction électrostatique favorable avec les membranes cibles, un lipide fusogène (DOPE), 

favorisant les courbures membranaires négatives propices à la fusion, un lipide pégylé (PEG-

2000-PE), stabilisant la structure colloïdale et limitant les interactions non spécifiques, ainsi 

qu’un traceur fluorescent (TopFluor-PE) permettant la visualisation par microscopie. 

Les liposomes fusogènes magnétiques (MFL) ainsi générés ont ensuite été évalués quant 

à leur capacité à fusionner avec des membranes cibles, en utilisant des modèles biomimétiques 

tels que des liposomes dont la bicouche lipidique est zwitterionique ou anionique, mimant les 

propriétés physicochimiques des membranes cellulaires. 

La fusion membranaire entre les MFL et les membranes cibles est supposée permettre 

une libération directe des NPM dans le cytosol, contournant ainsi partiellement le piégeage 

endosomal induit par l’endocytose classique. Cette localisation cytoplasmique est essentielle 

pour préserver les propriétés de dissipation thermique des NPM lorsqu’elles sont soumises à un 

champ magnétique alternatif (CMA). Une telle stimulation magnétique entraînerait une 

augmentation localisée de la température intracellulaire, conduisant potentiellement à une 

hyperthermie létale ciblée et, in fine, à l’induction de la mort cellulaire. 
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La première méthode de préparation des liposomes magnétiques développée au 

laboratoire PHENIX en collaboration avec le laboratoire de Physico-chimie des Systèmes 

Polyphasés de Châtenay-Malabry reposait sur l’hydratation d’un film lipidique au contact d’une 

solution de nanoparticules magnétiques.149 Des étapes d’extrusion et de séparation sur colonne 

permettaient ensuite de réduire la taille des liposomes et d’éliminer les nanoparticules non 

encapsulées. Cette méthode permettait de produire des liposomes homogènes en taille, 

encapsulant des nanoparticules magnétiques mais avec des fractions volumiques nettement 

moins importantes que celles obtenues par la méthode par évaporation en phase inverse (REV), 

qui a été mise au point ultérieurement lors de la thèse de Gaëlle Béalle.150 La génération des 

liposomes ultramagnétiques est alors née ! Cette dénomination vient du fait que la fraction 

volumique en nanoparticules magnétiques encapsulées dans les liposomes est 100 fois 

supérieure à celle obtenue par hydratation d’un film lipidique. Ces liposomes ont fait l’objet, 

par la suite, de nombreuses études relevant du domaine de la nanomédecine. La synthèse par 

REV permettant aussi de coencapsuler des molécules thérapeutiques.151 Cependant, la 

principale innovation reposait sur la possibilité de vectoriser magnétiquement ces liposomes in 

vivo.152 

L’étude des liposomes magnétiques dits « fusogènes » est récente et s’inscrit dans un 

contexte plus large au laboratoire PHENIX qui est de délivrer des nanoparticules magnétiques 

dans le cytosol des cellules de manière à pouvoir les manipuler pour recruter des protéines ou 

restaurer leur propriété d’hyperthermie qui s’effondre lorsque les nanoparticules sont piégées 

dans les endosomes.138 Le cahier des charges était de choisir : 

❖ Une synthèse permettant d’encapsuler efficacement les NPM. 

❖ Une formulation lipidique relativement simple et bien décrite dans la littérature, au moins 

dans un premier temps. Étant donné qu’il y avait beaucoup de mises au point à faire, il fallait 

aussi choisir une formulation lipidique qui ne soit pas trop coûteuse.  

Concernant le choix de la synthèse, il a semblé important de conserver la REV, étant 

donné l’expertise du laboratoire dans cette technique. Concernant la formulation lipidique, 

notre choix s’est rapidement tourné vers les lipides cationiques qui sont très bien décrits pour 

la formulation des lipoplexes.102,153 Cependant, la présence d’un lipide cationique a compliqué 

le choix des nanoparticules magnétiques. En effet, à pH 7, nous avions la possibilité d’utiliser 

des nanoparticules stabilisées par des charges négatives apportées par des molécules de citrate 

ou des particules stabilisées stériquement avec de la BSA (bovine sérum albumine) par 

exemple.  
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En amont de cette thèse, le choix s’est dans un premier temps tourné vers des 

nanoparticules stabilisées par de la BSA. Ces particules avaient déjà été utilisées au laboratoire 

dans le cadre d’autres études, elles présentaient l’avantage d’avoir une charge modulable en 

fonction du pH. Namita John, durant son stage de Master 2 intitulé « Fusogenic liposomes for 

the efficient delivery of magnetic nanoparticles », a étudié la formation de liposomes 

cationiques avec des nanoparticules stabilisées par de la BSA à pH 7. Néanmoins, plusieurs 

problèmes ont été rencontrés, le plus important étant lié à la reproductibilité des expériences, 

ce qui a amené à reconsidérer le choix des NPM utilisées. Les NPM citratées ont alors été 

privilégiées.  

Le travail décrit dans ce chapitre a donc consisté à optimiser la synthèse de liposomes 

cationiques encapsulant des nanoparticules magnétiques par la méthode d’évaporation en phase 

inverse qui sera décrite et en optant pour une formulation à base de DOTAP afin de conférer 

aux liposomes une forte charge positive. 

1. Synthèse et caractérisation des nanoparticules magnétiques   

Les nanoparticules de maghémite ont été obtenues par la méthode de co-précipitation 

alcaline décrite par  Massart et al.154,155 (Figure 2.1). La première étape correspond à la co-

précipitation en milieu basique de sels de Fe²⁺ et Fe³⁺, formant un précipité noir de magnétite 

(Fe₃O₄). (Figure 2.1 A)  

2 Fe3+ + Fe2+ + 8 HO- = Fe3O4(s) + 4 H2O 

La seconde étape consiste en l’oxydation des ions Fe²⁺ en Fe³⁺ et permet l’obtention de 

la maghémite (γ-Fe₂O₃) en milieu acide (Figure 2.1 B). Cette réaction se traduit par un 

changement de couleur du précipité de noir en rouille. Pour cette étape la réaction 

d’oxydoréduction est la suivante :  

 6 Fe3O4(s) + 2 NO3
−

(aq) + 2 H+
(aq)  → 9 γ−Fe2O3 (aq) +2 NO (g) + H2O (l) 

Les nanoparticules obtenues ont ensuite été soumises à un protocole de lavage 

(eau/acétone/éther) et ont été redispersées dans l’eau distillée à pH acide formant une solution 

colloïdale stabilisée par répulsions électrostatiques (Figure 2.1 C).  

Les nanoparticules de maghémite ainsi obtenues sont polydisperses. Afin de réduire 

cette polydispersité, un tri en taille a été réalisé selon un protocole de précipitation sélective 

induite par l’augmentation de la force ionique.154,156,157 Les nanoparticules de plus grande taille, 
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moins stables du fait de leur moindre surface spécifique et de leur énergie interfaciale plus 

faible, floculent préférentiellement. Ces particules floculées ont été séparées du surnageant par 

séparation magnétique, et après lavage, redispersées dans de l’eau distillée. Le cycle de 

précipitation/lavage/redispersion a été répété plusieurs fois sur les fractions surnageantes et 

précipitées, permettant l’obtention de plusieurs populations de nanoparticules différenciées 

selon leur taille.  

Afin d’assurer une bonne stabilité colloïdale des nanoparticules de maghémite à pH 7, 

celles-ci ont été fonctionnalisées par des molécules de citrate (Figure 2.1 D). Le citrate se 

complexe à la surface des nanoparticules via ses groupes carboxylates et apporte une charge 

négative permettant de stabiliser les NPM par répulsions électrostatiques.158 

 

Figure 2.1 : Schéma de la synthèse des nanoparticules de maghémite, suivi d’un tri en taille et 

de la citratation des nanoparticules pour les stabiliser à pH 7.135 

Le diamètre hydrodynamique des nanoparticules magnétiques (NPM) a été mesuré par 

diffusion dynamique de la lumière. Un seul pic net centré à 24 nm avec un indice de 

polydispersité (PDI) de 0,1 est obtenu (Figure 2.2 A), ce qui est tout à fait standard pour ces 

NPM obtenues par coprécipitation et citratées. L’absence de pics secondaires indique qu’il n’y 

a pas ou peu d’agrégats. Le potentiel zêta des NPM mesuré à pH 7, avec une conductivité de 

12 mS/cm, donne un pic net et unique, avec une distribution très étroite, centré à –37 mV (n = 

(A) 

(B) 

(C) 

(D) 
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3) (Figure 2.2 B), indiquant une très bonne stabilité colloïdale à pH neutre grâce aux répulsions 

électrostatiques induites par les citrates.158 

 

Figure 2.2 : (A) Diamètre hydrodynamique et (B) potentiel zêta des NPM citratés synthétisées 

par co-précipitation. 

Les observations effectuées par microscopie électronique à transmission (TEM) révèlent 

des nanoparticules de maghémite globalement sphériques (« rock-like ») (Figure 2.3 A) avec 

une taille moyenne de 10 nm (Figure 2.3 B).  

  

Figure 2.3 : (A) Cliché de microscopie électronique et (B) distribution en taille des NPM 

citratées. 

Après dégradation en milieu acide, la concentration en fer du ferrofluide citraté, 

déterminée par spectroscopie d’absorption atomique, est de [Fe] = 1,55 M. Les mesures 

d’aimantation, effectuées à l’aide d’un magnétomètre SQUID, ont permis d’obtenir la courbe 

d’aimantation (Figure 2.4 A) et les courbes FC et ZFC (Figure 2.4 B) du ferrofluide citraté.  
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La courbe d’aimantation est en forme de sigmoïde très symétrique, sans boucle 

d’hystérésis, ce qui est typique d’un comportement superparamagnétique (Figure 2.4 A). 

L’aimantation à saturation obtenue est d’environ 80 emu/g, ce qui est très proche de la valeur 

théorique de la maghémite pure (74–80 emu/g) 159, et donc démontre une excellente qualité 

cristalline. Sur la courbe ZFC (Figure 2.4 B), un maximum est atteint à environ 130 K, ce qui 

correspond à la température de blocage (TB) des nanoparticules. Au-delà de cette TB, les NPM 

sont superparamagnétiques, et l’aimantation diminue avec la température. Pour la courbe FC, 

lors du refroidissement sous champ magnétique, les moments magnétiques s’alignent 

progressivement et deviennent bloqués à basse température ; ensuite, lors du réchauffement, 

l’aimantation reste élevée et quasi constante (courbe plate) jusqu’à ce que l’agitation thermique 

suffise à désaligner les moments au-delà de la température de blocage. Pour des nanoparticules 

de maghémite citratées d’environ 10 nm dispersées dans l’eau, la température de blocage varie 

de 150 à 250 K.158 

 

Figure 2.4 : Courbes (A) d’aimantation et (B) ZFC/FC du ferrofluide citraté  

2. Mise au point de la synthèse des MFL par REV  

a. Choix de la formulation 

Notre choix s’est tourné vers la composition lipidique DOTAP/DOPE (1/1) très utilisée 

dans la littérature pour ces propriétés fusogéniques comme décrit dans le chapitre 1, auquel 

viennent s’ajouter un lipide pégylé qui va permettre de stabiliser à la fois l’émulsion et les 

liposomes ; et un lipide fluorescent permettant de suivre la fusion. Ces derniers étant ajoutés 

pour un équivalent de 0,1, ce qui correspond à des pourcentages molaires de l’ordre de 4-5 

%.105,160–162  Le TopFluor PE a été choisi car il possède un système conjugué semblable à celui 

du β-BODIPY C12-HPC, considéré comme étant l’un des fluorophores les plus fusogènes dans 
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l’article de Csiszar et al.160, mais le TopFluor PE a l’avantage d’être moins coûteux. Les 

formules des différents lipides sont rappelées dans le Tableau 2.1. 

Lipides Nom complet Structure 

DOTAP 
1,2-dioleoyl-3-trimethylammonium-

propane (chloride salt)  

DOPE 
1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-

phosphoethanolamine  

PEG 

(2000) PE 

1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-

phosphoethanolamine-N-

[methoxy(polyethylene glycol)-2000] 

(ammonium salt) 

 

TopFluor 

PE 

1-palmitoyl-2-(dipyrrometheneboron 

difluoride)undecanoyl-sn-glycero-3-

phosphoethanolamine 
 

Tableau 2.1 : Phospholipides synthétiques constituants les MFL : cationique (DOTAP), 

zwitterionique (DOPE), pégylé (PEG PE), fluorescent (Topfluor PE). 

Dans un premier temps, les MFL ont été préparés dans l’eau ultrapure, afin d’étudier 

leur fusion d’un point de vue électrostatique avec un système modèle (chapitre 3), ce qui permet 

de ne pas écranter les charges, comme cela peut l’être dans un tampon. Néanmoins, pour l’étude 

des liposomes fusogènes avec les cellules, il a été nécessaire de préparer les MFL dans un 

tampon, afin de pouvoir travailler à pH physiologique.  

b. Optimisation de la REV 

Lors du stage de Master 2 de Namita John, l’influence de la concentration en fer sur la 

formation des liposomes magnétiques avait été explorée, dans le but de limiter les interactions 

électrostatiques entre les nanoparticules magnétiques chargées négativement et le lipide 

cationique DOTAP. Pour cela, la concentration en fer avait été drastiquement réduite, d’un 

facteur proche de 1000, par rapport à la synthèse classique des liposomes ultramagnétiques. 

Dans ces conditions, avec une concentration en fer fixée à 2,4 mM et une concentration totale 

en lipides de 2,6 mM, la synthèse par la méthode d’évaporation en phase inverse (REV) avait 

permis l’obtention de liposomes magnétiques, mais il était nécessaire d’améliorer le rendement 

et la reproductibilité de cette synthèse. 
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Dans le cadre de ce travail, plusieurs paramètres de synthèse ont été étudiés dans une 

démarche d’optimisation. L’attention a d’abord été portée sur les étapes clés du protocole REV, 

notamment la formation de l’émulsion primaire eau-dans-huile, générée par agitation par 

ultrasons (Figure 2.5 étapes B-C), ainsi que la phase d’évaporation du solvant organique sous 

vide à l’aide d’un évaporateur rotatif (Figure 2.5 étapes C-D). Ces étapes sont critiques car 

elles conditionnent la qualité de l’émulsion intermédiaire et influencent directement 

l’organisation des lipides. L’étape d’évaporation est également déterminante dans la formation 

des liposomes car elle affecte non seulement la stabilité des lipides, potentiellement 

thermosensibles, mais aussi l’efficacité d’encapsulation des nanoparticules dans la bicouche 

lipidique. La méthodologie utilisée pour déterminer l’influence de ces différents paramètres a 

été de mesurer systématiquement en fin de synthèse le diamètre hydrodynamique afin de 

confirmer la présence de liposomes d’environ 300 nm, le potentiel zêta pour s’assurer de la 

conservation de la charge positive des liposomes et l’observation en MET permettait d’estimer 

le nombre de liposomes magnétiques sur la grille. 

 

Figure 2.5 : Schéma de la synthèse des MFL. 

i. Influence de la température du bain à ultrasons lors de la formation de l’émulsion  

L’influence de la température du bain à ultrasons a été étudiée en raison de son rôle 

critique dans la formation de l’émulsion eau-dans-huile (W/O), étape essentielle à la synthèse 

des liposomes magnétiques par la méthode REV. Le bain utilisé n’étant pas thermostaté, sa 

température augmente progressivement au cours du temps, typiquement de 10 – 20 °C en 20 
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minutes d’utilisation continue. Afin d’évaluer l’impact de la température, différentes plages de 

température ont été testées : 20 – 30 °C, 25 – 35 °C, 30 – 40 °C, 35 – 45 °C et 40 – 50 °C.  

Les résultats expérimentaux indiquent que la synthèse des liposomes magnétiques 

fonctionne lorsque la température du bain reste comprise entre 20 et 40 °C. En revanche, au-

delà de 40 °C, la synthèse échoue systématiquement. Plusieurs hypothèses peuvent expliquer 

cet échec : (i) à des températures avoisinant 50 °C, les solvants organiques utilisés (chloroforme 

et éther diéthylique) deviennent plus volatils, ce qui peut entraîner leur évaporation prématurée 

durant l’agitation ultrasonique, compromettant ainsi la formation stable de l’émulsion W/O ; 

(ii) l’augmentation de la fluidité des chaînes lipidiques à haute température accroît la 

perméabilité membranaire, favorisant la fuite des nanoparticules hydrophiles encapsulées 

(NPM)75,163 ; (iii) l’élévation de la pression de vapeur de l’eau réduit l’intensité des phénomènes 

de cavitation (micro-effondrements), ce qui diminue l’efficacité du cisaillement induit par les 

ultrasons et, par conséquent, compromet l’émulsification164 ; (iv) enfin, la stabilité chimique 

des lipides peut être altérée par la chaleur et les ultrasons, favorisant leur dégradation.165  Sur 

le plan moléculaire, bien que le DOTAP et le PEG-PE présentent une bonne stabilité thermique 

jusqu’à environ 60–70 °C à pH neutre, en raison notamment de l’absence de doubles liaisons 

particulièrement sensibles à l’oxydation, des conditions ultrasoniques à température élevée (T 

> 50 °C) peuvent néanmoins accélérer significativement l’hydrolyse des liaisons ester 

(DOTAP, PEG-PE) ou amide (PEG-PE), favorisant ainsi leur dégradation.165 En revanche, les 

lipides insaturés tels que le DOPE, le DOTAP et le TopFluorPE présentent une vulnérabilité 

accrue à l’oxydation radicalaire : leurs doubles liaisons peuvent réagir rapidement avec les 

radicaux libres générés par la cavitation ultrasonique, notamment en présence d’oxygène 

dissous et à des températures modérées (40–45 °C).165–167 

Ainsi, la température du bain à ultrasons constitue un paramètre critique pour la réussite 

de la synthèse de liposomes fusogènes magnétiques. Une température comprise entre 25 °C et 

40 °C apparaît optimale, car elle permet une cavitation efficace tout en limitant l’évaporation 

des solvants et la dégradation thermique ou oxydative des lipides. En pratique, cependant, 

l’absence de thermostat complique le contrôle précis de la température, la température est donc 

mesurée au début et à la fin de l’émulsion. Expérimentalement, la solution est donc introduite 

dans le bain à ultrasons à température ambiante (18–20 °C) et, au cours des 20 à 40 minutes 

d’US, la température monte progressivement jusqu’à 30–38 °C. Dans ces conditions, la 

synthèse des MFL permet d’obtenir, en moyenne, 3 à 5 liposomes magnétiques par carreau de 

grille en MET. 
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ii. Influence de la température du bain marie lors de l’évaporation des solvants 

L’impact des conditions expérimentales (temps et température) lors de l’évaporation 

sous vide a été évalué. Cette phase (Figure 2.5 C-D-E) est cruciale dans le protocole de 

synthèse REV, puisqu’elle permet l’élimination des solvants organiques, ici le chloroforme (Tₑb 

= 61 °C) et l’éther diéthylique (Tₑb = 35 °C), tous deux très volatils, et déclenche un phénomène 

physique fondamental dans la formation des liposomes : le collapse des gouttelettes de 

l’émulsion primaire (passage de l’étape D à l’étape E).   

Ce collapse qui correspond à la rupture partielle de certaines gouttelettes permet la 

libération de lipides (Figure 2.5 E) qui se réorganisent alors autour d’autres gouttelettes 

intactes, formant ainsi une bicouche lipidique (Figure 2.5 F). Ce processus s’observe 

expérimentalement via la transition de phase gel à liquide du film lipidique. Une fois cette 

transition terminée, la phase devient fluide et prend une teinte orangée caractéristique, résultant 

du mélange des lipides (jaune/vert) avec la dispersion de NPM (marron cuivré). Il faut noter 

que ce collapse induit également le relargage de nanoparticules magnétiques dans le milieu 

(Figure 2.5 E).  

Comme pour l'étape aux bains US, la température d’évaporation constitue un facteur 

critique. Des températures trop élevées (> 40–50 °C) peuvent induire une dégradation 

thermique des lipides, en particulier ceux contenant des insaturations (oxydation), tout en 

accélérant l’évaporation des solvants de manière incontrôlée. Ceci peut entraîner la formation 

de structures lipidiques hétérogènes ou de liposomes de taille non maîtrisée. À l’inverse, des 

températures trop basses ralentissent significativement l’évaporation, ce qui peut inhiber la 

transition gel/liquide et nuire à la formation efficace des liposomes. Ainsi, une plage de 

température modérée, située entre 30 °C et 40 °C, a été identifiée comme optimale pour 

concilier efficacité d’évaporation, transition gel/liquide contrôlée et préservation de l’intégrité 

structurale des lipides.  

Deux conditions expérimentales ont été comparées : 28 °C pendant 90 minutes et 40 °C 

pendant 20 minutes (pression d’évaporation constante). Bien que ces deux conditions 

conduisent à une quantité de MFL observés en TEM relativement équivalente (5 à 8 MFL par 

carreau), la seconde a été retenue pour sa rapidité, la température de 40 °C permettant une 

évaporation complète en seulement 20 minutes sans compromettre la qualité des liposomes 

formés. 



Chapitre 2 : Synthèse et caractérisation des liposomes fusogènes magnétiques  
 

 
  83 

iii. Influence du ratio fer/lipides 

La concentration en fer ayant déjà été fortement réduite par rapport à celle utilisée pour 

les liposomes ultramagnétiques, c’est l’impact de la concentration totale en lipides qui a été 

exploré. Celle-ci a été ajustée entre 2 mM et 5 mM, afin d’identifier un ratio fer/lipides optimal 

pour la formation des MFL. Chaque préparation, après séparation magnétique, a été analysée 

par DLS (diamètre hydrodynamique et potentiel zêta) et examinée en TEM. Les mesures DLS 

montrent que le diamètre et le potentiel zêta restent globalement stables quelle que soit la 

concentration lipidique. En revanche, les observations en TEM révèlent qu’à faible 

concentration en lipides (2 mM), peu de MFL se forment (Figure 2.6 A), probablement en 

raison d’un manque de lipides pour envelopper les nanoparticules dans une bicouche complète ; 

et à forte concentration lipidique (5 mM), un excès de liposomes vides est observé, souvent 

agrégés avec des nanoparticules (Figure 2.6 B), ce qui compromet la formation de structures 

bien définies.  

Ces comportements s’expliquent par la nécessité, dans la méthode REV, d’un excès 

contrôlé de lipides pour permettre le passage de la monocouche à la bicouche lors du collapse, 

condition essentielle à la formation de liposomes. Si la concentration en lipides est trop faible, 

les bicouches lipidiques ne peuvent pas se former correctement autour des NPM, limitant 

l'encapsulation. À l’inverse, un excès de lipides favorise la formation de liposomes vides non 

chargés en NPM, qui, en raison de leur charge positive, interagissent avec les NPM libres et 

forment des agrégats, au détriment de la formation de MFL. Néanmoins, un ratio fer/lipides de 

0,8 (soit [Fe] = 2,4 mM et [lipides] = 3 mM) semble représenter un compromis optimal, 

permettant d’obtenir un nombre suffisant de liposomes magnétiques tout en limitant la 

formation de liposomes vides. Cette condition favorise ainsi une encapsulation efficace des 

nanoparticules tout en réduisant les phénomènes d’agrégation observés à plus forte 

concentration lipidique (Figure 2.6 C). 

   

Figure 2.6 : Clichés de MET des MFL préparés par REV avec une concentration en fer 

constante (2,4 mM) et des concentrations en lipides totales de (A) 2 mM, (B) 3 mM, (C) 5 mM. 

Les observations ont été faites après séparation magnétique mais sans filtration.  

A B C 

1 µm 1 µm 2 µm 
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c. Mise au point de la purification des MFL  

À l’issue de la synthèse, la solution obtenue contient un mélange hétérogène composé de 

MFL, de liposomes vides, de nanoparticules magnétiques non encapsulées, ainsi que 

d’agrégats, parfois visibles à l’œil nu. Si la présence de liposomes vides et de NPM libres est 

attendue en raison de la méthode d’encapsulation utilisée, celle des agrégats est davantage liée 

à l’utilisation du lipide cationique, qui favorise les interactions électrostatiques non spécifiques. 

Afin de récupérer un maximum de liposomes magnétiques tout en conservant leur charge 

positive, plusieurs méthodes de purification post-synthèse ont été testées : la séparation 

magnétique, la centrifugation et la filtration sur seringue. 

i. Séparation magnétique classique 

La séparation magnétique repose sur l’attraction des objets magnétiques dans un gradient 

de champ magnétique. Plus ces objets sont magnétiques, plus la séparation va être rapide et 

efficace. En effet, en fin de synthèse, la solution récupérée contient des MFL, des nanoparticules 

magnétiques stables en solution et des agrégats magnétiques. La séparation magnétique va en 

théorie permettre de séparer les plus gros objets magnétiques, liposomes et agrégats, des 

liposomes vides et des nanoparticules non encapsulées.  

Pour cela, la dispersion est placée pendant 2 heures au contact d’un aimant puissant en 

Nd-Fe-B (Calamit, 15 cm × 8 cm × 2 cm). Le culot formé est ensuite récupéré et analysé. Une 

analyse par diffusion dynamique de la lumière (DLS), réalisée avant et après séparation (Figure 

2.7A), met en évidence trois populations de taille distincte dans les deux échantillons : un 

premier pic autour de 200 nm, correspondant vraisemblablement aux MFL, et un second, plus 

large, centré vers 1500 nm, attribué à des agrégats. Un troisième pic, autour de 50 nm, n’est 

présent que dans la dispersion initiale et disparaît après séparation. Il est donc probable qu’il 

corresponde aux nanoparticules libres non encapsulées, éliminées lors du processus. Les 

observations en microscopie électronique (MET) du culot confirment la présence de MFL et 

d’agrégats de tailles diverses (200 à 5000 nm, Figure 2.7 C). Par ailleurs, la mesure du potentiel 

zêta montre que les structures collectées restent chargées positivement (Figure 2.7 B), ce qui 

confirme leur nature cationique.  

La séparation magnétique apparaît donc comme une méthode efficace pour concentrer les 

MFL tout en éliminant une grande partie des nanoparticules libres, des lipides isolés et des 

liposomes vides. Toutefois, la présence résiduelle d’agrégats montre que cette technique ne 
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permet pas une purification complète. Elle reste cependant simple, rapide à mettre en œuvre, et 

suffisamment sélective pour des applications nécessitant une préconcentration fiable des MFL. 

 

       

Figure 2.7 : (A) Diamètre hydrodynamique, (B) potentiel zêta de la solution obtenue en fin de 

synthèse avant et après séparation magnétique (culot). (C) Clichés de microscopie électronique 

du culot.  

ii. Séparations magnétiques fractionnées 

L’un des principaux obstacles rencontrés lors de la synthèse des MFL est la formation 

concomitante d’agrégats de nanoparticules, qui sont co-récupérés avec les MFL après une 

séparation magnétique de 2 heures. Afin de tenter de dissocier les MFL des agrégats, un 

fractionnement temporel du culot magnétique a été réalisé : une première fraction (f1) a été 

prélevée après 15 minutes sur aimant, la seconde (f2) après 1 h 45, aucun culot n’étant 

observable entre ces deux temps.  
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Les culots redispersés ont été analysés par DLS (taille et mesure du potentiel zêta) et 

MET. Le diagramme de distribution des tailles en intensité du culot f1 présente deux pics, un à 

170 nm (taille typique des MFL) et un second, très intense, à 1200 nm, attribué à des agrégats 

de NPM (Figure 2.8 A, bleu clair). Le culot f2 révèle un premier pic à 125 nm, et un second 

plus large vers 660 nm, correspondant respectivement à de petits liposomes et des agrégats 

(Figure 2.8 A, bleu foncé). En distribution en nombre, la taille dominante pour f2 est de 80 nm, 

suggérant la présence de petits MFL ou petits agrégats (Figure 2.8 B, bleu foncé). En revanche, 

f1 est dominé par des objets à 170 nm, mais avec un pic secondaire à 1000 nm (Figure 2.8 B, 

bleu clair), confirmant la coexistence de MFL et de gros agrégats. Les observations en MET 

confirment ces données puisque la fraction f1 contient la majorité des MFL avec une taille 

d’environ 200 nm (Figure 2.8 C), mais aussi des agrégats de grande taille. Alors que dans la 

fraction f2, les MFL sont moins nombreux, plus petits (Figure 2.8 D) et accompagnés 

d’agrégats de taille intermédiaire (~400–600 nm).  

  

Culot f1    Culot f2 

  

Figure 2.8 : (A) Diamètre hydrodynamique,  (B) potentiel zêta, et (C) clichés de microscopie 

électronique des culots f1 et f2.  
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Ce fractionnement a permis de démontrer que la séparation magnétique des MFL est 

rapide et efficace, avec conservation de la charge positive. Cependant, elle ne permet pas 

d’exclure complètement les agrégats, particulièrement les plus gros, qui sont capturés dès les 

premières minutes. 

À la suite du premier fractionnement, un second protocole a été mis en place dans le but 

d’améliorer la séparation des MFL. Ce fractionnement visait à mieux contrôler la séparation en 

utilisant des aimants de taille différente, tout en réduisant les temps d’exposition à moins de 15 

minutes pour isoler efficacement les gros agrégats. 

La solution est déposée sur un petit aimant cylindrique (0,5 cm de diamètre et 1 cm de 

longueur) pendant 1 minute, permettant la récupération des agrégats de NPM dans la fraction 

f1. Le surnageant a ensuite été récupéré et soumis à nouveau au même aimant pour 4 minutes 

(fraction f2), puis une troisième fois pendant 2 minutes (fraction f3). Les fractions suivantes ont 

été exposées à un gros aimant rectangulaire (aimant Nd-Fe-B, 15 cm × 8 cm × 2 cm) avec des 

durées d’exposition respectives de 6 minutes (f4), 12 minutes (f5), 24 minutes (f6) et 48 minutes 

(f7). 

Les analyses par diffusion dynamique de la lumière (DLS) ont montré, pour les fractions 

f1 à f4, la présence de deux populations distinctes : un premier pic correspondant aux MFL et 

agrégats de NPM de taille similaire, avec un diamètre hydrodynamique entre 160 et 260 nm, et 

un second pic correspondant à des agrégats plus volumineux, allant de 500 à 1400 nm (Figure 

2.9 A). Pour les fractions f5 et f6, le second pic se déplace vers des tailles plus petites, proches 

de 300 nm (Figure 2.9 B), suggérant la décantation des plus gros agrégats.  

 

Figure 2.9 : Diamètre hydrodynamique des fractions (A) f1 à f4 et (B) f5 à f7,  
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La MET a confirmé ces observations puisque les fractions f1 et f2 contiennent 

majoritairement des agrégats de NPM avec seulement 1 à 2 MFL par carreau (Figure 2.10 A), 

tandis que les fractions f3 et f4 présentent environ une dizaine de MFL par carreau (Figure 2.10 

B), toujours accompagnés de gros agrégats (Figure 2.10 A et B). Les fractions f5 et f6 montrent 

un enrichissement significatif en MFL (environ vingt par carreau), associés à des agrégats de 

petite à moyenne taille (Figure 2.10 C), alors que la fraction f7 est principalement constituée 

d’agrégats intermédiaires avec une quasi-absence de MFL (Figure 2.10 D).  

Culot f1                                            Culot f2 

  

Culot f3                                            Culot f4 

  

Culot f5                                            Culot f6 

   

Culot f7  

 

Figure 2.10 : Clichés de microscopie électronique des culots (A) f1 et f2, (B) f3 et f4, (C) f5 et 

f6, et (D) f7.  
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En résumé, ce fractionnement magnétique séquentiel met en évidence une séparation 

progressive : les gros agrégats de NPM sont attirés en premier (f1, f2), suivis d’une 

augmentation du nombre de MFL dans les fractions intermédiaires (f3, f4). Les fractions f5 et 

f6 correspondent au pic de récupération des MFL, avec une réduction des gros agrégats qui ont 

décanté, tandis que la fraction f7 regroupe principalement les agrégats de taille intermédiaire, 

quasiment dépourvus de MFL. Cette méthode permet donc une séparation partielle des MFL 

par rapport aux gros agrégats de NPM en exploitant les différences de taille et de propriétés 

magnétiques.  

Toutefois, elle ne permet pas une purification complète, en raison de la persistance 

d’agrégats de NPM de taille similaire aux MFL. Par ailleurs, la mise en œuvre plus 

contraignante de cette méthode de séparation magnétique fractionnée en limite l’applicabilité 

pratique, ce qui conduit à privilégier la séparation magnétique classique pour les futures 

synthèses. 

iii. Fractionnement de la centrifugation  

Toujours dans le but d’éliminer les gros agrégats et de purifier la dispersion de 

liposomes magnétiques fusogènes, des centrifugations successives ont été réalisées. Ce procédé 

permettrait de séparer les MFL des agrégats en fonction de leur densité, les particules les plus 

lourdes sédimentant sous l’effet de la force centrifuge pour former un culot, alors que les 

particules plus légères restent en dispersion dans le surnageant.  

Après une séparation magnétique classique effectuée (aimant Nd-Fe-B rectangulaire 

15×8×2 cm pendant 2 heures), le culot de MFL récupéré a été redispersé dans de l’eau puis 

soumis à plusieurs cycles de centrifugation successifs. À chaque étape, les culots et surnageants 

ont été collectés et analysés par diffusion dynamique de la lumière (DLS) et microscopie 

électronique en transmission. Les différentes fractions obtenues sont notées f1 et f2 (1 min à 

1000 RPM), f3 et f4 (2 min à 1000 RPM), f5 (6 min à 1000 RPM) et f6 (4 min à 2000 RPM).  
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Les analyses DLS montrent systématiquement la présence de trois pics distincts dans 

toutes les fractions. Le pic principal, le plus intense, est localisé autour de 1000 nm dans les 

culots (Figure 2.11 A) et à environ 800 nm dans les surnageants (Figure 2.11 B). Deux autres 

pics, moins intenses, apparaissent autour de 250 nm pour les culots (Figure 2.11 A) et 170 nm 

pour les surnageants (Figure 2.11 B), ainsi qu’un troisième pic plus large dépassant 3 µm dans 

les deux cas (Figure 2.11 A et B). Cette répartition en taille suggère que les culots contiennent 

des MFL (250 nm) et agrégats de nanoparticules magnétiques plus volumineux (1000 nm) que 

ceux présents dans les surnageants (170 nm pour MFL et 800 nm pour agrégats).  

 

Figure 2.11 : Diamètre hydrodynamique (A) de chaque culot redispersé dans l’eau et (B) de 

chaque surnageant.  

Les observations en MET corroborent ces résultats, révélant que les culots sont 

principalement composés d’agrégats de NPM et de liposomes vides, avec une faible présence 

de MFL (Figure 2.12 A). En revanche, les surnageants contiennent majoritairement des MFL 

ainsi que des agrégats de NPM de taille inférieure (Figure 2.12 B). L’analyse qualitative en 

MET des surnageants a permis d’identifier que les fractions f2 et f3 contiennent la plus forte 

concentration de MFL, avec environ une trentaine de MFL par carreau (n=3), contre seulement 

3 à 4 MFL par carreau pour f1 et f7, 15 pour f4, et 6 à 8 pour f5 et f6. Le potentiel zêta mesuré 

pour chaque fraction est homogène et centré autour de +50 mV, indiquant que la charge positive 

caractéristique des MFL est préservée tout au long du processus.  
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       Culot f1           Culot f2               Culot f3 

    
       Culot f4          Culot f5              Culot f6 

   

 

   Surnageant f1        Surnageant f2        Surnageant f3 

   
   Surnageant f4        Surnageant f5       Surnageant f6 

   

Figure 2.12 : Clichés de MET de chaque (A) culot redispersé dans l’eau et (B) surnageant. 

Ainsi, bien que la centrifugation permette d’éliminer une partie des gros agrégats de 

NPM, elle ne conduit pas à une purification complète, laissant subsister des agrégats de taille 

intermédiaire au sein de la dispersion, situation comparable à celle observée avec le 

fractionnement de la séparation magnétique. Si l’objectif principal est d’éliminer les gros 

agrégats de manière simple et rapide, la centrifugation apparaît plus avantageuse en termes de 

facilité opérationnelle et de rapidité, comparée à la séparation magnétique fractionnée. La 

séparation magnétique fractionnée, bien que plus spécifique dans son principe, présente une 

complexité technique plus élevée et un protocole plus long, limitant son usage pour une 

purification rapide. 
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iv. Filtration sur filtre seringue 

Toujours dans le but d’améliorer la séparation des gros agrégats des liposomes 

magnétiques fusogènes, la filtration à l’aide de filtres à seringue a été testée en complément de 

la séparation magnétique. Pour les liposomes ultramagnétiques, une filtration après l’étape 

d’évaporation à l’évaporateur rotatif, utilisant une membrane en polyéthylène (PE) avec des 

pores de 450 nm, permet d’éliminer efficacement les plus gros agrégats. Cependant, pour les 

MFL, les premiers essais avec ce type de filtre n’ont pas été concluants pour deux raisons. La 

première étant que le volume mort du filtre était trop important par rapport au volume de la 

solution récupérée en fin de synthèse, ce qui entraînait une rétention quasi totale de l’échantillon 

dans le corps du filtre. La deuxième était qu’après filtration, les MFL perdaient leur charge 

positive. 

Une alternative a donc été testée avec des membranes en acétate de cellulose, reconnues 

pour leur faible adsorption et couramment utilisées pour des biomolécules sensibles telles que 

protéines, ADN, et lipides. Ces filtres hydrophiles sont globalement neutres, sans charge nette 

ni groupes anioniques susceptibles d’interagir électrostatiquement avec les têtes cationiques des 

lipides, ce qui minimise la fixation et la perte de charge. Pour valider cette approche, la 

dispersion de MFL obtenue après synthèse a été divisée en deux : une moitié a été filtrée 

(fraction f2), tandis que l’autre est restée non filtrée (fraction f1). Les deux fractions ont ensuite 

été soumises à une séparation magnétique classique. Les culots récupérés ont été redispersés et 

analysés par diffusion dynamique de la lumière et microscopie électronique à transmission. 

Les résultats DLS montrent que la dispersion non filtrée (f1) présente deux populations 

distinctes : un pic majeur autour de 570 nm, attribuable aux agrégats ou liposomes de grande 

taille, et un pic mineur à 170 nm correspondant probablement aux MFL (Figure 2.13 A, bleu 

clair). Après filtration (f2), la distribution devient plus homogène, avec un unique pic centré à 

environ 310 nm (Figure 2.13 A, bleu foncé), indiquant une meilleure uniformité de taille. Par 

ailleurs, le potentiel zêta reste stable et positif (+44 mV), démontrant que la charge superficielle 

des liposomes est conservée après filtration (Figure 2.13 B).  
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L’observation par MET corrobore ces résultats, puisque la quantité de MFL reste 

comparable pour les deux fractions (≈10 MFL/carreau, n=5), tandis que la taille des agrégats 

de NPM est visiblement réduite, laissant majoritairement des nanoparticules isolées ou 

faiblement agrégées de taille proche de celle des liposomes (Figure 2.13 C). 

 

Sans filtration (f1)    Avec filtration (f2) 

   

Figure 2.13 : (A) Diamètre hydrodynamique, (B) potentiel zêta et (C) cliché de MET des 

fractions sans et (D) avec filtration à travers une membrane d’acétate de cellulose. 

Ainsi, la filtration sur membrane d’acétate de cellulose améliore significativement 

l’homogénéité de la dispersion, sans altérer la charge ni réduire la concentration en MFL. Cette 

méthode se distingue des autres techniques de purification en permettant une élimination 

effective des agrégats de taille supérieure aux MFL. Toutefois, elle ne supprime pas 

complètement les agrégats dont la taille est proche de celle des liposomes, ce qui explique la 

présence d’un seul pic en DLS mais d’agrégats observés en MET. Il est aussi possible que 

certains agrégats visibles en MET se soient formés lors du séchage de la grille, puisqu’ils 

n’apparaissent pas en DLS. En conclusion, la purification à l’aide de filtres en acétate de 

cellulose constitue la seule méthode testée permettant une élimination réelle et efficace des gros 

agrégats tout en préservant les propriétés physico-chimiques essentielles des MFL. 
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d. Synthèse optimisée des liposomes fusogènes magnétiques 

À l’issue des différentes étapes d’optimisation, des liposomes fusogènes magnétiques 

ont été préparés par la méthode d’évaporation en phase inverse, schématisée Figure 2.6. 

L’émulsion eau dans l’huile est formée par dispersion d’une solution de nanoparticules 

magnétiques citratées (Fe= 2,4 mM, 1 mL) dans une phase organique éther/chloroforme (3/1 

v/v) dans laquelle les lipides DOTAP, DOPE, PEGPE et TopfluorPE ont été, au préalable, 

mélangés dans les proportions DOTAP/DOPE/PEGPE/TopFluorPE 45,5/45,5/4,5/4,5 % mol. 

Après 25 minutes aux ultrasons, l’émulsion est transférée très rapidement à l’évaporateur 

rotatif. L’observation de la transition gel-liquide se produit au bout d’une vingtaine de minutes, 

la solution contenant les MFL est alors récupérée et filtrée sur membrane d’acétate de cellulose 

(450 nm) puis placée sur l’arête d’un aimant rectangulaire (Nd-Fe-B, 15 cm × 8 cm × 2 cm). 

Le culot contenant les MFL est alors redispersé dans l’eau (100 µL) (Figure 2.14).  

 

Figure 2.14 : Schéma des étapes de purification des MFL. 

Les MFL dans l’HEPES ont été préparés selon le même protocole en utilisant des NPM 

dispersées dans l’HEPES. Les MFL ainsi obtenus ont été utilisés pour des études de fusion avec 

des vésicules extracellulaires dans le cadre du stage de Master 2 de Sofia Liz Basteiro, en 

collaboration avec Claire Wilhelm (laboratoire Physique et Cancer, Institut Curie). 

 

 



Chapitre 2 : Synthèse et caractérisation des liposomes fusogènes magnétiques  
 

 
  95 

3. Caractérisation des liposomes fusogènes magnétiques  

a. Taille, charge et stabilité des MFL par des méthodes de diffusion de la 

lumière  

Les diamètres hydrodynamiques des MFL dans l’eau ultrapure (conductivité de 40 

µS/cm) et dans le tampon HEPES (pH = 7) ont été mesurés par diffusion dynamique de la 

lumière. Un pic intense centré autour de 310 nm dans l’eau (Figure 2.15, bleu clair) et 360 nm 

dans l’HEPES (Figure 2.15, bleu foncé) est observé, avec respectivement un indice de 

polydispersité (PDI) de 0,25 et 0,27. Un pic secondaire à plus de 3 µm correspondant à des 

agrégats ou poussière est observable malgré les étapes de purification (Figure 2.15). Le 

diamètre hydrodynamique est légèrement plus élevé dans HEPES que dans l’eau, mais cette 

taille correspond aux tailles obtenues classiquement en REV, sachant que cette méthode, 

contrairement à l’hydratation d’un film lipidique, ne comporte pas d’étape d’extrusion qui 

permettrait d’homogénéiser les tailles.  

 

Figure 2.15 : Diamètre hydrodynamique des MFL, mesuré sur trois mesures consécutives par 

diffusion dynamique de la lumière à 25 °C. 

Les MFL dans l’eau ont également été caractérisés par NTA (Nanoparticle Tracking 

Analysis). Ces analyses ont été réalisées par Sofia Liz Basteiro à l’institut Pierre Gilles de 

Gennes. Cette technique permet d’obtenir une distribution de tailles en suivant le mouvement 

brownien de chaque nanoparticule à l’aide d’un microscope à lumière laser, couplé à une 

caméra. En analysant les trajectoires des particules, la taille est déterminée grâce à la relation 

de Stokes-Einstein. Cette technique permet également de déterminer un nombre d’objets en 

solution et la taille de ces objets.  
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L’analyse par NTA indique que le nombre de MFL en solution est d’environ 4.10¹⁰ 

MFL/mL, avec un diamètre moyen de 177 nm. On remarque cependant la présence de plusieurs 

petits pics entre 20 et 100 nm (Figure 2.16), suggérant une certaine hétérogénéité dans la 

population. On remarque également une diminution nette du nombre de particules au-delà de 

300 nm (Figure 2.16), ce qui reflète une distribution majoritairement bien contrôlée et une 

faible proportion de gros agrégats (supérieurs à 300 nm).  

 

Figure 2.16 : Distribution en taille des particules, mesurée par NTA. 

Le potentiel zêta des échantillons dans l’eau et dans l’HEPES a également été mesuré 

par électrophorèse laser Doppler. La conductivité de la solution de MFL dans l’eau à pH 7 est 

de 40 µS/cm et la mesure du potentiel zêta donne un pic net et unique centré autour de +50 mV 

avec une distribution étroite (Figure 2.17, bleu clair), ce qui implique que la population est 

électriquement homogène et fortement chargée positivement. Dans l’HEPES, ce pic est à +20 

mV, mais la distribution est plus large (Figure 2.17, bleu foncé). Ce résultat est attendu car 

dans le tampon HEPES il existe un effet d’écrantage des charges par les ions du tampon qui 

explique cette diminution. 
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Figure 2.17 :  Potentiels zêta des MFL dans l’eau ultrapure (conductivité de 40 µS/cm, pH 7) 

et dans l’HEPES (pH 7) mesurés à 25 °C.  

La stabilité des liposomes fusogènes magnétiques a été évaluée dans l’eau ultrapure, 

pendant trois semaines en suivant l’évolution de leur taille et de leur charge. La mesure du 

diamètre hydrodynamique dans l’eau montre que la taille reste relativement constante, signe 

d'une bonne stabilité colloïdale sur 3 semaines. Il n’y a pas de phénomène majeur 

d'agglomération ou de précipitation visible jusqu’à 21 jours (Figure 2.18 A). En revanche, on 

observe un très net déclin de la charge après 7 jours (Figure 2.18 B) sûrement dû à l’hydrolyse 

du DOTAP. L’augmentation du potentiel zêta après 14 jours reste inexpliquée. 

 

Figure 2.18 : (A) Diamètre hydrodynamique et (B) potentiel zêta des MFL dans l’eau 

(conductivité = 40 µS/cm) au cours du temps.  
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b. Taille, morphologie et structure des MFL par microscopies 

Les MFL ont été analysés par microscopie électronique à transmission après séchage sur 

la grille, une technique permettant de caractériser leur taille, leur morphologie et de confirmer 

l’encapsulation des nanoparticules magnétiques au sein des liposomes. Les images révèlent des 

structures sphériques denses aux électrons, de tailles comprises entre 80 et 400 nm, mesurées 

statistiquement sur un échantillon de 200 MFL (Figure 2.19 A). Dans le cas des liposomes les 

moins denses, il est possible de distinguer les NPM avec un diamètre d’une dizaine de 

nanomètres (Figure 2.19 A). À plus faible grossissement, les MFL sphériques et très denses 

aux électrons se distinguent facilement des agrégats de particules (Figure 2.19 B) qui peuvent 

correspondre aux plus gros objets observés en DLS mais qui peuvent aussi résulter du séchage 

lors de la préparation des grilles MET.  

    

  

Figure 2.19 : Clichés des MFL en microscopie électronique à transmission (A) à fort et (B) 

faible grossissement. 

Afin d’obtenir une représentation plus fidèle de la solution de MFL et de visualiser la 

bicouche lipidique, les échantillons ont été analysés en cryo-microscopie électronique à 

transmission (cryo-MET). Cette technique a permis d’observer des structures sphériques 

encapsulant les NPM, correspondant aux MFL, avec un diamètre moyen d’environ 180-200 

nm, ainsi que des structures plus petites (Figure 2.20). Comparée à la MET classique, la cryo-

MET révèle des solutions de MFL plus propres, avec moins d’agrégats. Toutefois, de façon 

surprenante, la bicouche lipidique reste difficilement observable, malgré les conditions 

optimisées de vitrification. 

2 µm 

200 nm 200 nm 200 nm 

(B) 

(A) 

2 µm 



Chapitre 2 : Synthèse et caractérisation des liposomes fusogènes magnétiques  
 

 
  99 

     

      

Figure 2.20 : Clichés de cryo-TEM des MFL. 

Une coloration négative à l’acétate d’uranyle a donc été réalisée avant observation en 

MET. L’acétate d’uranyle est un agent de contraste électron-dense en raison de l’uranium qu’il 

contient, il n’interagit pas directement avec les structures internes, mais s’accumule autour 

d’elles, créant un contraste inverse : les objets apparaissent clairs sur un fond sombre.43 Sur les 

clichés obtenus, un halo noir entoure les structures sphériques contenant les NPM (Figure 2.21 

A), un fin liseré blanc est observable à plus fort grossissement (Figure 2.21 B), correspondant 

vraisemblablement à la bicouche lipidique. Il est toutefois remarquable que cette bicouche, 

habituellement bien visible en cryo-TEM ou en coloration négative, soit ici difficilement 

discernable. Cela pourrait s’expliquer par la forte interaction électrostatique entre les lipides 

cationiques de la membrane et les charges négatives des NPM.  

   

Figure 2.21 : Images des MFL en microscopie électronique à transmission après coloration 

négative à l’acétate d’uranyle à (A) faible et (B) fort grossissements. 
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Les MFL, fluorescents grâce à l’incorporation de Topfluor PE (λₑₓₚ = 495 nm, λₑₘ = 503 

nm) dans la composition lipidique, ont été observés en microscopie confocale. Leur mouvement 

brownien est nettement perceptible lors de l’observation en direct et sur les captures d’image 

des spots fluorescents verts bien distincts sont visibles (Figure 2.22 A). Ces signaux restent 

stables dans le temps, traduisant une bonne photostabilité du fluorophore, ce qui est favorable 

pour de futures expériences de fusion membranaire ou de colocalisation. Un diagramme de 

distribution en taille a été obtenu à l’aide d’un programme corrélant l’intensité lumineuse des 

spots à leur diamètre (Figure 2.22 B). Le diamètre moyen mesuré est d’environ 174 nm, ce qui 

est cohérent avec les observations en MET. Il convient toutefois de rappeler que la limite de 

résolution latérale en microscopie confocale est d’environ 200-250 nm (objectif NA = 1,4). 

Ainsi, les objets de taille inférieure ne peuvent pas être distingués individuellement, ils 

apparaissent souvent élargis, flous, ou fusionnés s’ils sont trop proches spatialement. Il sera 

toutefois intéressant de comparer cette distribution en taille avec celle obtenue après fusion avec 

des systèmes modèles (Chapitre 3). 

   

 Figure 2.22 : (A) Image de microscopie confocale des MFL marqués au TopFluorPE et (B) 

distribution en taille.   

c. Caractérisations magnétiques des liposomes fusogènes magnétiques 

i. Spectroscopie d’absorption atomique 

La spectroscopie d’absorption atomique (AAS) est une méthode analytique largement 

utilisée pour quantifier la concentration d’éléments métalliques, tels que le fer, dans divers types 

d’échantillons. Dans le cas des MFL, les nanoparticules magnétiques sont d’abord dissoutes par 

traitement à l’acide chlorhydrique concentré, permettant la solubilisation complète du fer. La 

concentration en fer mesurée par AAS varie selon les lots de MFL, généralement entre 0,5 et 2 

mM. Pour rappel, le nombre d’objets mesuré en NTA est de 4*10+10 MFL/mL.  
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En prenant en considération une concentration moyenne en fer de 1 mM et des 

nanoparticules de 10 nm de diamètre, on peut estimer le nombre de NPM à environ 3.1013 

NPM/mL. Cela conduit à une estimation du nombre de NPM par MFL de l’ordre de 750 

NPM/MFL. Cet ordre de grandeur, de l’ordre de 1000 NPM par MFL, semble cohérent avec 

les observations issues des clichés de microscopie électronique à transmission. 

ii. SQUID : courbes d’aimantation et ZFC/FC 

La courbe d’aimantation des MFL mesurée à 300 K présente une forme sigmoïdale 

caractéristique d’un comportement superparamagnétique, sans hystérésis, l’aimantation 

rémanente est nulle et le champ coercitif également (Figure 2.23 A). L’aimantation à saturation 

(Ms) atteint environ 80 emu/g sous un champ de ±8000 Oe, une valeur proche de celle obtenue 

pour les NPM libres (75 emu/g, Figure 2.4 A), ce qui indique que l’encapsulation dans les 

liposomes n’altère pas leurs propriétés magnétiques. 

Les courbes ZFC et FC révèlent une température de blocage autour de 107 K pour les 

MFL (Figure 2.23 B), contre 127 K pour les NPM libres (Figure 2.4 B). De manière 

surprenante, la température de blocage des nanoparticules magnétiques diminue après leur 

encapsulation dans les liposomes fusogènes, or les interactions entre NPM sont généralement 

responsables d’une augmentation de la température de blocage.150 Cette observation est 

surprenante mais peut s’expliquer par le mode de préparation des MFL qui induit un tri des 

MNP. En effet, lors des étapes successives, il est fort possible que les grosses particules aient 

été plus facilement précipitées que les petites. La température de blocage étant très influencée 

par la taille de NPM, ce tri involontaire peut expliquer cette diminution de la température de 

blocage.  

  

Figure 2.23 : (A) Courbes d’aimantation et (B) courbes ZFC/FC des MFL. 
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4. Conclusion sur la structure et les propriétés des MFL 

La synthèse par REV optimisée a permis de répondre au cahier des charges qui était 

d’encapsuler des nanoparticules magnétiques dans des liposomes DOTAP/DOPE tout en 

conservant une forte charge positive. Ces MFL, avec un diamètre hydrodynamique moyen de 

300 nm, sont stables sous champ magnétique. Ils sont stables dans l’eau et dans un tampon 

pendant une semaine permettant d’envisager leur utilisation pour des expériences de fusion 

avec des systèmes modèles (chapitre 3) et avec des cellules (chapitre 4). La microscopie 

électronique confirme l’encapsulation des NPM dans des structures lipidiques. 

Le fait d’avoir des difficultés à observer la membrane de ces MFL vient probablement 

de la forte interaction entre les NPM et la bicouche, toutes deux de charge opposée (Figure 

2.24 A). Il est aussi possible d’envisager que les NPM aient été enrobées avec une bicouche 

avant d’être encapsulées dans un liposome. (Figure 2.24 B) ou que cette interaction ait favorisé 

l’enrobage des NPM avec une monocouche de lipides avant d’être encapsulées dans une goutte 

lipidique (Figure 2.24 C). 

   

Figure 2.24 : Schémas des structures possibles des liposomes encapsulant les NPM.  

Cependant, l’option A reste la plus probable car l’hypothèse B est trop gourmande en 

lipides et la C est très défavorable du point de vue géométrique. En effet, les deux lipides ne 

vont pas former spontanément une monocouche.   

5. Matériel  

Les réactifs FeCl₂·4H₂O, FeCl₃·6H₂O, Fe(NO₃)₃·9H₂O, l’acide chlorhydrique fumant 

(HCl 37 %), l’acide nitrique (HNO₃ 52,5 %) et l’acétone ont été achetés chez VWR (France). 

Les solutions lipidiques de 1,2-dioleoyl-3-trimethylammonium-propane (chlorure) (DOTAP), 

1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoéthanolamine (DOPE), 1-palmitoyl-2-(dipyrrométhénébore 

difluorure)undécanoyl-sn-glycero-3-phosphoéthanolamine (TopFluor PE), 1,2-dioleoyl-sn-
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glycero-3-phosphoéthanolamine-N-[méthoxy(polyéthylène glycol)-2000] (ammonium) (PEG 

PE), tous en solution dans le chloroforme, ont été acquis via Avanti Polar Lipids, Inc. Le 

chloroforme, l’ammoniaque concentrée (NH₃ 22,5 %) et l’éther diéthylique proviennent de 

MERCK. L’eau utilisée est de qualité Milli-Q, obtenue grâce au système de purification Direct-

Q® 5 UV, présentant une résistivité de 0,06 µS/cm. 

6. Méthodes 

a. Synthèse des nanoparticules magnétiques citratées 

i. Synthèse des nanoparticules de γ-Fe2O3 

Les nanoparticules de maghémite ont été obtenues par co-précipitation alcaline.154 

(Figure 2.1) La première étape correspond à la coprécipitation des sels de fer, en préparant une 

solution acide contenant les ions Fe²⁺ et Fe³⁺. Pour cela, 180 g de FeCl₂ ont été dissous dans un 

mélange de 100 mL d’HCl à 37 % et 500 mL d’eau déionisée (DI). Puis, cette solution a été 

versée dans un bécher de 5 L contenant 715 mL de FeCl₃ (27 %). De l’eau DI a été ajoutée pour 

avoir un volume de 3 L. Ensuite sous agitation magnétique, 1 L de NH3 concentré (22,5 %) a 

été ajouté rapidement et le mélange a été laissé sous agitation à température ambiante pendant 

30 minutes. Une décantation magnétique a ensuite été effectuée en plaçant la solution sur une 

plaque magnétique pendant au moins 10 min. Le surnagent a été aspiré et 1 L d’eau DI ajouté 

au précipité. La solution est agitée pendant 10 min et à nouveau décantée magnétiquement 

pendant 10 min afin de récupérer le précipité lavé. Le précipité de nanoparticules de magnétite 

a été redispersé dans 360 mL d’acide nitrique à 52 % et dans de l’eau DI pour avoir une solution 

finale à 2 L. La solution a été agitée pendant 30 minutes, rendant le milieu fortement acide et 

stabilisant les nanoparticules. 

La seconde étape a consisté à oxyder la magnétite en maghémite. Tout d’abord, par 

décantation magnétique, les nanoparticules ont été séparées de la solution. Le surnageant a été 

aspiré et le culot de nanoparticules récupéré a été redispersé dans 800 mL d’eau DI contenant 

323 g de nitrate de fer (III) préalablement porté à ébullition. Ce mélange a été chauffé à 30 °C 

et agité pendant 30 minutes, ce qui entraîne l’oxydation des ions Fe²⁺ en Fe³⁺ et permet 

l’obtention de γ-Fe₂O₃ (maghémite). Cette réaction se traduit par un changement de couleur de 

la solution de noir à rouille. A nouveau les nanoparticules, préalablement décantée 

magnétiquement pendant 10 min, ont été passées en milieu acide pour les stabiliser, en 

redispersant les NPM dans 360 mL d’acide nitrique à 52 % et en complétant le mélange avec 

de l’eau DI pour avoir une solution finale de 2 L. La solution a été agitée pendant 10 minutes, 
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puis à nouveau une étape de décantation sur plaque magnétique a permis de récupérer le 

précipité afin de le soumettre à un protocole de lavage en plusieurs étapes. Trois lavages 

consécutifs à l’acétone (3 fois avec 1 L) ont été effectués pour retirer les excès d’eau et autres 

solvants hydrosolubles, suivis de deux lavages à l’éther diéthylique (2 fois avec 0,5 L) pour 

déshydrater et nettoyer la surface des particules. Entre chaque lavage la solution a été agitée 

pendant 10 min et une étape de décantation magnétique a été réalisée. Les nanoparticules ont 

ensuite été redispersées dans 1 L d’eau distillée, formant ainsi une dispersion colloïdale.  

ii. Trie en taille 

Afin de réduire la polydispersité des nanoparticules de maghémite obtenues, un 

fractionnement par taille a été réalisé selon un protocole de précipitation sélective induite par 

l’augmentation de la force ionique.154,157 L’ajout d’acide nitrique concentré (52,5 %, 30 mL) à 

la dispersion colloïdale induit une augmentation de la force ionique du milieu. Ces particules 

floculées sont séparées du surnageant par séparation magnétique, puis lavées successivement 

avec 0,5 L d’acétone et 0,3 L d’éther diéthylique, et enfin redispersées dans de l’eau distillée. 

Le cycle de précipitation/lavage/redispersion a été répété plusieurs fois sur les fractions 

surnageantes et précipitées, permettant l’obtention de plusieurs populations de nanoparticules 

différenciées selon leur taille. Dans le cadre de cette étude, nous avons conservé la fraction de 

culot contenant des NPM d’environ 10 nm, obtenue après deux précipitations.  

iii. Citratation 

Afin d’assurer une bonne stabilité colloïdale des nanoparticules de maghémite à pH 7, 

celles-ci ont été fonctionnalisées par citratation. Pour cela, la dispersion aqueuse a été chauffée 

à 100 °C pendant 30 minutes en présence de citrate de sodium (4,5 g, soit 0,125 M). Le rapport 

molaire citrate/fer a été ajusté à 0,13 en se basant sur la quantité totale de fer introduite dans la 

synthèse. Les nanoparticules citratées ont ensuite été lavées par décantation magnétique, 

successivement avec 0,5 L d’acétone, puis avec 0,3 L d’éther diéthylique, avant d’être 

redispersées dans de l’eau distillée (DI). À ce stade, elles forment une dispersion stable de 

nanoparticules chargées négativement.  

 

 

 



Chapitre 2 : Synthèse et caractérisation des liposomes fusogènes magnétiques  
 

 
  105 

b. Préparation des MFL par REV 

Le mélange lipidique DOTAP/DOPE/PEGPE/TopfluorPE (45,5/45,5/4,5/4,5 % 

molaire) dans le chloroforme a été préparé dans un vial préalablement dégazé à l’azote, par 

ajouts successifs de 38.1 µL de DOTAP (25 mg/ml), 40.6 µL de DOPE (25 mg/ml), 15.1 µl of 

PEG 2000 PE (25 mg/ml), 117.2 µl de Topfluor PE (1 mg/ml), 1 ml de chloroforme, 3 mL 

d’éther diéthylique et 1 mL de la solution colloïdale de NPM citratés dans l’eau ([Fe] = 2,4 

mM). L’émulsion eau/huile est formée après 25 min d’agitation dans un bain à ultrasons à une 

température initiale de 22 °C. La température du bain est de 33 °C à l’issue des 25 min 

d’ultrasons. L’émulsion est ensuite transférée très rapidement dans un ballon puis placée à 

l’évaporateur rotatif (BÜCHI R-210) dont la température du bain-marie est de 40 °C, la pression 

est réglée en fonction de la nature du solvant et dure environ 3 min à 335 mbar (CHCl3) puis 

12 min à 119 mbar (éther). La fin de l’évaporation est marquée par le passage de la phase gel à 

la phase liquide jusqu’à l’obtention d’une solution orange / marron (v = 700 µL) avec quelques 

agrégats qui peuvent être visibles en surface.  

Afin d’éliminer les gros agrégats, la dispersion est filtrée à l’aide d’un filtre sur seringue 

(ThermoFisher) constitué d’une membrane d’acétate de cellulose avec des pores de 450 nm. Le 

filtre est préalablement rincé avec 10 mL d’eau désionisée. Après un passage sur le filtre, la 

solution orange (environ 700 µL) est placée dans une seringue de 1 mL sur l’arête d’un aimant 

Nd-Fe-B rectangulaire (Calamit, 15 cm de longueur, 8 cm de largeur, et 2 cm d’épaisseur). 

Après 2 h sur l’aimant, le piston est retiré afin de récupérer le surnageant dans un Eppendorf 

placé en dessous de la seringue puis la seringue est détachée de l’aimant et le culot contenant 

les MFL est redispersé dans 100 µL d’eau ultrapure et récupéré à l’aide d’une pipette. 

La synthèse des MFL a également été réalisée dans l’HEPES, en dispersant les NPM 

dans ce même tampon afin d’éviter les chocs osmotiques. Ainsi, 152 µL de la solution de NPM 

citratée ([Fe] = 15,5 mM) ont été ultrafiltrés dans un tube d’ultrafiltration (Vivaspin 2, 10000 

MWCO, V= 2 mL) pendant 20 min à une vitesse de 8000 RPM. Puis le culot, correspondant 

aux NPM dans le compartiment supérieur, a été redispersé dans 1 mL de la solution d’HEPES 

à 25 mM (pH = 7.07). La suite de la synthèse des MFL se déroule de la même manière que dans 

l’eau sauf que le culot récupéré après la séparation magnétique est redispersé dans 100 µL de 

tampon HEPES.   
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c. Caractérisation des NPM et des MFL  

i. Diffusion dynamique de la lumière (DLS) 

Le diamètre hydrodynamique des NPM et des MFL a été mesuré par diffusion 

dynamique de la lumière à l’aide d’un instrument Malvern Zetasizer ULTRA. Les mesures ont 

été faites en tripliqua à 25 °C dans une cellule DTS1070, à un angle de réfraction de 173°, avec 

des indices de réfraction de 1,45 pour la dispersion liposomale et de 3,13 pour la dispersion de 

nanoparticules magnétiques. Chaque dispersion de nanoparticules ou de liposomes a été 

préalablement diluée cent fois dans de l’eau ultrapure afin d’obtenir une dispersion de 1 mL à 

un pH compris entre 6,5 et 7,5.  

À partir de ces mêmes dispersions, le potentiel zêta des NPM et MFL a également été 

mesuré à l’aide d’un appareil Malvern Zetasizer Ultra. Les mesures de potentiel zêta, basées 

sur la mobilité électrophorétique, ont été réalisées en triplicata à 25 °C, dans une cuve DTS1070 

à un taux de comptage inférieur à 100 kcps, avec une conductivité de 40 µS·cm⁻¹ pour les MFL 

et de 12 mS·cm⁻¹ pour les NPM. Le potentiel zêta a été déterminé à partir de la vitesse 

électrophorétique des particules, et converti via l’équation de Smoluchowski. 

En mesurant le diamètre hydrodynamique et le potentiel zêta par DLS, la stabilité des 

liposomes fusogènes magnétiques a été testée dans l’eau ultrapure. À cet effet, 10 µL de MFL 

ont été dilués dans 990 µL d’eau ultrapure, puis les mesures de diffusion dynamique de la 

lumière (DLS) ont été effectuées pour suivre l’évolution du diamètre hydrodynamique et du 

potentiel zêta pendant 20 jours. 

ii. Analyse de suivi de nanoparticules (NTA) 

Afin d’optimiser les conditions de mesure, plusieurs dilutions de la solution de MFL 

dans de l’eau Milli-Q ont été réalisées. Chaque dilution a été introduite individuellement dans 

l’appareil Nanosight NS300 (Malvern Panalytical) à l’aide d’une seringue (600 µL). Le but 

était de déterminer la concentration idéale d’objets par mL, en ajustant le volume de solvant 

jusqu’à atteindre une concentration proche de 10⁸ particules/mL, seuil optimal pour une 

détection fiable et une bonne résolution des particules par l’analyseur. 
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iii. Microscopie électronique à transmission (MET) 

Pour observer en TEM la dispersion de NPM ou de MFL ([lipides] = 3 mM et [NPM] = 

2,4 mM) préalablement filtrée et séparée magnétiquement, une goutte de la dispersion, diluée 

deux fois par de l’eau ultrapure, a été déposée sur une grille carbone-cuivre de TEM. Puis la 

grille a été séchée toute la nuit. Finalement, les liposomes fusogènes ont été observés au 

microscope électronique à transmission JEOL 1011 avec une caméra digitale MegaView III. 

iv. Microscopie électronique cryo (cryo-MET)  

Pour les observations en cryo-TEM, un aliquot de 4 µL du culot de MFL a été déposé 

sur une grille carbone-cuivre et laissé sécher pendant 30 secondes, puis absorbé manuellement 

avec du papier filtre Whatman pendant 2 secondes avant d’être vitrifié dans de l’éthane liquide 

à l’aide d’un système de vitrification (LEICA EM CPC). Les grilles ont été stockées dans de 

l’azote liquide. L’imagerie a été réalisée avec une caméra Gatan® US 1000 (2k x 2k) de type 

U, sensible à une tension d’accélération de 200 kV, en utilisant un microscope JEOL 2100 

équipé d’un filament LaB6.  

v. Microscopie électronique à transmission en coloration négative  

La MET en coloration négative a été réalisée, avec de l’acétate d’uranyle à 1,5 %, afin 

de mettre en évidence la bicouche lipidique des liposomes. Pour cela une goutte de la dispersion 

de MFL, diluée 2 fois, a été déposée sur la grille pendant 2 min, puis la goutte est absorbée avec 

un papier humidifié jusqu’à l’obtention d’un film mince, puis 1 goutte d’acétate d’uranyle a été 

déposée sur la grille pendant 2 min, et la goutte a, à nouveau, été réabsorbée avec un papier 

humidifié en laissant un film très fin. La grille a séché toute la nuit et le lendemain elle a été 

observée au microscope électronique à transmission JEOL 1011 avec une caméra digitale 

MegaView III.  

vi. Microscopie confocale  

La fluorescence des MFL a été observée avec un microscope confocal (Zeiss LSM 980) 

en configuration verticale, équipé d’un objectif à immersion dans l’huile 63x, avec une 

ouverture numérique (NA) de 1,4 et d’un détecteur GaAsp à 32 canaux. Une goutte de la 

préparation de MFL (TopFluor PE, λ d'excitation 495 nm, λ d’émission 503 nm) a été déposée 

entre une lame et une lamelle, puis les images ont été acquises, par France Lam et Chloé 

Chaumeton, avec une excitation laser à 488 nm. Le traitement des images a été réalisé à l’aide 
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du logiciel ImageJ. La détection et la mesure des liposomes ont été réalisées à l’aide d’un script 

personnalisé développé par Jean-François Giles (Institut de Biologie Paris-Seine, IBPS). Ce 

script applique une soustraction de fond (rolling = 100), un filtrage médian (rayon = 1), un 

seuillage automatique selon la méthode de Li, puis une segmentation via la fonction “Find 

Maxima”, combinée à une transformation de Voronoï pour individualiser les agrégats. Les 

objets détectés ont été filtrés selon des critères morphologiques stricts : circularité ≥ 0,75, aire 

comprise entre 0,00 et 10 µm², et diamètre de Ferret maximal ≤ 10 µm. Les mesures ont été 

extraites via le ROI Manager. Les données quantitatives de taille ainsi obtenues ont ensuite été 

exportées vers le logiciel Igor Pro (Wavemetrics) pour l’élaboration d’un histogramme de 

distribution des MFL. 

vii. Spectroscopie d’absorption atomique (AAS) 

La spectroscopie d’absorption atomique (AAS) des NMP et des MFL a été faite à l'aide 

d'un spectromètre d'absorption atomique (AAS) à flamme PerkinElmer PinAAcle 500, à une 

longueur d'onde de 248 nm. Avant les mesures d’AAS, les NPM et les MFL ont été dégradés 

par de l’acide chlorhydrique 37 % (300 µL) et dilués par de l’acide nitrique 2 % (3 mL).  

viii. SQUID  

Les mesures d’aimantation ont été effectuées à l’aide d’un magnétomètre SQUID 

MPMS de Quantum Design Ltd. Les échantillons ont été préparés de la manière suivante : 100 

μL de la dispersion de MFL ont été introduits dans un tube Eppendorf. L’air a été retiré du tube, 

puis remplacé par de l’hélium. La cellule contenant l’échantillon a été positionnée à l’intérieur 

d’une paille en plastique, à une hauteur de 66 mm par rapport au bas de la paille, afin que 

l’échantillon soit à la bonne hauteur lors des mesures magnétiques une fois dans l’instrument. 

Les courbes d’aimantation des NPM et des MFL ont été mesurées à 300 K, sous un champ 

magnétique variant de -10 000 Oe à 10 000 Oe. À la suite de cela, la température a été fixée à 

5 K et le champ magnétique a été réduit à une valeur proche de zéro par des oscillations, ce qui 

signifie qu’aucun champ magnétique résiduel n’est maintenu. Les aimantations en mode Zero 

Field Cooled (ZFC) et Field Cooled (FC) ont été enregistrées dans la plage de température allant 

de 5 K à 260 K, à une vitesse de 2 K/min, sous un champ magnétique de 20 Oe. Ensuite, la 

forme des courbes d’aimantation a été corrigée pour soustraire les contributions diamagnétiques 

du solvant et du tube Eppendorf, à l’aide d’un blanc (Eppendorf + eau).
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Dans ce chapitre, nous allons nous intéresser à l’interaction entre les liposomes 

fusogènes magnétiques, décrits au chapitre 2, et des systèmes modèles de membranes 

cellulaires. Ces systèmes modèles sont constitués de vésicules unilamellaires de grande taille 

(Large Unilamellar Vesicles, LUV), dont la taille, la charge de surface et la composition 

lipidique peuvent être rigoureusement contrôlées, tant du point de vue chimique que 

physicochimique. L’hypothèse de départ de cette étude repose sur l’idée qu’une interaction 

électrostatique entre les deux systèmes favorise le processus de fusion membranaire. Cette 

hypothèse est soutenue par une étude approfondie publiée en 2022 par Cavalcanti et al.162, dans 

laquelle les auteurs explorent l’impact de la composition lipidique, de la charge et de la fluidité 

membranaire sur la fusion de LUV. Leur conclusion principale est que la fusion est 

principalement médiée par les interactions électrostatiques. 

L’objectif de notre étude est d’évaluer l’efficacité de la fusion entre deux populations 

de LUV. D’une part, des LUV cationiques, avec ou sans nanoparticules magnétiques, constitués 

d’un mélange DOTAP/DOPE décrit dans la littérature pour ses propriétés fusogènes, d’autre 

part, des LUV accepteurs zwitterioniques ou anioniques. L’évolution du diamètre 

hydrodynamique et du potentiel zêta sera suivie par diffusion dynamique de la lumière, le 

titrage calorimétrique isotherme permettra quant à lui d’extraire les paramètres 

thermodynamiques associés à la réaction. Enfin, les expériences menées en microscopie 

confocale, notamment la colocalisation et le transfert de fluorescence (FRET), apporteront des 

informations complémentaires sur le mélange lipidique et le transfert des nanoparticules 

magnétiques. 

1. Synthèse des LUV anioniques et cationiques 

a. Synthèse des LUV par extrusion  

Les différentes formulations de LUV ont été préparées par extrusion, une méthode 

largement décrite dans la littérature pour sa capacité à générer des vésicules de taille contrôlée 

et de composition homogène.168 Les mélanges lipidiques, initialement solubilisés dans du 

chloroforme, ont été évaporés sous vide à l’aide d’un évaporateur rotatif jusqu’à obtention d’un 

film lipidique homogène déposé sur les parois du ballon. Ce film sec a ensuite été hydraté avec 

de l’eau ultrapure (Milli-Q) ajustée à un pH compris entre 6,5 et 7,5, conduisant à la formation 

spontanée de liposomes multilamellaires (MLV) par gonflement du film lipidique. Les MLV 

obtenus ont ensuite été extrudés de manière séquentielle à travers des membranes de 

polycarbonate (400 nm puis 200 nm) permettant d’obtenir des vésicules unilamellaires de 
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grande taille (LUV). Cette synthèse permet un excellent contrôle de la taille finale des 

liposomes tout en préservant l’intégrité chimique des composants lipidiques.  

La formulation des liposomes cationiques complète correspond à celle des liposomes 

magnétiques fusogènes présentée au chapitre 2, à savoir un mélange de DOTAP/DOPE/ 

TopFluorPE/PEGPE. Afin d’évaluer l’impact du PEG et du lipide fluorescent sur les propriétés 

de fusion, une série de formulations a été établie, allant de la composition minimale 

(DOTAP/DOPE) jusqu’à la formulation complète des MFL incluant le fluorophore 

(TopFluorPE) et le lipide pégylé (PEG-PE).  

Les liposomes accepteurs ont été conçus pour présenter une charge de surface contrôlée. 

Deux types ont été préparés : des LUV anioniques, obtenus par l’ajout de POPC/POPG (50/50 

% mol) et des LUV zwitterioniques, composés exclusivement de POPC (100 % mol). Pour les 

observations en microscopie confocale, un lipide fluorescent (EggLissRhodPE) compatible 

avec le FRET a été incorporé à la membrane des LUV accepteurs. Les différentes compositions 

utilisées pour les formulations de LUV sont récapitulées dans le Tableau 3.1. 

LUV Composition lipidique % molaire 

Cationiques DOTAP/DOPE 50/50 

Cationiques fluorescents DOTAP/DOPE/TopFluor 46,6/47,6/4,8 

Cationiques pégylés DOTAP/DOPE/PEGPE 47.6/47.6/4.8 

Cationiques pégylés et fluorescents DOTAP/DOPE/TopFluor/PEG-PE 45,5/45,5/4,5/4,5 

Accepteurs zwitterioniques POPC 100 

Accepteurs zwitterioniques fluorescents POPC 100 

Accepteurs anioniques POPC/POPG 50/50 

Accepteurs anioniques fluorescents POPC/POPG/EggLissRhodPE 49.5/49.5/1 

Tableau 3.1 : Récapitulatif des compositions des liposomes unilamellaires (LUV).  
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b. Caractérisations des différentes formulations de LUV  

i. Mesure des diamètres hydrodynamiques et des potentiels zêta 

Après dilution, les liposomes cationiques, zwitterioniques et anioniques ont été 

caractérisés par diffusion dynamique de la lumière afin de déterminer leur taille 

hydrodynamique moyenne (Figure 3.1) ainsi que leur potentiel zêta (Figure 3.2).  

Comme attendu pour cette méthode de préparation, les diamètres hydrodynamiques 

mesurés correspondent étroitement à ceux des pores des membranes utilisées lors de 

l’extrusion, soit environ 200 nm. De légères variations de taille sont toutefois observées en 

fonction de la composition lipidique. En particulier, la formulation complète 

(DOTAP/DOPE/TopFluorPE/PEGPE) présente un diamètre légèrement supérieur, atteignant 

225 nm (Figure 3.1). Cette augmentation peut être attribuée à la présence du PEGPE. En effet, 

le polyéthylène glycol (PEG), polymère hydrophile greffé sur la tête polaire des phospholipides, 

induit une stabilisation stérique des liposomes en solution et contribue à une augmentation 

apparente de leur diamètre hydrodynamique. L’analyse des indices de polydispersité (PDI), 

montre que toutes les formulations présentent des valeurs inférieures à 0,35, ce qui indique une 

distribution de taille relativement homogène, compatible avec des suspensions colloïdales bien 

définies. 

         

Figure 3.1 : Diamètres hydrodynamiques (A) des LUV cationiques et (B) des LUV anioniques, 

et zwitterioniques.  
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Les potentiels zêta mesurés pour les formulations contenant des lipides cationiques 

(DOTAP) sont très élevés, comme illustré en Figure 3.2. La formulation DOTAP/DOPE (50 

% mol de DOTAP) présente un potentiel zêta de +61 mV, tandis que la formulation complète 

(DOTAP/DOPE/TopFluorPE/PEGPE) affiche une valeur réduite à +45 mV (Figure 3.2 A). 

Cette diminution s’explique principalement par la réduction de la proportion de DOTAP dans 

la formulation totale, mais aussi potentiellement par l’effet masquant du PEG en surface, qui 

peut partiellement neutraliser la charge effective. 

 

Figure 3.2 : Potentiel zêta (A) des LUV cationiques et (B) des LUV anioniques, et 

zwitterioniques.  

Les liposomes anioniques, formulés avec du POPG, présentent logiquement des 

potentiels zêta négatifs. La formulation POPC/POPG (50/50 mol %) atteint -71 mV, tandis que 

l’ajout du lipide fluorescent EggLissRhodPE conduit à une valeur de -39 mV (Figure 3.2 B). 

Une explication serait que l’ajout d’Egg Liss Rhod PE à la formulation POPC/POPG (qui 

contient 50 % de POPG, un lipide fortement anionique), induit le remplacement d’une fraction 

de lipides très négatifs (POPG) par un lipide neutre ou très faiblement chargé. Cela diminue 

mécaniquement la densité de charges négatives à la surface, le potentiel zêta devient moins 

négatif.  
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Fait intéressant, même les formulations contenant uniquement des lipides 

zwitterioniques (100 % POPC) présentent des potentiels zêta nettement négatifs. Ce 

phénomène, observé en conditions de faible force ionique (eau ultrapure à pH 7, conductivité 

de 40 µS·cm⁻¹), s’explique par l’orientation des têtes polaires des phospholipides. Les 

groupements choline (chargés positivement) ont tendance à s’orienter vers l’extérieur de la 

membrane, plus éloignés de la surface immédiate, alors que les groupements phosphate 

(chargés négativement) se situent plus près de la surface. Cette répartition asymétrique crée un 

champ électrique local qui se traduit par un potentiel zêta négatif, bien que les lipides soient 

globalement neutres.169,170 

ii. Analyse des tailles et concentration par NTA 

L’analyse quantitative par NTA permet de déterminer le nombre de particules par classe 

de taille. Ainsi, pour les liposomes cationiques de formulation complète (DOTAP/DOPE/ 

TopFluorPE/PEGPE), on obtient une concentration totale de 2,1 × 10¹² LUV/mL, avec deux 

sous-populations dominantes autour de 190 nm et 150 nm (Figure 3.3). Quelques agrégats plus 

gros sont également observés vers 380 nm, en accord avec les données DLS. 

 

Figure 3.3 : Concentration en particules (particule/mL) en fonction du diamètre des objets 

analysés par NTA, des LUV DOTAP/DOPE/TopFluorPE/PEGPE. 
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Concernant les liposomes à base de POPC, ils présentent des tailles moyennes d’environ 

123 nm pour la formulation anionique POPC/POPG/EggLissRhodPE (Figure 3.4 A), et de 154 

nm pour la formulation neutre POPC/EggLissRhodPE (Figure 3.4 B). On observe ici une 

divergence entre les mesures obtenues par DLS et celles issues de l’analyse par NTA. Toutefois, 

les mesures en NTA n’ayant été réalisées qu’une seule fois, il serait nécessaire de les reproduire 

afin de confirmer ces résultats. Malgré cela, les concentrations mesurées restent du même ordre 

de grandeur, avoisinant 10¹² LUV/mL pour les deux formulations à base de POPC. 

  

Figure 3.4 : Concentration en particules (particule/mL) en fonction du diamètre des objets 

analysés par NTA, des LUV (A) POPC/POPG/EggLissRhodPE, (B) POPC/EggLiss RhodPE. 

iii. Observation en microscopie confocale 

La finalité de cette étude étant d’évaluer la fusion entre liposomes magnétiques 

cationiques et liposomes accepteurs par transfert de fluorescence en microscopie confocale, il 

était essentiel de pouvoir visualiser ces deux populations de manière distincte et individuelle. 

Les liposomes cationiques sont marqués avec du TopFluor PE, dont les propriétés spectrales 

sont les suivantes : excitation à 495 nm et émission à 503 nm, générant un signal fluorescent 

dans le vert. Les liposomes accepteurs, de nature anionique ou zwitterionique, sont quant à eux 

marqués avec de l’Egg Liss Rhod PE, présentant une excitation à 560 nm et une émission à 590 

nm, ce qui correspond à un signal dans le rouge. 
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Après dépôt de quelques gouttes de chaque dispersion entre lame et lamelle, les images 

confocales obtenues pour chaque formulation sont présentées en Figure 3.5. Globalement, tous 

les liposomes montrent une agitation brownienne importante et apparaissent sous forme de 

spots bien individualisés et sphériques à l’échelle de la microscopie optique. Les liposomes 

cationiques sont visualisés par des spots verts (Figure 3.5 A), tandis que les liposomes 

accepteurs apparaissent sous forme de spots rouges (Figures 3.5 B et 3.5 C). Ces signaux 

fluorescents se révèlent stables dans le temps, un critère essentiel garantissant la fiabilité des 

futures expériences de colocalisation et du suivi dynamique de la fusion membranaire, où la 

constance du signal est indispensable à une interprétation quantitative rigoureuse. 

         

Figure 3.5 : Clichés de microscopie confocale des liposomes (A) cationiques (DOTAP/DOPE/ 

TopfluorPE/PEGPE) (B) anioniques (POPC/POPG/EggLissRhodPE) et (C) zwitterioniques 

(POPC/ EggLissRhodPE). 

Un programme d’analyse d’images a été utilisé pour estimer la taille des spots observés 

en microscopie confocale. Les paramètres principaux pris en compte incluent la circularité des 

objets, l’intensité du signal fluorescent, ainsi que la conversion entre le nombre de pixels 

détectés par objet, la taille d’un pixel (définie par le facteur d’échelle de l’image) et les 

dimensions physiques de l’objet. Cela permet d’exprimer les tailles mesurées en nanomètres.  

Le diamètre moyen mesuré pour les liposomes cationiques est de 185 nm (n = 4539 

objets) (Figure 3.6 A), en bon accord avec les tailles obtenues précédemment pour les MFL 

(~180 nm) ayant la même composition lipidique. Les liposomes anioniques présentent un 

diamètre moyen de 210 nm (n = 1870 objets) (Figure 3.6 B), les liposomes zwitterioniques 

affichent quant à eux une taille moyenne apparente plus faible, de 162 nm (n = 3973 objets) 

(Figure 3.6 C). Cependant, il convient de rappeler que la résolution latérale de la microscopie 

confocale est limitée par la diffraction optique. Avec un objectif à ouverture numérique (NA) 

de 1,4, la limite de résolution est d’environ 200-250 nm, ce qui signifie que les objets de taille 

(A) (B) (C) 
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inférieure ou proche de cette valeur peuvent ne pas être correctement distingués, conduisant à 

une sous-estimation ou à un regroupement visuel des petits objets. 

       

Figure 3.6 : Histogrammes des distributions en tailles (A) des LUV cationiques (DOTAP/ 

DOPE/Topfluor/PEGPE), (B) des LUV anioniques (POPC/POPG/EggLissRhodPE) et (C) des 

LUV zwitterioniques (POPC/EggLissRhodPE). 

2. Impact de la composition lipidique sur les propriétés fusogéniques des LUV 

Dans un premier temps, la fusion entre les liposomes cationiques (formulés sans 

nanoparticules magnétiques) et les liposomes accepteurs a été étudiée afin d’évaluer l’impact 

de la composition lipidique sur l’efficacité du processus de fusion. L’interaction entre ces deux 

populations de LUV a été caractérisée par DLS pour suivre l’évolution de la taille et de la charge 

des liposomes, par ITC pour obtenir les paramètres thermodynamiques associés à l’interaction 

et par microscopie confocale (colocalisation et FRET) afin d’évaluer s’il y a fusion 

membranaire. 

a. Evolution de la taille et de la charge suivie par titrage en DLS  

Dans l’étude de Cavalcanti et al.162, la fusion entre des LUV cationiques 

(DOTAP/DOPE) et des LUV accepteurs, soit anioniques (POPC/POPG), soit zwitterioniques 

(POPC), a été analysée par titrage en DLS et en ITC. Les auteurs ont montré qu’une fusion 

effective a lieu lorsque les LUV anioniques sont mélangés aux LUV cationiques, notamment 

au point de neutralisation des charges. En revanche, aucune fusion n’a été observée avec des 

liposomes zwitterioniques à base de POPC. 

Ces résultats ont constitué le point de départ de notre propre étude. Nous avons tout 

d’abord cherché à valider la pertinence du titrage en DLS comme méthode de suivi de la fusion, 

puis à explorer l’influence de la présence de PEG et de lipides fluorescents dans la composition 

(A) (C) (B) 
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des membranes lipidiques. Par analogie avec les expériences menées sur les liposomes 

magnétiques, et pour des raisons pratiques liées à la quantité de matériel, ce sont les LUV 

accepteurs préparés par extrusion ([lipides] = 7 mM) qui ont été ajoutés dans la dispersion de 

liposomes cationiques ([lipides] = 0,5 mM). Après chaque ajout de liposomes accepteurs à la 

dispersion initiale de liposomes cationiques, la taille hydrodynamique et le potentiel zêta du 

mélange ont été mesurés par DLS.  

Les résultats du titrage sont présentés en fonction du rapport molaire entre LUV 

accepteurs et liposomes fusogènes qui sera noté par la suite Ratio molaire accepteurs/fuso 

(Figure 3.7). Dans le cas des LUV accepteurs anioniques POPC/POPG, leur ajout progressif 

entraîne systématiquement une inversion du potentiel zêta (Figure 3.7 A) ainsi qu’une 

augmentation transitoire du diamètre hydrodynamique (Figure 3.7 C). L’ampleur de cette 

augmentation dépend de la composition lipidique des liposomes cationiques. Elle est très 

marquée pour les formulations DOTAP/DOPE (courbe noire) et DOTAP/DOPE/TopFluorPE 

(courbe bleue), plus modérée pour DOTAP/DOPE/PEGPE (courbe violette), et absente pour 

la formulation complète DOTAP/DOPE/TopFluorPE/PEGPE (courbe grise).  

Lorsqu’elle est observée, l’augmentation transitoire du diamètre hydrodynamique est 

corrélée à la neutralisation du potentiel zêta. Les rapports molaire accepteurs/fuso 

correspondant aux points de neutralisation sont respectivement de 0,32 (DOTAP/DOPE), 0,25 

(DOTAP/DOPE/TopFluorPE), 0,20 (DOTAP/DOPE/PEG-PE) et 0,12 (formulation complète) 

(Figure 3.7 A et C). La composition lipidique des liposomes cationiques influence donc 

significativement leur interaction avec les liposomes anioniques. Cette évolution est logique 

compte tenu du fait que l’incorporation de PEGPE et/ou de TopFluorPE réduit le potentiel zêta 

initial (de +62 mV à +45–50 mV) donc une plus faible quantité de liposomes accepteurs est 

nécessaire pour atteindre l’inversion de charge.  

À l’inverse, le titrage avec des liposomes zwitterioniques (POPC) ne conduit à aucune 

variation notable du potentiel zêta (Figure 3.7 B) ni du diamètre hydrodynamique (Figure 3.7 

D), quelle que soit la composition des liposomes cationiques. Cela confirme l’absence 

d’interaction électrostatique forte avec les membranes neutres, cette observation est cohérente 

avec les résultats rapportés par Cavalcanti et al.162  

Ces résultats suggèrent une interaction entre les LUV cationiques et anioniques, médiée 

par des forces électrostatiques, qui induit une augmentation transitoire du diamètre 
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hydrodynamique. Cette augmentation pourrait résulter soit d’un réarrangement lipidique entre 

les bicouches, soit d’un phénomène d’agrégation temporaire des liposomes. À ce stade, les 

données issues de la DLS ne permettent pas de trancher entre ces deux hypothèses, car dans les 

deux cas, une augmentation concomitante de la taille moyenne et de la polydispersité est 

attendue.  

 

 

Figure 3.7 : (A) Potentiel zêta et (C) diamètre hydrodynamique mesurés après titrage des LUV 

cationiques par des LUV anioniques POPC/POPG. (B) Potentiel zêta et (D) diamètre 

hydrodynamique lors du titrage par des LUV zwitterioniques POPC. Les LUV cationiques ont 

pour compositions : DOTAP/DOPE (50/50 mol %, bleu clair), DOTAP/DOPE/TopFluorPE 

(47.6/47.6/4.8 mol %, bleu foncé), DOTAP/DOPE/PEGPE (47.6/47.6/4.8 mol %, vert clair), et 

DOTAP/DOPE/TopFluorPE/PEG-PE (45.5/45.5/4.5/4.5 mol %, vert foncé). La concentration 

lipidique des LUV cationiques est de 0,5 mM, celle des LUV accepteurs de 7 mM. Les barres 

d’erreur représentent l’écart type calculée à partir de trois mesures consécutives. 
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b. Données thermodynamiques de l’interaction entre LUV fusogènes et LUV 

accepteurs  

Parallèlement aux titrages en DLS, l’interaction entre ces deux familles de liposomes a 

été suivie en ITC. À notre connaissance, l’ITC dans le cadre de l’étude de la fusion de systèmes 

lipidiques n’a été utilisé que dans très peu d’études dont celle de Cavalcanti et al.162. Dans cet 

article, l’ITC permet de déterminer si la réaction entre deux populations de LUV est 

endothermique ou exothermique et comment cette enthalpie est reliée à la composition des 

membranes lipidiques. En revanche, aucune interprétation de la réaction en elle-même n’est 

faite. 

L’ITC est une méthode performante pour étudier les propriétés thermodynamiques des 

réactions physico-chimiques en solution. En mesurant la chaleur échangée (absorbée ou 

dégagée) lors de l'interaction entre les composants, on obtient un thermogramme, qui représente 

la puissance différentielle fournie par le calorimètre pour maintenir une température constante 

entre la cellule et la référence (Figure 3.8, noir), ainsi qu'une isotherme de réaction (Figure 

3.8, bleu).  

 

Figure 3.8 : Montage utilisé pour le suivi par ITC du titrage des LUV cationiques (cellule 

échantillon) par les LUV accepteurs (seringue).  
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L’isotherme de réaction, issue du thermogramme, permet ensuite d’obtenir des 

paramètres thermodynamiques clés, tels que la constante de liaison Kb, l'enthalpie de liaison 

ΔHb et la stœchiométrie n. À partir de ces données, il est possible de calculer les variations 

d'énergie libre ΔG et d'entropie ΔS de la réaction. 

∆𝐺 = ⁡−𝑅𝑇𝑙𝑛𝐾𝑏 

∆𝑆 = (∆𝐻𝑏 − ∆𝐺)/𝑇 

Ces données thermodynamiques sont fondamentales pour comprendre le type 

d'interactions moléculaires entre les composants.  

Dans notre étude, les liposomes fusogènes cationiques sont placés dans la cellule 

calorimétrique à une concentration lipidique fixée de 0,5 mM, les LUV accepteurs sont 

introduits par injections successives à l’aide d’une seringue d’injection dans la cellule 

calorimétrique, maintenue à 25 °C. Les concentrations lipidiques des LUV accepteurs ont dû 

être ajustées afin d’avoir un rapport accepteur/fuso permettant d'atteindre la saturation. Les 

concentrations utilisées sont respectivement de 4 mM pour les formulations DOTAP/DOPE et 

DOTAP/DOPE/TopFluorPE, et de 1 mM pour les formulations DOTAP/DOPE/PEGPE et 

DOTAP/DOPE/TopFluorPE/ PEGPE. 

Les thermogrammes enregistrés lors du titrage des LUV cationiques par des LUV 

anioniques présentent tous des pics de dégagement de chaleur attestant que quelle que soit la 

formulation des liposomes cationiques, la réaction est exothermique (Figure 3.9 A). 

L’interaction entre les LUV anioniques, contenant du POPG, et les liposomes cationiques se 

révèle donc être un processus fortement exothermique, en revanche aucune variation 

calorimétrique significative n’est détectée lors des titrages avec des LUV zwitterioniques 

composés uniquement de POPC.  
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Les injections successives de LUV POPC/POPG génèrent des pics de chaleur dont 

l’amplitude varie en fonction de la composition lipidique des LUV cationiques : environ 1 

µcal/s pour DOTAP/DOPE (Figure 3.9 A, noir), 1,5 µcal/s pour DOTAP/DOPE/TopFluorPE 

(Figure 3.9 A, bleu), 0,7 µcal/s pour DOTAP/DOPE/PEG-PE (Figure 3.9 A, violet), et 0,6 

µcal/s pour la formulation complète DOTAP/DOPE/TopFluorPE/PEG-PE (Figure 3.9 A, gris). 

La variation d’intensité des dégagements de chaleur entre ces thermogrammes (Figure 3.9 A) 

peut s’expliquer en partie par la différence de concentration lipidique des liposomes accepteurs 

injectés : 4 mM pour DOTAP/DOPE et DOTAP/DOPE/TopFluorPE, contre 1 mM pour les 

formulations contenant du PEGPE. Les faibles amplitudes de signal calorimétrique observées 

pour ces dernières (0,7 et 0,6 µcal/s) ne traduisent donc pas nécessairement une affinité réduite, 

mais peuvent être attribuées à une concentration lipidique plus faible, et donc à un nombre 

d’événements (interaction ou fusion) plus faible.  

  

 

Figure 3.9 : (A) Thermogrammes bruts issus des titrations ITC de liposomes cationiques 

DOTAP/DOPE (noir), DOTAP/DOPE/TopFluorPE (bleu), DOTAP/DOPE/PEGPE (violet) et 

DOTAP/DOPE/TopFluorPE/PEGPE (gris) par des injections successives de liposomes 

anioniques POPC/POPG. (B) Isothermes de liaison correspondants, représentant l’enthalpie 

différentielle en fonction du ratio molaire accepteurs/fuso (=Mole ratio).  

Les faibles signaux résiduels autour de 0,14 µcal/s observés en fin de titrage 

correspondent à l’effet de dilution des liposomes anioniques dans la cellule de mesure, comme 

illustré sur le thermogramme de contrôle (Figure 3.10). Ainsi, après soustraction de cette 

valeur, on trouve que 67% de l’énergie thermique mesurée par ITC provient de l’interaction 
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entre vésicules de charges opposées, ce qui traduit une certaine affinité entre les liposomes, 

compatible avec un mécanisme dominé par des interactions électrostatiques.  

 

 

Figure 3.10 : Thermogrammes bruts et isothermes de réaction correspondants au contrôle de 

dilution des liposomes POPC/POPG dans l’eau ultrapure. 

L’intégration des pics calorimétriques du thermogramme permet d’obtenir des 

isothermes représentant l’enthalpie (ΔH) en fonction du rapport molaire accepteur/fuso (Figure 

3.9 B, points). La forme sigmoïde des courbes suggère un modèle d’interaction indépendant, 

sans comportement coopératif marqué (Figure 3.9 B, courbe). Ce modèle, fréquemment 

appliqué aux interactions bimoléculaires simples, permet d’extraire des paramètres 

thermodynamiques caractéristiques tels que la stœchiométrie apparente (n), l’enthalpie standard 

de liaison (ΔH, en kJ/mol), et l’enthalpie libre (ΔG, en kJ/mol).170 Ces données sont regroupées 

dans le Tableau 3.2. 

Titrage avec LUV anioniques 
DLS ITC 

n n ΔH (kJ/mol) ΔG (kJ/mol) 

DOTAP/DOPE 0,35 1,644 ±0,027 -3,112 ±0,083 -35,9 

DOTAP/DOPE/TopFluor  0,25 0,378 ±0,015 - 5,304 ±0,150 -37,57 

DOTAP/DOPE/PEGPE 0,2 0,194 ±0,004 -6,818 ±0,455 -35,82 

DOTAP/DOPE/PEGPE/TopFluor 0,15 0,101 ±0,004 -8,680 ±0,288 -31,53 

Tableau 3.2 : Valeurs thermodynamiques (n : stœchiométrie de la réaction, ΔH : enthalpie de 

réaction, ΔG : enthalpie libre) issues du fit des isothermes obtenues en ITC pour le titrage de 

différentes formulations de LUV cationiques avec les LUV anioniques. Les valeurs de n 

obtenues en DLS sont rappelées. 
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Les paramètres thermodynamiques extraits des titrages calorimétriques isothermes 

révèlent une évolution significative de la stœchiométrie de la réaction et de l’enthalpie en 

fonction de la composition lipidique (Tableau 3.2). La stœchiométrie apparente de liaison (n) 

diminue significativement à mesure que la formulation des liposomes cationiques se 

complexifie, passant de 1,64 ± 0,03 pour les liposomes DOTAP/DOPE à 0,101 ± 0,004 pour la 

formulation complète DOTAP/DOPE/PEGPE/TopFluorPE. Cette tendance est en bon accord 

avec les résultats de DLS, qui montrent qu’une plus faible quantité de LUV anioniques est 

nécessaire pour atteindre le point d’équivalence dans les formulations contenant du PEG et le 

TopFluor. De la même manière que pour les mesures de DLS, cette diminution de la 

stœchiométrie peut s’expliquer par une réduction de la densité de charges positives à la surface 

des liposomes, due à l’incorporation de lipides zwitterioniques ou neutres (PEGPE, 

TopFluorPE). En effet, le potentiel zêta passe de +70 mV pour DOTAP/DOPE à +45 mV pour 

la formulation DOTAP/DOPE/PEGPE/TopFluorPE, traduisant une baisse de la contribution 

électrostatique, et donc une diminution du nombre de sites accessibles pour la fusion. 

De manière très intéressante, l’enthalpie libre (ΔH) devient de plus en plus négative 

lorsque la formulation se complexifie, passant de –3,1 kJ/mol pour la formulation de base à –

8,7 kJ/mol pour la formulation complète. Cette évolution traduit une augmentation du caractère 

exothermique de l’interaction, ce qui est contre-intuitif. En effet, si on résonne uniquement sur 

l’interaction électrostatique, il serait logique que le titrage avec les LUV ayant le potentiel zêta 

le plus élevé (DOTAP/DOPE) conduise à une interaction plus forte et donc un caractère 

exothermique plus marqué que la formulation complète avec du PEG et du TopFluor. De plus, 

l’ajout individuel de PEG ou de TopFluor conduit également à une augmentation de l’enthalpie 

(plus négative), suggérant l’implication d’interactions additionnelles, au-delà des simples 

forces électrostatiques. En effet, les lipides fluorescents tels que le TopFluor PE, qui 

contiennent des systèmes π-conjugués, sont bien connus pour perturber la structure de la 

bicouche lipidique et favoriser des événements de fusion membranaire, ce qui peut contribuer 

à un dégagement de chaleur supplémentaire.160,172 Quant au PEG, il est classiquement décrit 

comme inhibiteur de fusion lorsqu’il est inséré dans la membrane (en raison d’effets de 

stabilisation stérique), mais peut également se comporter comme un agent fusogène lorsqu’il 

est libre en solution, comme le rapportent plusieurs études.173 Dans notre cas, la formulation 

complète incluant du PEG conduit à une réaction plus fortement exothermique. 
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L’interprétation des valeurs d’enthalpie mesurées par ITC doit toutefois être abordée 

avec prudence. En effet, dans notre cas, la chaleur dégagée est probablement la somme de 

plusieurs contributions : interactions électrostatiques, désolvatation, réorganisations 

membranaires, voire fusion des liposomes. Contrairement à certaines études ITC mettant en 

évidence des événements successifs identifiables par des épaulements distincts dans les 

thermogrammes, aucune déviation significative n’est observée ici dans la déconvolution des 

courbes, rendant difficile la discrimination des mécanismes sous-jacents. Dans ce contexte, 

nous avons choisi de ne pas interpréter quantitativement les valeurs de constante d’affinité (Kd) 

issues du modèle de liaison utilisé, puisqu’il est impossible d’associer ce Kd à une réaction 

unique et bien définie. 

Il reste néanmoins intéressant de commenter les valeurs d’énergie libre de Gibbs (ΔG), 

toutes négatives, indiquant que l’interaction est spontanée et thermodynamiquement favorable 

dans tous les cas. Les valeurs obtenues pour les formulations DOTAP/DOPE (–35,9 kJ/mol) et 

DOTAP/DOPE/PEGPE (–35,82 kJ/mol) sont très proches, suggérant que l’incorporation du 

PEGPE dans la bicouche n’altère pas significativement le caractère favorable de la fusion. 

L’ajout du TopFluor PE entraîne une diminution supplémentaire de ΔG (–37,57 kJ/mol), ce qui 

confirme son rôle favorable dans le processus. En revanche, la formulation complète 

(DOTAP/DOPE/PEGPE/TopFluorPE) présente une valeur de ΔG légèrement moins négative 

(–31,5 kJ/mol). Cette différence pourrait cependant résulter d’un artefact d’ajustement, dans la 

mesure où l’isotherme de ce titrage ne présente pas de plateau bien défini en début de courbe, 

ce qui peut altérer la robustesse du fit. 

Il est également intéressant de noter que la valeur de ΔG obtenue est de l’ordre de 13 kT, 

ce qui fournit un point de comparaison pertinent avec la littérature. En effet, bien que rares 

soient les études expérimentales permettant d’évaluer directement l’énergie libre d’une réaction 

de fusion membranaire, l’ITC pourrait constituer un outil intéressant pour approcher cette 

grandeur. À titre de comparaison, plusieurs modèles théoriques ont estimé l’énergie 

d’activation globale de la fusion lipidique dans une plage très large, allant de 20 à 150 kT selon 

les hypothèses retenues. La première mesure expérimentale de cette énergie d’activation a été 

proposée par Pincet et al.10, qui ont obtenu une valeur de 30 kT à partir de mesures de 

fluorescence réalisées à différentes températures. 
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c. Étude de l’interaction entre LUV cationiques et accepteurs en microscopie 

confocale  

Les analyses réalisées par DLS et ITC ont permis de démontrer l’existence d’interactions 

fortes entre les LUV cationiques et les LUV anioniques, interactions renforcées par 

l’incorporation de TopFluor PE dans les formulations cationiques. Toutefois, ces techniques ne 

permettent pas de distinguer clairement si ces interactions aboutissent à un phénomène de 

fusion membranaire ou simplement à une agrégation entre vésicules de charges opposées. Afin 

de lever cette ambiguïté, des expériences de colocalisation et de transfert de fluorescence ont 

été conduites par microscopie confocale.  

Celles-ci ont été réalisées sur la plateforme d’imagerie de l’Institut de Biologie Paris-

Seine (IBPS, Sorbonne Université). Seule la formulation complète DOTAP/DOPE/ 

TopFluorPE/PEGPE a été utilisée pour ces essais, la présence du fluorophore (TopFluor PE) 

étant indispensable pour le suivi en imagerie. 

i. Colocalisation des LUV cationiques et accepteurs en microscopie confocale 

La colocalisation des liposomes a été évaluée par microscopie confocale à fluorescence 

en mélangeant des liposomes cationiques marqués au TopFluor PE (émission verte) avec des 

liposomes accepteurs soit anioniques, soit zwitterioniques, marqués à l'Egg Liss Rhod PE 

(émission rouge).  

L’observation de ces mélanges entre lame et lamelle a révélé, dans le cas des liposomes 

anioniques, la formation d’objets sphériques de grande taille, émettant un signal orange 

résultant du chevauchement des canaux verts et rouges, indiquant une colocalisation des deux 

types de vésicules (Figure 3.11). Le coefficient de corrélation de Pearson (PCC), calculé à 

partir de sept images représentatives, s’élève à 0,84 ± 0,03, témoignant d’une forte corrélation 

spatiale entre les deux fluorophores. La visualisation de liposomes plus gros (> 1 µm) dont les 

contours membranaires sont bien identifiables suggère une fusion plutôt qu’une simple 

agrégation, phénomène cohérent et déjà décrit dans la littérature.162 Par ailleurs, la présence de 

structures tubulaires évoque un remodelage membranaire induit par un excès localisé de lipides.  
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Figure 3.11 : Images de microscopie confocale à fluorescence de LUV cationiques 

DOTAP/DOPE/TopFluorPE/PEGPE (émission verte) après mélange équimolaire avec des 

LUV anioniques POPC/POPG/EggLissRhodPE (émission rouge, 49,5/49,5/1 mol%).  

À l’inverse, en présence de liposomes zwitterioniques (POPC/EggLissRhodPE), les 

images (Figure 3.12) révèlent uniquement des signaux fluorescents distincts, émis soit dans le 

rouge, soit dans le vert, avec un diamètre moyen de 200 nm, caractéristiques des LUV 

individuels. Le PCC moyen de 0,15 ± 0,07 reflète une absence de colocalisation significative, 

suggérant que les deux populations de liposomes restent séparées, en l’absence d’interactions 

électrostatiques.  

  

Figure 3.12 : Images de microscopie confocale à fluorescence de LUV cationiques 

DOTAP/DOPE/TopFluorPE/PEGPE (émission verte) après mélange équimolaire avec des 

LUV zwitterioniques POPC/EggLissRhodPE (99/1 mol%).  
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Des analyses de distribution de taille ont été réalisées à partir de deux images par 

condition. Pour le mélange avec les liposomes anioniques, la distribution est étendue, atteignant 

2500 nm, avec une moyenne de 303 nm, révélant une population hétérogène enrichie en gros 

liposomes (Figure 3.13 A). En revanche, avec les liposomes zwitterioniques, la distribution est 

plus étroite, centrée sous 500 nm, et la taille moyenne est de 189 nm, ce qui est compatible avec 

la population initiale de LUV (Figure 3.13 B). Cette valeur est en effet cohérente avec les tailles 

mesurées séparément pour les liposomes cationiques (185 nm) et les liposomes zwitterioniques 

(162 nm) suggérant l’absence d’interactions significatives entre les deux populations (Figure 

3.6). Ces résultats confirment l’augmentation de la taille des liposomes après mélange des deux 

populations de LUV anioniques et cationiques, ce qui est compatible avec des phénomènes de 

fusion. En présence des LUV zwitterioniques, aucune augmentation de taille n’est observée. 

   

Figure 3.13 : Les histogrammes de distribution de taille correspondants ont été établis à partir 

de deux images pour chaque condition : (A) pour le mélange avec les LUV anioniques et (B) 

pour celui avec les LUV zwitterioniques. 

ii. Expériences de transfert de fluorescence 

Les résultats de colocalisation ont confirmé que les liposomes cationiques et anioniques 

sont spatialement localisés au même endroit, condition indispensable à la mise en œuvre d’une 

expérience de FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer). Cette technique permet de 

différencier une fusion d’une simple agrégation entre liposomes, en évaluant la proximité 

moléculaire entre deux fluorophores : le TopFluorPE (émission verte, λex = 495 nm, λem = 503 

nm) incorporé aux liposomes cationiques, et l’Egg Liss Rhod PE (émission rouge, λex = 560 

nm, λem = 583 nm) présent dans les liposomes accepteurs. La terminologie classique 

"donneur/accepteur" pour désigner respectivement le fluorophore vert et rouge est 

(A) (B) 
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volontairement évitée ici, afin d’éviter toute confusion avec le rôle des liposomes "accepteurs" 

dans l’expérience de fusion. Les termes « donneur » (TopFluor) et « fluorophore rouge » (Egg 

Liss Rhod PE) seront donc employés. 

Pour que le phénomène de FRET se produise, le couple de fluorophores est 

généralement sélectionné en respectant trois critères fondamentaux : (i) le spectre d’émission 

du donneur doit recouvrir partiellement le spectre d’absorption du fluorophore rouge (Figure 

3.14 A), (ii) les deux fluorophores doivent être situés à une distance inférieure à 10 nm (Figure 

3.14 B), et (iii) leurs dipôles doivent être orientés dans la même direction (Figure 3.14 C). 

Lorsque ces conditions sont réunies, un transfert d’énergie non-radiatif peut se produire du 

donneur vers le fluorophore rouge, suite à l’excitation du donneur à sa longueur d’onde 

d’excitation. 

  

  

Figure 3.14 : Conditions pour que le phénomène de FRET se produise : (A) Superposition des 

bandes d’émission et d’excitation du fluorophore donneur et accepteur respectivement, (B) 

distance entre les fluorophores inférieure à 10 nm, (C) alignement des dipôles de la paire de 

fluorophores.  

 

 

 

 

(A) 

(C) 

(B) 
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Afin d’interpréter correctement les résultats des expériences de FRET, plusieurs 

contrôles préalables sont indispensables. Il convient notamment de vérifier que le fluorophore 

rouge (EggLissRhodPE) n’est pas excité de manière significative à la longueur d’onde utilisée 

pour exciter le TopFluorPE (488 nm), et de caractériser précisément le spectre d’émission du 

TopFluorPE. À cette fin, des images ont été acquises pour chaque type de liposome 

individuellement : DOTAP/DOPE/TopFluorPE/PEGPE, POPC/POPG/EggLissRhodPE et 

POPC/EggLissRhodPE (Figure 3.15). Pour chacun, le profil d’intensité moyen de 150 spots a 

été établi. Les liposomes cationiques marqués au TopFluorPE présentent un pic d’émission 

principal à 510 nm, environ sept fois plus intense qu’un second pic à 575 nm (Figure 3.15 A et 

B, courbes vertes). Ce second pic, nettement moins marqué, ne correspond pas à l’émission 

typique de l’EggLissRhodPE, dont le maximum est centré à 590 nm (Figure 3.15 A et B, 

courbes rouges). Par ailleurs, les liposomes marqués uniquement avec EggLissRhodPE, qu’ils 

soient anioniques ou zwitterioniques, montrent une fluorescence résiduelle faible lorsqu’ils sont 

excités à 488 nm. En effet, leur intensité est environ cinq fois inférieure (Figure 3.15 A et B, 

courbes rouges) à celle des liposomes TopFluorPE (Figure 3.15 A et B, courbes vertes) 

enregistrée dans les mêmes conditions expérimentales. Ces résultats confirment que l’émission 

de l’EggLissRhodPE à 488 nm peut être considérée comme négligeable, validant ainsi 

l’utilisation du couple TopFluorPE-EggLissRhodPE pour des expériences de FRET fiables. 

 

Figure 3.15 : (A) Profils d’intensité des LUV cationiques DOTAP/DOPE/TopFluorPE/PEGPE 

(vert), et des LUV anioniques POPC/POPG/EggLissRhodPE (rouge). (B) Profils d’intensité 

des LUV cationiques DOTAP/DOPE/TopFluorPE/PEGPE (vert) et des LUV zwitterioniques 

POPC/EggLissRhodPE (rouge). 

0

5000

10000

15000

20000

25000

30000

488 538 588 638 688

In
te

n
si

té

Longueur d'onde (nm)

LUV cationique

LUV anionique

0

5000

10000

15000

20000

25000

30000

488 538 588 638 688

In
te

n
si

té

Longueur d'onde (nm)

LUV cationique

LUV zwitterionique

(B) (A) 



Chapitre 3 : Étude de la fusion des liposomes fusogènes magnétiques sur système modèle 
 

 
  131 

L’expérience de FRET a été réalisée en incubant pendant 1 heure les LUV cationiques 

(DOTAP/DOPE/TopFluorPE/PEGPE) avec les LUV accepteurs à des concentrations 

équimolaires, comme dans les expériences de colocalisation. Ce rapport équimolaire permet 

d’envisager que chaque LUV cationique ait potentiellement un partenaire accepteur. 

L’observation a été effectuée en microscopie confocale à une longueur d’onde d’excitation de 

488 nm. Les profils d’intensité moyenne, calculés à partir de 150 vésicules par condition, ont 

été comparés aux contrôles.  

Dans le mélange avec les LUV anioniques (Figure 3.16 A, courbe orange), l’intensité 

du pic d’émission du TopFluorPE à 510 nm diminue d’un facteur 1,5 par rapport au contrôle 

(Figure 3.16 A, courbe verte), alors que l’intensité du pic de l’EggLissRhodPE à 590 nm 

augmente d’un facteur 6 par rapport au contrôle (Figure 3.16 A, courbe rouge). Ce double 

effet, baisse du signal du donneur et hausse du signal du fluorophore rouge, indique un transfert 

d’énergie, caractéristique d’un phénomène de FRET. Ce phénomène de FRET prouve qu’il y a 

bien fusion membranaire entre les deux types de liposomes. En revanche, dans le cas du 

mélange avec les liposomes zwitterioniques (Figure 3.16 B, courbe orange), l’intensité du 

signal du TopFluorPE reste inchangée (Figure 3.16 B, orange, 1er pic), mais le signal du 

fluorophore rouge augmente tout de même d’un facteur 2,7 (Figure 3.16 B, orange, 2ème pic). 

Ce transfert partiel pourrait être attribué à une faible interaction non spécifique ou à un artefact 

de proximité locale, sans qu’une véritable fusion ne soit démontrée. 

 

Figure 3.16 : (A) Profils d’intensité des LUV cationiques DOTAP/DOPE/TopFluorPE/ PEGPE 

(vert), des LUV anioniques POPC/POPG/EggLissRhodPE (rouge) et du mélange LUV 
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cationiques / LUV anioniques (orange). (B) Profils d’intensité des LUV cationiques DOTAP/ 

DOPE/TopFluorPE/PEGPE (vert), des LUV zwitterioniques POPC/EggLissRhodPE (rouge) et 

du mélange LUV cationiques / LUV zwitterioniques (orange).  

L'efficacité du FRET a été déterminée en calculant le rapport entre l’aire du pic du 

fluorophore rouge et la somme des aires des pics des fluorophores donneur et rouge, sur la base 

de 150 profils d’intensité individuelle. Ce ratio constitue un indicateur quantitatif du transfert 

d’énergie entre fluorophores. Une efficacité de FRET de 0,46 a été mesurée lors de l’incubation 

des liposomes cationiques avec des liposomes anioniques (Figure 3.17, bleu), contre une valeur 

de 0,15 en présence de liposomes zwitterioniques (Figure 3.17, vert). Plus ce ratio tend vers 1, 

plus le transfert d’énergie est important, traduisant une efficacité de FRET élevée. Ces résultats 

suggèrent un transfert d’énergie significatif entre le TopFluorPE, incorporé dans les LUV 

cationiques donneurs, et l’EggLissRhodPE, présent dans les LUV anioniques. Cette observation 

implique un rapprochement spatial suffisant entre les fluorophores ainsi qu’un alignement 

adéquat de leurs dipôles, deux conditions qui ne peuvent être réunies que si les lipides issus des 

deux populations de liposomes coexistent au sein d’une même bicouche lipidique. Une telle 

configuration est caractéristique d’un processus de fusion ou d’hémifusion membranaire, au 

cours duquel les bicouches lipidiques s’unissent partiellement ou totalement. 

 

Figure 3.17 : Efficacité du FRET des mélanges de LUV cationiques avec des LUV anioniques 

(orange) ou LUV zwitterioniques (vert).  
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3. Interaction des MFL avec les LUV accepteurs 

a. Titrage des MFL par les liposomes accepteurs en DLS 

Les liposomes cationiques composés de DOTAP/DOPE/TopFluorPE/PEGPE présentent 

une forte propension à fusionner avec des LUV anioniques ; cette fusion est principalement 

médiée par des interactions électrostatiques. Dans la continuité de ces observations, l’objectif 

de cette partie de l’étude a été d’évaluer si la présence de nanoparticules magnétiques dans le 

cœur aqueux de ces liposomes fusogènes, tels que décrits au chapitre 2, altère ou non leur 

capacité de fusion.  

Pour répondre à cette question, la même stratégie expérimentale que celle appliquée dans 

le cas des LUV sans NPM a été rigoureusement suivie. Les MFL ont été titrés soit avec des 

liposomes anioniques POPC/POPG (Figure 3.18 A), soit avec des liposomes zwitterioniques 

POPC (Figure 3.18 B), servant respectivement de liposomes modèles accepteurs favorables ou 

non favorables à la fusion. À chaque étape du titrage, le diamètre hydrodynamique et le potentiel 

zêta ont été mesurés. Les mesures ont été réalisées avec une concentration lipidique fixée à 9,5 

µM pour les MFL et à 1,2 mM pour les LUV accepteurs. 

   

Figure 3.18 : Titrage des MFL par les LUV (A) anioniques, ou (B) zwitterioniques. 
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Les résultats obtenus mettent en évidence une inversion marquée du potentiel zêta, 

indiquant une neutralisation progressive des charges de surface des MFL lors du titrage par les 

liposomes anioniques. L’inversion de charge se produit pour un ratio molaire accepteur/MFL 

de 0,4 (Figure 3.19 A, bleu) qui coïncide avec une augmentation transitoire du diamètre 

hydrodynamique mesuré par DLS (Figure 3.19 B, bleu), confirmant les observations faites sur 

les LUV vides. En revanche, aucune variation significative ni du potentiel zêta (Figure 3.19 A, 

vert), ni du diamètre hydrodynamique (Figure 3.19 B, vert) n’est observée avec les LUV 

zwitterioniques. Ces observations confirment que les phénomènes observés dans le système 

MFL/(LUV anioniques) sont induits par des interactions électrostatiques entre entités de charge 

opposées, condition préalable à la formation d’assemblages mixtes lipidiques. Ces 

réarrangements peuvent refléter soit une agrégation contrôlée, soit une fusion ou une 

hémifusion membranaire, comme cela a été observé précédemment avec les liposomes 

cationiques sans nanoparticules. 

 

Figure 3.19 : Mesures (A) du potentiel zêta et (B) du diamètre hydrodynamique au cours du 

titrage des MFL par les LUV anioniques POPC/POPG (50:50 % mol, bleu clair) ou 

zwitterioniques POPC (bleu foncé). Les barres d’erreur représentent l’écart-type calculé à partir 

de trois mesures consécutives.   

b. Titrage des MFL par les liposomes accepteurs en ITC 

L’échange de chaleur engendré par le mélange des MFL avec des LUV accepteurs a été 

mesuré en ITC. Les MFL sont introduits dans la cellule de mesure à une concentration lipidique 

de 0,12 mM, les LUV anioniques sont injectés avec la seringue à 1,2 mM. Toutes les mesures 

ont été réalisées à 25 °C. Le profil thermique obtenu révèle une série de pics exothermiques 
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Acceptor/fusogenic molar ratio 

initiaux d’environ 0,8 µcal/s, décroissant progressivement au fil des injections jusqu’à atteindre 

une valeur basale de 0,17 µcal/s (Figure 3.20 A, bleu clair), correspondant à la chaleur de 

dilution des LUV dans l’eau ultrapure (Figure 3.10). Ces données indiquent que près de 79 % 

de la chaleur dégagée est spécifiquement liée aux interactions entre MFL et LUV anioniques. 

Dans le cas du titrage des MFL par des LUV zwitterioniques, la puissance thermique enregistrée 

reste constante autour de 0,16 µcal/s (Figure 3.20 A, bleu foncé), correspondant exclusivement 

à la dilution des liposomes POPC dans la cellule (Figure 3.10), ce qui indique qu’il n’y a aucune 

interaction entre ces deux populations de LUV. 

Les données expérimentales, issues de l’intégration des pics du thermogramme, ont été 

modélisées à l’aide d’un modèle indépendant pour le titrage avec les liposomes anioniques 

(Figure 3.20 B, bleu clair), et avec un modèle linéaire pour le titrage avec les liposomes 

zwitterioniques (Figure 3.20 B, bleu foncé). Ces isothermes confirment ainsi une interaction 

thermodynamiquement significative entre les MFL et les LUV anioniques, contrastant avec 

l’absence d’interaction détectée avec les LUV zwitterioniques. 

 

Figure 3.20 : (A) Thermogrammes bruts issus du titrage ITC des MFL par des injections 

successives de LUV anioniques POPC/POPG (bleu clair) ou de LUV zwitterioniques POPC 

(bleu foncé) ; (B) Isothermes représentant l’enthalpie différentielle en fonction du ratio molaire 

accepteurs/fuso (=Mole ratio).  

(A) 
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L’analyse calorimétrique par ITC du titrage des MFL par les liposomes anioniques 

POPC/POPG, dont les résultats sont résumés dans le Tableau 3.3, met en évidence une 

interaction exothermique marquée, caractérisée par une enthalpie de liaison ΔH = –8,272 ± 

0,518 kJ/mol. De manière remarquable, on retrouve les mêmes ordres de grandeur que 

l’enthalpie mesurée avec des liposomes ayant la même composition lipidique sans 

nanoparticules (-8,680 ±0,288 kJ/mol). Le modèle permet également d’estimer une 

stœchiométrie apparente de 1,33, indiquant qu’en moyenne, un liposome accepteur interagit 

avec plus d’un MFL. Cette évolution de la stœchiométrie entre les liposomes cationiques 

contenant des NPM et ceux qui en sont dépourvus est en accord avec les données de DLS, qui 

révèlent une saturation des charges à un ratio molaire de 0,4 pour les MFL, contre 0,15 pour les 

liposomes vides. Cette différence peut s’expliquer par le potentiel zêta plus élevé des MFL (+62 

mV) comparé à celui des liposomes vides (+45 mV), ce qui implique qu’une plus grande 

quantité de liposomes anioniques est nécessaire pour neutraliser les charges de surface et initier 

les réarrangements membranaires. L’enthalpie libre (ΔH) calculée pour le titrage des MFL avec 

les LUV anioniques (-34,4 kJ/mol)  est également cohérente avec la valeur trouvée dans le cas 

des LUV cationiques sans NPM (-31,53 kJ/mol)  Ainsi, bien que les MFL présentent une charge 

de surface plus élevée et donc une stœchiométrie plus importante, ils conservent un 

comportement thermodynamique similaire aux LUV cationiques vides en termes d’interaction 

avec les membranes anioniques, ce qui suggère que la présence des nanoparticules magnétiques 

n’entrave pas le processus d’interaction lipidique à l’échelle moléculaire. 

Titrage avec LUV anioniques  
DLS ITC 

n n ΔH (kJ/mol) ΔG (kJ/mol) 

MFL 0,4 1,334 ±0,064 -8,272 ±0,518 -34,14 

LUV cationiques 0,15 0,101 ±0,004 -8,680 ±0,288 -31,53 

Tableau 3.3: Valeurs thermodynamiques (n : stœchiométrie de la réaction, ΔH : enthalpie de 

réaction, ΔS : entropie) issues du fit des isothermes obtenues en ITC pour le titrage des MFL 

et des LUV cationiques sans nanoparticules magnétiques avec la même formulation. Les 

valeurs de n obtenues en DLS sont rappelées. 

c. Suivie de la fusion des MFL avec des LUV accepteurs par microscopie 

confocale  

i. Colocalisation des MFL avec les LUV accepteurs 

L’analyse par microscopie confocale de fluorescence du mélange entre les MFL 

(marqués en vert) et les LUV accepteurs anioniques (marqués en rouge) révèle, comme observé 
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précédemment avec les LUV cationiques vides, la formation d’objets sphériques de grande 

taille, émettant une fluorescence orange indicative de la superposition des deux signaux (Figure 

3.21 A). On observe également des objets plus petits (environ 200 nm) émettant uniquement en 

vert ou en rouge, correspondant à des liposomes non engagés dans l’interaction (Figure 3.21 

A). Le coefficient de corrélation de Pearson (PCC), calculé à partir de deux images 

représentatives, est de 0,89 ± 0,01, confirmant une forte colocalisation entre les MFL et les 

LUV anioniques. Ce niveau de corrélation est même légèrement supérieur à celui mesuré pour 

les LUV vides (PCC = 0,84), ce qui indique que la présence de nanoparticules magnétiques 

n’entrave pas l’interaction entre liposomes de charges opposées.  

En revanche, dans le cas du mélange entre MFL et LUV zwitterioniques 

POPC/EggLissRhodPE (99/1 % mol), les images révèlent principalement des objets de petite 

taille (~100-500 nm) (Figure 3.22 B), émettant séparément en vert ou en rouge, sans 

chevauchement des signaux (Figure 3.21 B). Le coefficient de Pearson est alors de 0,24 ± 0,05, 

proche de zéro, ce qui témoigne d’une distribution spatiale indépendante des deux populations 

lipidiques, et donc d’une absence d’interaction spécifique. 

  

   

Figure 3.21 : Images de microscopie confocale de LUV cationiques DOTAP/DOPE/ 

TopFluorPE/PEGPE (émission verte) après mélange équimolaire avec (A) des LUV anioniques 

POPC/POPG/EggLissRhodPE ou (B) des LUV zwitterioniques POPC/EggLissRhodPE.  

(A) 

(B) 
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L’analyse de la distribution des tailles (effectuée à partir de deux images par condition) 

montre, pour le mélange MFL/LUV anioniques, une population hétérogène avec une moyenne 

à 436 nm et une distribution étendue jusqu’à 3000 nm (Figure 3.22 A). Cette large répartition 

est cohérente avec la formation d’assemblages lipidiques de type agrégats ou structures 

fusionnées. À l’inverse, la distribution de taille pour le mélange MFL/LUV zwitterioniques est 

beaucoup plus étroite, centrée autour de 225 nm (Figure 3.22 B). Cette valeur moyenne de 225 

nm reste légèrement supérieure à celle mesurée indépendamment pour les MFL seuls (180 nm), 

ce qui pourrait s’expliquer par des variations liées au lot de MFL utilisé dans cette expérience. 

Toutefois, une légère interaction non spécifique entre les MFL et les liposomes zwitterioniques 

ne peut être totalement exclue.  

  

Figure 3.22 : Les histogrammes de distribution de taille correspondants ont été établis à partir 

de deux images pour chaque condition : (A) pour le mélange avec les LUV anioniques et (B) 

pour celui avec les LUV zwitterioniques. 

En conclusion, ces observations par colocalisation confirment que les MFL conservent 

leur capacité à interagir efficacement avec des membranes anioniques, et que l’incorporation 

de nanoparticules magnétiques n’affecte pas l’interaction observée. Elles permettent également 

d’exclure toute interaction significative avec des membranes de nature zwitterionique, ce qui 

renforce la spécificité électrostatique du processus. 
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ii. Transfert de fluorescence des MFL avec les LUV accepteurs 

L’expérience de FRET illustrée Figure 3.23 repose sur le même principe que celle mise 

en œuvre avec les LUV cationiques sans NPM, mais cette fois appliquée aux MFL. En cas de 

fusion entre les MFL et les LUV accepteurs, les membranes contenant le fluorophore donneur 

TopFluorPE (λex= 495 nm, λem= 503 nm) entrent en contact étroit avec celles des LUV 

accepteurs marqués avec le fluorophore rouge Egg Liss Rhod PE (λex= 560 nm, λem= 583 nm). 

L’excitation du système à 488 nm, proche du maximum d’absorption du donneur, permet alors 

un transfert d’énergie de type FRET et la détection d’une émission à 590 nm.   

 

Figure 3.23 : Schéma de principe du FRET entre les MFL et les liposomes anioniques.  
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Les MFL ont d’abord été analysés seuls afin d’établir un profil d’intensité spectrale 

moyen (n = 150 vésicules), servant de référence pour les expériences de FRET. Les profils des 

LUV accepteurs, marqués avec l’Egg Liss Rhod PE et déjà caractérisés, ont été récupérés. Le 

spectre moyen des MFL présente un pic d’émission principal centré à 510 nm, correspondant 

au fluorophore donneur TopFluor PE, dont l’intensité est environ neuf fois supérieure à celle 

du second pic observé à 575 nm (Figure 3.24 A et B, courbes vertes). Ce second pic, bien que 

détectable, ne coïncide pas avec le maximum d’émission attendu du fluorophore rouge Egg Liss 

Rhod PE, situé à 590 nm. Par ailleurs, l’excitation à 488 nm induit une émission très faible de 

l’Egg Liss Rhod PE (Figure 3.24 A et B, courbes rouges), environ cinq fois plus faible que 

celle du TopFluor PE, ce qui confirme que le signal rouge observé dans les conditions témoins 

est négligeable. 

 

Figure 3.24 : (A) Profils d’intensité des MFL (vert), des LUV anioniques 

POPC/POPG/EggLissRhodPE (rouge) et du mélange MFL / LUV anioniques (orange). (B) 

Profils d’intensité des MFL (vert), des LUV zwitterioniques POPC/EggLissRhodPE (rouge) et 

du mélange MFL / LUV zwitterioniques (orange).  

Les MFL ont ensuite été incubés avec les LUV accepteurs pendant 1 heure en proportion 

équimolaire. Les profils d’intensité spectrale moyenne (n = 150 vésicules) obtenus pour les 

mélanges MFL/LUV anioniques et MFL/LUV zwitterioniques ont été comparés à ceux des 

contrôles. Dans le cas des LUV anioniques, un transfert d’énergie de type FRET est clairement 

mis en évidence, puisque l’intensité du pic d’émission du TopFluor PE à 510 nm diminue d’un 

facteur 1,5 (Figure 3.24 A, courbe orange) par rapport aux MFL seuls (Figure 3.24 A, courbe 

verte), alors que le pic d’émission à 590 nm du Egg Liss Rhod PE augmente d’un facteur 6 

 -

 5 000

 10 000

 15 000

 20 000

 25 000

 30 000

 35 000

488 588 688

In
te

n
si

té

Longueur d'onde (nm)

MFL - LUV anioniques

LUV anioniques

MFL

 -

 5 000

 10 000

 15 000

 20 000

 25 000

 30 000

 35 000

488 588 688

In
te

n
si

té

Longueur d'onde (nm)

MFL - LUV zwitterioniques

LUV zwitterioniques

MFL

(A) (B) 



Chapitre 3 : Étude de la fusion des liposomes fusogènes magnétiques sur système modèle 
 

 
  141 

(Figure 3.24 A, courbe orange) par rapport au contrôle LUV seuls (Figure 3.24 A, courbe 

rouge). Ces variations sont compatibles avec un rapprochement nanométrique des deux 

fluorophores, induit par un processus de fusion. Un phénomène similaire, bien que plus modéré, 

est observé dans le cas des LUV zwitterioniques. En effet, si l’intensité du pic du donneur à 510 

nm reste inchangée (Figure 3.24 B, courbe orange), le signal de l’Egg Liss Rhod PE à 590 nm 

augmente tout de même d’un facteur 2,7 (Figure 3.24 B, courbe orange) par rapport au témoin 

POPC seul (Figure 3.24 B, courbe rouge). Cette augmentation pourrait refléter un faible 

transfert d’énergie non spécifique ou une proximité transitoire entre les membranes, sans fusion 

effective, en accord avec les faibles coefficients de colocalisation observés par imagerie. 

L’efficacité du transfert d’énergie par FRET a été quantifiée et atteint une valeur de 0,76 

lorsque les MFL sont incubés avec les LUV anioniques (Figure 3.25, orange). Ce résultat 

contraste nettement avec une efficacité plus faible, de 0,46, observée lors de l’incubation des 

LUV cationiques sans nanoparticules magnétiques, réalisée selon la même méthodologie. Fait 

intéressant, une efficacité de 0,35 est également mesurée lors de l’incubation des MFL avec les 

LUV zwitterioniques (Figure 3.25, vert), supérieure à celle observée avec les LUV cationiques 

sans NPM (0,15). Ces différences suggèrent que la présence des nanoparticules magnétiques 

dans les MFL favorise un rapprochement plus étroit et/ou plus fréquent des membranes 

lipidiques, même avec des LUV zwitterioniques, comme le montrent les travaux de Lira et al.174 

ou François-Martin et al.175,  bien que l’interaction soit plus marquée avec les LUV anioniques. 

 

Figure 3.25 : Efficacité du FRET mesurée sur des mélanges de MFL avec des LUV anioniques 

(bleu) ou des LUV zwitterioniques (vert).  
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iii. Optimisation de la fusion entre MFL et LUV accepteurs 

Afin d’identifier les paramètres influençant la fusion entre les MFL et les LUV 

accepteurs anioniques, l’effet du temps d’incubation et du ratio molaire a été évalué. Dans un 

premier temps, les MFL ont été incubés avec les LUV anioniques à concentration équimolaire, 

pendant 1 heure ou 17 heures.  

Les profils d’intensité moyenne (n = 150 vésicules) révèlent un transfert de fluorescence 

significatif entre les deux populations, aussi bien après 1 heure (Figure 3.26 A, bleu) qu’après 

17 heures d’incubation (Figure 3.26 A, vert). Les valeurs d’efficacité FRET correspondantes 

(Figure 3.26 B) sont par ailleurs similaires, indiquant que la fusion atteint un plateau dès la 

première heure. Ces résultats suggèrent que la fusion membranaire entre MFL et LUV 

anioniques est un phénomène rapide, en accord avec les observations rapportées dans la 

littérature172,176, et qu’un temps d’incubation d’une heure est amplement suffisant pour obtenir 

une fusion optimale.  

 

Figure 3.26 : (A) Profils d’intensité moyenne, et (B) efficacité du FRET du mélange MFL / 

(LUV anioniques) avec un temps d’incubation de 1 h (bleu) ou 17 h (vert). 

L’effet de la variation du ratio MFL/LUV anioniques sur le phénomène de fusion a 

également été évalué en se basant sur le nombre de liposomes mesuré en NTA. Trois 

proportions de MFL/(LUV anioniques) ont été testées : 25/75, 50/50 et 75/25. L’analyse des 

profils d’intensité de fluorescence (n = 150 vésicules) montre que les conditions 50/50 et 75/25 

présentent des signatures spectrales similaires (Figure 3.27 A, vert et orange), avec des 
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efficacités de transfert d’énergie quasi équivalentes, respectivement de 0,25 et 0,23 (Figure 

3.27 B, vert et orange). En revanche, lorsque les LUV anioniques sont en excès (condition 

25/75), un transfert d’énergie beaucoup plus important est observé, comme en témoignent la 

forte diminution du signal du donneur (TopFluorPE) et l’augmentation marquée de l’émission 

du fluorophore rouge (EggLissRhodPE), conduisant à une efficacité de FRET élevée de 0,70 

(Figure 3.27 A et B, bleu). Ces résultats suggèrent que l’efficacité de fusion est fortement 

influencée par la proportion relative de chaque population, avec une fusion optimale lorsque les 

liposomes accepteurs sont en excès par rapport aux MFL. Cela indique qu’un excès de LUV 

anioniques est nécessaire pour saturer efficacement les sites de contact électrostatiques des 

MFL, très chargés positivement, et favoriser ainsi une interaction intermembranaire complète. 

       

Figure 3.27 : (A) Profils d’intensité de fluorescence moyenne et (B) Efficacité du FRET du 

mélange MFL / UV anioniques avec un rapport de 25:75 (orange), 50:50 (vert) et 75:25 (bleu). 

iv. Magnétophorèse 

L’expérience de FRET a permis de démontrer la fusion lipidique entre les deux 

populations de liposomes : les MFL et les LUV anioniques. Conformément à la définition 

rigoureuse présentée au chapitre 1, le terme fusion ne sera utilisé que pour désigner une 

interaction entraînant le mélange du contenu des vésicules, ce qui n’a pas été démontré ici. 

Toutefois, la preuve d’un mélange des bicouches lipidiques implique une étape de fusion 

partielle, justifiant d’examiner le devenir des nanoparticules magnétiques initialement 
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encapsulées dans les MFL. Afin d’évaluer si les liposomes résultant de cette interaction 

possèdent des propriétés magnétiques, une expérience de magnétophorèse a été réalisée. Un 

mélange équimolaire de MFL et de LUV anioniques a été déposé entre lame et lamelle, en 

présence d’un fil de nickel aimanté à l’aide d’un aimant permanent cylindrique (1 cm de 

longueur et 0,5 cm de diamètre). Ce dispositif permet de générer un gradient de champ 

magnétique dirigé vers l’extrémité du fil. 

Un contrôle préalable a été effectué pour s’assurer de l’absence d’auto-fluorescence du 

fil de nickel, garantissant que tout signal observé provient exclusivement des liposomes. Après 

introduction du mélange de liposomes, une migration rapide des vésicules vers la pointe du fil 

aimanté a été observée : en moins de 60 secondes, une accumulation locale de liposomes est 

visible sous forme d’un halo fluorescent autour de la pointe du fil aimanté (Figure 3.28). En 

effet, l’analyse des signaux montre un halo vert (Figure 3.28 A), correspondant au fluorophore 

TopFluorPE initialement présent dans les MFL, et un halo rouge (Figure 3.28 B), lié à la 

présence d’EggLissRhodPE, marqueur des LUV anioniques. La superposition des deux signaux 

dans la région d’accumulation (Figure 3.28 C) indique une colocalisation significative des deux 

types de lipides. Après 5 minutes, l’intégralité du fil de nickel est recouverte d’une fluorescence 

orange homogène, résultant de la superposition des signaux verts et rouges. 

                                        

 

 

 

Figure 3.28 : Images de microscopie confocale capturées à différents temps illustrant 

l’attraction magnétique des liposomes issus de la fusion des MFL avec les LUV anioniques.  
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Ces résultats démontrent clairement que les liposomes anioniques, initialement 

dépourvus de propriétés magnétiques, acquièrent un caractère magnétique suite à leur 

interaction avec les MFL. L’expérience de magnétophorèse constitue ainsi une preuve du 

transfert des nanoparticules magnétiques via un mécanisme de fusion lipidique entre MFL et 

LUV anioniques. 

4. Conclusion de l’étude de la fusion des MFL sur système modèle 

L’ensemble des résultats obtenus démontre que la formulation lipidique choisie est 

particulièrement adaptée pour induire la fusion membranaire. Comme attendu, la présence de 

fluorophores facilite ce processus, conformément à la littérature, où leur rôle dans la 

déstabilisation de la membrane est établi.160 En revanche, l’incorporation de lipides pégylés 

(PEG-PE), souvent décrits comme inhibiteurs de la fusion en raison de leur effet stérique177–179, 

ne présente ici aucun effet inhibiteur. Ce constat, encore peu documenté dans la littérature, qui 

s’intéresse principalement au PEG libre en solution180,181, constitue un apport original de notre 

étude. 

Par ailleurs, les résultats mettent en évidence le rôle clé de la composition lipidique dans 

le contrôle de la fusion membranaire. Cette étude valide à la fois la pertinence de la formulation 

développée et la robustesse des outils analytiques utilisés (DLS, ITC, microscopie confocale, 

FRET), qui constituent une plateforme fiable et complémentaire pour évaluer la survenue d’un 

processus de fusion. 

Dans ce contexte, les différentes approches mises en œuvre ont permis de démontrer 

que les liposomes magnétiques fusogènes (MFL) fusionnent efficacement avec des LUV 

accepteurs, en particulier de nature anionique. Cette fusion conduit au transfert des propriétés 

magnétiques, confirmé par magnétophorèse. L’ensemble des données expérimentales souligne 

le rôle central des interactions électrostatiques dans l’initiation et la stabilisation de la fusion 

lipidique. Enfin, la présence des nanoparticules magnétiques n’entrave pas le processus de 

fusion, ce qui permet d’envisager l’utilisation des MFL comme outil pour délivrer des NPM à 

des cellules.  
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5. Matériel et méthodes 

a. Matériel 

Tous les phospholipides dissous dans le chloroforme ont été achetés auprès de Avanti Polar 

Lipids, Inc., incluant le 1,2-dioleoyl-3-trimethylammonium-propane (chloride salt) (DOTAP), 

le 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine (DOPE), le 1-palmitoyl-2-(dipyrromethene 

boron difluoride) undécanoyl – sn – glycéro – 3 - phosphoéthanolamine (TopFluorPE), le 1,2-

dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-[methoxy(polyethylene glycol)-2000] 

(ammonium salt) (PEG(2000)-PE), 1-palmitoyl-2-oleoyl-glycero-3-phosphocholine (POPC), 

1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phospho-(1'-rac-glycerol) (sodium salt) (POPG), ainsi que 

le L-α-Phosphatidylethanolamine-N-(lissaminerhodamine B sulfonyl) (ammonium salt) (Egg 

Liss Rhod PE). L’eau utilisée pour toutes les étapes de préparation était de qualité Milli-Q, 

produite à l’aide d’un système de purification Direct-Q® 5 UV, avec une résistivité de 18,2 

MΩ·cm à 25 °C, correspondant à une conductivité de 0,06 µS/cm. 

b. Préparation des LUV cationiques, anioniques et zwitterioniques  

Les liposomes cationiques DOTAP/DOPE (50/50 mol%), DOTAP/DOPE/TopFluorPE 

(47,6/47,6/4,8 mol%), DOTAP/DOPE/PEGPE (47,6/47,6/4,8 mol%) et DOTAP/DOPE/ 

TopFluorPE/PEGPE (45,5/45,5/4,5/4,5 mol%) ainsi que les liposomes anioniques 

POPC/POPG (50/50 mol%) et POPC/POPG/EggLissRhodPE (49,5/49,5/1 mol%) et les 

liposomes zwitterioniques POPC (100 mol%) et POPC/EggLissRhodPE (99/1 mol%) ont été 

préparés par la méthode classique d’hydratation en couche mince suivie d’une extrusion 

séquentielle.43,168 Les lipides, préalablement dissous dans du chloroforme, ont été utilisés à des 

concentrations de 25 mg/mL pour le DOTAP et le PEG PE, de 10 mg/mL pour le DOPE, le 

POPC et le POPG, et de 1 mg/mL pour le TopFluorPE et l’EggLissRhodPE. Les volumes 

correspondants à chaque composition lipidique ont été ajoutés dans un ballon à fond rond de 

50 mL afin d’atteindre une quantité totale de 0,01 mmol de lipides, à l’exception des 

formulations POPC/POPG/EggLissRhodPE et POPC/EggLissRhodPE pour lesquelles cette 

quantité a été fixée à 0,001 mmol. Le solvant organique a été entièrement évaporé à l’aide d’un 

évaporateur rotatif BÜCHI R-210 sous une pression de 119 mbar à 30 °C pendant 30 minutes, 

jusqu’à obtention d’un film lipidique homogène. Celui-ci a été ensuite hydraté avec 1 mL d’eau 

Milli-Q sous agitation vigoureuse au vortex pendant 1 minute, produisant une suspension de 

vésicules multilamellaires (MLV) qui a ensuite été soumise à une extrusion mécanique à l’aide 

d’une mini-extrudeuse (Avanti Polar Lipids, Inc.) successivement à travers des filtres de 
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polycarbonate Whatman® Nuclepore™ Track-Etched de 0,4 µm et 0,2 µm, chaque étape étant 

répétée 11 fois pour garantir une distribution homogène de taille. 

c. Caractérisation des LUV cationiques, anioniques, zwitterioniques  

i. Diffusion dynamique de la lumière (DLS) 

Le diamètre hydrodynamique des LUV a été déterminé par diffusion dynamique de la 

lumière (DLS) à l’aide d’un instrument Zetasizer Ultra (Malvern Panalytical) opérant à 25 °C. 

Les mesures ont été réalisées en triplicat dans une cellule capillaire DTS1070, à un angle de 

détection de 173° et avec un indice de réfraction fixé à 1,45 pour les dispersions lipidiques. 

Avant chaque mesure, les échantillons ont été dilués cent fois dans de l’eau ultrapure de type 

Milli-Q, afin d’obtenir un volume de 1 mL de dispersion, avec un pH maintenu entre 6,5 et 7,5. 

En parallèle, le potentiel zêta de ces dispersions a été évalué selon la même procédure 

expérimentale, toujours à l’aide du Zetasizer Ultra, en exploitant la technique de mesure de la 

mobilité électrophorétique des particules. Les analyses ont été conduites en triplicata à 25 °C 

dans une cellule DTS1070, avec un taux de comptage inférieur à 100 kcps et une conductivité 

de l’ordre de 40 µS·cm⁻¹. Le potentiel zêta a ensuite été calculé à partir de la vitesse de 

migration électrophorétique des liposomes, par application du modèle de Smoluchowski. 

ii.  Analyse de suivi de nanoparticules (NTA) 

Les échantillons de liposomes ont été dilués dans de l’eau ultrapure jusqu’à atteindre 

une concentration approximative de 10⁸ particules par millilitre puis introduits à l’aide d’une 

seringue de 600 µL dans un instrument Nanosight NS300 (Malvern Panalytical) équipé d’un 

système de suivi individuel des particules en mouvement brownien. Le comptage a permis de 

déterminer le nombre de particules par millilitre pour chaque dispersion analysée 

iii. Microscopie confocale  

Les observations ont été réalisées à l’aide d’un microscope confocal Zeiss LSM 980, en 

configuration verticale, équipé d’un objectif à immersion dans l’huile 63× (NA = 1,4) et d’un 

détecteur GaAsP multicanal (32 canaux). Une goutte de chaque préparation de LUV considérée 

a été déposée entre lame et lamelle. Les images ont été acquises avec une excitation laser à 488 

nm pour les liposomes marqués au TopFluorPE et à 561 nm pour ceux contenant de l’Egg Liss 

Rhod PE. Le traitement des images a été réalisé à l’aide du logiciel ImageJ (version 1.53c, 

NIH). La détection et la mesure des liposomes ont été réalisées à l’aide d’un script personnalisé 

développé par Jean-François Giles (Institut de Biologie Paris-Seine, IBPS). Ce script applique 
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une soustraction de fond (rolling = 100), un filtrage médian (rayon = 1), un seuillage 

automatique selon la méthode de Li, puis une segmentation via la fonction “Find Maxima”, 

combinée à une transformation de Voronoï pour individualiser les agrégats. Les objets détectés 

ont été filtrés selon des critères morphologiques stricts : circularité ≥ 0,75, aire comprise entre 

0,00 et 10 µm², et diamètre de Ferret maximal ≤ 10 µm. Les mesures ont été extraites via le 

ROI Manager. Les données quantitatives de taille ainsi obtenues ont ensuite été exportées vers 

le logiciel Igor Pro (Wavemetrics) pour l’élaboration des histogrammes de distribution, 

permettant de comparer les différentes conditions expérimentales de manière statistiquement 

robuste. 

d. Titrage des liposomes cationiques suivie par diffusion dynamique de la 

lumière (DLS)  

Le diamètre hydrodynamique et le potentiel zêta ont été mesurés en triplicat à 25 °C à 

l’aide d’un Zetasizer ULTRA (Malvern Panalytical) équipé d’une cellule DTS1070. Les 

mesures ont été réalisées pour chaque condition après chaque ajout de titrant dans la solution 

titrée. Pour les expériences de titrage, des injections successives de liposomes accepteurs 

(LUVs anioniques ou zwitterioniques) ont été effectuées toutes les 10 minutes dans une 

suspension de LUVs cationiques ou de MFL. Les liposomes accepteurs étaient soit des LUVs 

POPC/POPG (50 :50 mol %, anioniques), soit des LUVs POPC (100 mol %, zwitterioniques). 

Étant donné que la concentration lipidique des MFL (9,5 µM) était significativement plus faible 

que celle des LUVs cationiques (0,5 mM), les concentrations des suspensions de LUVs 

accepteurs ont été ajustées en conséquence. Pour les MFL, les LUVs accepteurs ont été préparés 

à une concentration lipidique finale de 1,2 mM. Pour les LUVs cationiques, la concentration 

lipidique des LUVs accepteurs a été portée à 7 mM. Des injections successives de 8,6 µL de 

LUVs accepteurs ont été réalisées au début et à la fin de chaque titrage, correspondant à un 

rapport molaire accepteur/fuso de 0,1. Toutefois, en cas d’inversion du potentiel zêta 

(changement de signe de la charge superficielle), le volume d’injection a pu être réduit à 4,3 

µL, afin d’atteindre un rapport accepteur/fuso de 0,05, permettant une analyse plus fine des 

effets électrostatiques à seuil critique. 
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e. Titrage des liposomes cationiques suivie par calorimétrie   

Les expériences de calorimétrie de titration isotherme ont été réalisées à l’aide d’un 

calorimètre NanoITC (TA Instruments) thermostaté à 25 °C. La cellule de référence était 

remplie avec 1 mL d’eau Milli-Q, tandis que la cellule d’échantillon contenait 950 µL de LUV 

cationiques ou de MFL. Les liposomes accepteurs, soit des LUVs POPC (100 mol %), soit des 

LUV POPC/POPG (50:50 mol %), ont été injectés à l’aide d’une seringue de 250 µL. La 

concentration lipidique a été ajustée en fonction du système étudié. Pour le titrage des LUVs 

cationiques vides (DOTAP/DOPE, DOTAP/DOPE/TopFluorPE), la concentration dans la 

cellule était de 0,5 mM, et celle des LUVs accepteurs de 4 mM. Pour les formulations plus 

complexes (DOTAP/DOPE/PEGPE et DOTAP/DOPE/TopFluorPE/PEGPE), la concentration 

lipidique des LUVs accepteurs a été réduite à 1 mM. Les MFL ont été titrés à des concentrations 

plus faibles : 0,12 mM pour les titrages avec POPC/POPG (1,2 mM), et 0,105 mM pour les 

titrages avec POPC (1,05 mM). Chaque titration comprenait 25 injections de 10 µL, espacées 

de 5 minutes, avec une agitation constante de 300 tr/min. Une première injection de 5 µL a 

systématiquement été réalisée pour compenser les imprécisions liées au jeu mécanique du 

piston ; les données de cette première injection ont été exclues de l’analyse. L’analyse des 

données thermodynamiques a été réalisée à l’aide du logiciel NanoAnalysis (TA Instruments), 

avec ajustement du fond et intégration des pics de chaleur pour l’obtention des paramètres de 

liaison (ΔH, ΔS, n). 

f. Microscopie confocale des MFL avec les LUV accepteurs 

i. Colocalisation  

Les expériences de colocalisation ont été réalisées à l’aide d’un microscope confocal 

Zeiss LSM 980 monté en configuration verticale, équipé d’un objectif à immersion dans l’huile 

63x (NA 1,4) et d’un détecteur GaAsp à 32 canaux. Les MFL marqués avec TopFluor PE (λEx 

= 495 nm, λEm = 503 nm) ont été incubés avec les LUV accepteurs contenant Egg Liss Rhod 

PE (λEx = 560 nm, λEm = 583 nm) à des concentrations lipidiques équimolaires pendant 2 heures 

à température ambiante. Une goutte de la suspension a été déposée entre une lame et une 

lamelle. L’imagerie a été réalisée en mode acquisition séquentielle avec des excitations laser à 

488 nm (TopFluor) et 561 nm (Rhodamine). L’analyse des images a été effectuée avec le 

logiciel ImageJ (version 1.53c, NIH). Le coefficient de colocalisation de Pearson (PCC) a été 

calculé à l’aide du plugin JaCoP (Just Another Colocalization Plugin). Les distributions de taille 

ont été obtenues à partir des images confocales analysées via un script personnalisé développé 
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par Jean-François Giles (IBPS), intégré dans ImageJ. Ce script permet une détection 

automatique des objets via : une soustraction du fond (rolling = 100), un filtrage médian (rayon 

= 1), un seuillage selon la méthode de Li et une segmentation par “Find Maxima” combinée à 

une partition de Voronoï. Les objets ont ensuite été filtrés selon des critères morphologiques 

(circularité ≥ 0,75, aire ≤ 10 µm², Ferret maximal ≤ 10 µm). Les mesures ont été extraites via 

le ROI Manager. Les données de taille ainsi obtenues ont été exportées et traitées dans le logiciel 

Igor Pro pour générer les histogrammes de distribution de taille. 

ii. Transfert d’énergie par résonance de fluorescence (FRET) 

Les expériences de FRET ont été réalisées à l’aide d’un microscope confocal Zeiss LSM 

980 monté en configuration verticale, équipé d’un objectif 63x à immersion dans l’huile (NA 

1,4) et d’un détecteur GaAsp à 32 canaux. Les images ont été acquises en mode détection 

spectrale sur une fenêtre de 490 à 700 nm, après excitation laser à 488 nm (excitation du 

donneur). Deux types de spectres ont été enregistrés comme références : l’émission du donneur 

seul correspondant aux MFL contenant TopFluor PE, excité à 488 nm, et l’émission du 

fluorophore rouge (Egg Liss Rhod PE), excité à 488 nm, afin de visualiser le signal de fond du 

fluorophore rouge. Ensuite, l’évolution conjointe des intensités d’émission du donneur et du 

fluorophore rouge après mélange des liposomes (excitation à 488 nm) a été suivie pour évaluer 

l’activation du FRET. Les MFL (ou les LUV cationiques vides DOTAP/DOPE/ 

TopFluorPE/PEGPE) ont été incubés 1 heure à concentration équimolaire avec deux types de 

LUV accepteurs : zwitterioniques POPC/EggLissRhodPE (99/1 mol%), ou anioniques 

POPC/POPG/EggLissRhodPE (49,5/49,5/1 mol%). Les images ont été traitées avec le logiciel 

ImageJ pour extraire les profils de fluorescence d’intensité moyenne sur N = 150 vésicules par 

condition. L’efficacité du FRET a été calculée selon la formule suivante :  

Efficacité = (Aire du pic fluorophore rouge) / (Aire pic donneur + Aire pic fluorophore rouge) 

Pour explorer l’effet du temps d’incubation, des mesures ont également été effectuées 

après 1 h ou 17 h d’incubation à concentration équimolaire. L’effet du rapport en nombre 

d’objet MFL : LUV accepteur a été évalué à l’aide de trois mélanges préparés selon les 

proportions 25:75, 50:50 et 75:25. Le traitement des images a été le même pour chaque 

paramètre testé. 
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iii. Magnétophorèse 

Une cellule d’observation a été fabriquée en intercalant deux couches de parafilm entre 

une lame et une lamelle, formant ainsi une chambre. Un fil en métal de nickel a été inséré dans 

la cellule pour permettre l’application d’un champ magnétique localisé. Un aimant cylindrique 

(NdFeB, diamètre : 0,5 cm ; longueur : 1 cm) a été fixé à l’extrémité du fil, générant un gradient 

de champ magnétique au niveau de la zone d’observation. Un mélange à concentration 

équimolaire de liposomes fusogènes magnétiques et de LUV anioniques POPC/POPG (50/50 

mol%) a été préparé une heure avant l’observation afin d’assurer une interaction stable entre 

les deux populations. La réponse magnétique du mélange a été suivie en temps réel à l’aide 

d’un système de vidéo-microscopie couplé à un microscope confocal vertical Zeiss LSM 980, 

équipé d’un objectif 63x à immersion dans l’huile (NA 1,4) et d’un détecteur GaAsp à 32 

canaux. Les déplacements des liposomes sous l’effet du champ magnétique ont été enregistrés 

et analysés pour évaluer leur comportement sous gradient. 

 

 



 

 
152 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
  153 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Chapitre 4 : Étude de la fusion 

des liposomes magnétiques 

fusogènes avec des cellules 
 

 

 

 

 

 



Chapitre 4 : Étude de la fusion des liposomes magnétiques fusogènes avec des cellules 

 

 
154 

Dans le chapitre 3, nous avons démontré que les liposomes magnétiques cationiques 

fusionnent avec les liposomes anioniques, un système modèle simplifié de la cellule. À l’issue 

de la fusion, ces objets deviennent magnétiques. Cependant, nous n’avons aucune information 

concernant la localisation des NPM dans les liposomes après fusion. Ainsi, dans ce chapitre, 

l’objectif premier consistera à étudier la fusion des MFL avec des cellules et ensuite à essayer 

d’apporter une réponse à la question de la localisation des NPM après fusion.  

Les cellules qui ont été utilisées au cours de cette étude sont des cellules ovariennes de 

hamster (CHO-K1) et des cellules humaines cancéreuses de neuroblastome (SH-SY5Y). Les 

CHO-K1 sont des cellules qui ont été très utilisées au laboratoire PHENIX dans le contexte de 

l’étude de l’échappement endosomal des NPM17,135, ce qui en fait un point de comparaison 

intéressant. Les SH-SY5Y sont, quant à elles, des cellules tumorales, ce qui permettrait de 

comparer l’effet de la génération de chaleur induite par les NPM lors des expériences 

d’hyperthermie magnétique.   

Cette étude se faisant en milieu cellulaire, les LUV cationiques sans NPM et les MFL, 

ont été préparés dans un tampon HEPES (Acide 4-(2-hydroxyéthyl) pipérazine-1-

éthanesulfonique) dilué à 25 mM. Les MFL, obtenus dans l’HEPES, présentent une taille 

similaire à ceux préparés dans l’eau, mais leur potentiel zêta est inférieur (+20 mV). Les 

liposomes étant particulièrement sensibles aux variations de pH et d’osmolarité, l’utilisation 

d’un tampon physiologique (pH ~7,2–7,4) permet de maintenir un environnement stable, 

évitant ainsi les chocs osmotiques susceptibles d’altérer leur intégrité en milieu de culture 

cellulaire183 

L’interaction des MFL avec les cellules sera suivie par microscopie confocale, pour 

différentes concentrations lipidiques. Des tests de viabilité cellulaire permettront de déterminer 

si ces concentrations sont toxiques pour les cellules, étant donné que les lipides cationiques sont 

réputés pour être des lipides toxiques.184 La microscopie électronique sur les cellules apportera 

des renseignements sur le devenir des NPM après fusion lipidique et les expériences 

d’hyperthermie magnétique renseigneront sur leur capacité à tuer les cellules grâce à un 

échauffement local médié par les NPM libérées dans le cytosol. 
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La question s’est posée de savoir s’il était préférable d’utiliser la concentration lipidique 

ou la concentration en fer des MFL pour interpréter les résultats obtenus par les différentes 

techniques d’analyse. C’est finalement la concentration lipidique et non la concentration en fer 

qui a été choisie car d’une part, ce sont les lipides qui fusionnent avec la cellule et d’autre part, 

car ce sont aussi eux qui peuvent être responsables de la toxicité, notamment les lipides 

cationiques.184 Par ailleurs, d’autres liposomes ont été utilisés à titre de comparaison : des LUV 

cationiques ayant la même formulation lipidique que les MFL mais sans NPM et des liposomes 

magnétiques non fusogènes (LUM). Les trois systèmes ont été comparés sur la base de leurs 

concentrations lipidiques. 

Les concentrations lipidiques ont été mesurées par la méthode Rouser, la valeur 

moyenne mesurée sur 14 lots de MFL est de 0,70 ± 0,16 mM. Toutefois, cette méthode ne peut 

être utilisée pour chaque lot, car elle nécessite une quantité importante de MFL, au point de 

consommer presque intégralement l’échantillon, ce qui est incompatible avec les besoins des 

expériences cellulaires. Par conséquent, les concentrations lipidiques en MFL utilisées pour les 

expériences cellulaires ont été estimées à partir du volume de culot obtenu après la séparation 

magnétique. En supposant que ce culot conserve la concentration lipidique initiale, fixée à 

3 mM, on peut alors estimer la concentration finale après dilution dans le tampon HEPES. Par 

exemple, si l’on récupère un culot de 50 µL à 3 mM et qu’on le dilue dans 250 µL de tampon, 

la concentration lipidique estimée est alors de 0,6 mM. Les valeurs des concentrations 

lipidiques estimées sont en bon accord avec les valeurs mesurées par le dosage Rouser. 
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1. Stabilité des MFL dans le milieu de culture DMEM/F12 

Les cellules CHO-K1 et SH-SY5Y sont cultivées dans un milieu de culture DMEM/F12 

(Dulbecco's Modified Eagle Medium with F12 nutriments) supplémenté avec 10 % de HI FBS 

(Heat-Inactivated Fetal Bovine Serum) et 1% de Pen/Strep (Pénicilline/Streptomycine). La 

stabilité des MFL dans ce milieu supplémenté et non supplémenté a donc été déterminée. Pour 

ce faire, l’évolution du diamètre hydrodynamique des MFL dans le milieu non-supplémenté ou 

supplémenté a été mesurée toutes les 30 min par DLS sur une durée de 16 h.  

Les diamètres hydrodynamiques des MFL, dans le milieu non supplémenté, montrent 

qu’un unique pic est obtenu pour chaque mesure et que ces pics sont globalement centrés sur 

350 nm (Figure 4.1 A). En revanche, les profils d’intensité des diamètres hydrodynamiques des 

MFL dans le milieu supplémenté montrent trois pics globalement constants au cours du temps 

avec le premier pic vers 8 nm, le second pic vers 40 nm et le dernier pic vers 370 nm (Figure 

4.1 B). La présence de trois pics étant probablement induite par l’ajout des molécules HI FBS 

et Pénicilline/Streptomycine dans le milieu de culture DMEM/F12, avec pour le troisième pic 

vers 350-370 nm, une superposition de la taille des MFL et de certaines molécules présentes 

dans le milieu supplémenté, ce qui expliquerait l’élargissement du pic.   

  

Figure 4.1 : Diamètres hydrodynamiques des MFL mesurés toutes les 30 min pendant 15h30, 

soit (A) dans le milieu DMEM/F12 non supplémenté, soit (B) dans le milieu DMEM/F12 

supplémenté. 
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Dans le cadre du suivi de la stabilité colloïdale des MFL, la Figure 4.2 présente 

l’évolution du diamètre hydrodynamique associé au pic situé entre 350 et 370 nm, mesuré dans 

deux milieux de culture (supplémenté ou non) au cours du temps. Les graphiques correspondant 

aux MFL dans le milieu non supplémenté (Figure 4.2A) et supplémenté (Figure 4.2B) 

montrent une évolution globalement constante du diamètre hydrodynamique. Toutefois, dans 

le milieu non supplémenté, ce diamètre oscille légèrement entre 300 et 400 nm, tandis que dans 

le milieu supplémenté, les oscillations sont plus marquées et irrégulières, s’étendant de 310 à 

470 nm. Malgré cela, les barres d’incertitude, représentant l’écart-type sur trois mesures, 

indiquent que les variations ne sont pas statistiquement significatives, suggérant que les MFL 

restent globalement stables dans les deux milieux. Les fluctuations plus prononcées observées 

dans le milieu supplémenté peuvent s’expliquer par la présence de trois pics distincts dans la 

distribution de tailles. Seul le pic centré autour de 300 nm, correspondant aux MFL, a été pris 

en compte pour l’analyse. Toutefois, la présence simultanée d'autres populations dans le milieu 

oblige le logiciel à effectuer une décomposition complexe des signaux, ce qui peut réduire la 

précision des diamètres hydrodynamiques attribués aux MFL. Ainsi, les variations observées 

pourraient refléter les limites de l’analyse logicielle. 

 

Figure 4.2 : Évolution du diamètre hydrodynamique des MFL centré sur le pic vers 350-370 

nm, au cours du temps (16 h) (A) dans le milieu DMEM/F12 non supplémenté et (B) dans le 

milieu DMEM/F12 supplémenté.  
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2. Étude de la fusion entre les MFL et les cellules par microscopie confocale  

La microscopie confocale à fluorescence a été utilisée pour évaluer la fusion 

membranaire entre les liposomes fusogènes magnétiques et les cellules. Cette approche repose 

sur l'utilisation de lipides fluorescents (TopFluor PE), initialement intégrés à la bicouche 

lipidique des MFL. En l’absence de fluorescence native dans la membrane plasmique cellulaire, 

la détection d’un signal fluorescent au niveau de cette membrane peut apporter la preuve d’une 

fusion entre les MFL et les cellules. Plusieurs paramètres expérimentaux ont été testés afin 

d’identifier les conditions optimales de fusion : le délai avant observation, l’état cellulaire 

(cellules vivantes vs fixées), la durée d’incubation, la concentration lipidique des MFL, la 

température d’incubation, la nature des liposomes (MFL, liposomes fusogènes non 

magnétiques, LUM) ainsi que le type cellulaire utilisé. 

a. Mise au point des conditions d’observation des cellules  

i. Choix du délai avant observation  

L’objectif de cette expérience est de déterminer le moment optimal pour l’observation 

des cellules après leur incubation avec les MFL. En effet, il était envisagé qu’un délai de 24 

heures de repos post-incubation puisse favoriser la récupération cellulaire, notamment en raison 

du stress potentiel induit par les étapes de lavage. Cette période de repos permettrait aux cellules 

de restaurer leur intégrité avant l’analyse, une pratique couramment adoptée au laboratoire dans 

le cadre des observations en microscopie. Ainsi, les cellules CHO-K1 vivantes ont été incubées 

avec les MFL à une concentration lipidique estimée à 0,25 mM pendant 30 min. À la fin de 

l’incubation, les cellules ont été rincées. Puis, les noyaux ont été préalablement marqués en bleu 

à l’aide du Hoechst, et les cellules ont été observées soit une heure, soit 24 heures après le 

traitement.  

Les résultats montrent que les cellules non traitées, observées soit une heure, soit 24 

heures après incubation, présentent uniquement un marquage nucléaire bleu, confirmant 

l’absence de fluorescence au niveau de la membrane plasmique (Figure 4.3 A et B, CHO-K1). 

En revanche, chez les cellules traitées avec les MFL, l’observation réalisée une heure après 

l’incubation révèle une fluorescence verte localisée sous forme de spots périnucléaires, ainsi 

qu’un marquage net de la membrane plasmique (Figure 4.3 A, CHO-K1 MFL). Après 24 

heures, ce marquage membranaire disparaît, au profit d’une fluorescence intracellulaire plus 

diffuse, accompagnée de spots verts à fluorescence intense (Figure 4.3 B, CHO-K1 MFL). Les 

spots correspondent probablement aux MFL piégés dans les endosomes, ce qui expliquerait leur 
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Cellules vivantes 

observées 24h après 

l’incubation 

Cellules vivantes 

observées 1h après 

l’incubation 

signal fluorescent très intense et focalisé. La fluorescence observée au niveau de la membrane 

plasmique résulte soit d’une adsorption des MFL à la surface cellulaire, soit d’une fusion 

partielle avec la membrane. 

      

 

 

Figure 4.3 : Images de microscopie confocale à fluorescence des cellules CHO-K1 non traitées 

(CHO-K1) ou traitées avec les MFL (0,25 mM) pendant 30 min à 37 °C (CHO-K1/MFL). Les 

cellules ont été observées 1 h ou 24 h après l’incubation. Noyaux des cellules en bleu (Hoechst 

dye 33342). 

Ces observations suggèrent que la fluorescence membranaire est transitoire. À plus long 

terme, sa disparition pourrait être due à un processus d’endocytose des MFL ou à un 

renouvellement de la membrane plasmique. Il n’est toutefois pas possible de distinguer ces deux 

mécanismes sur la seule base des observations réalisées, car chacun peut conduire à une 

intensification du signal fluorescent endosomal, soit par accumulation des objets fluorescents 

dans les endosomes, soit par marquage des membranes endosomales. Par ailleurs, la 

fluorescence verte diffuse observée dans le cytoplasme après 24 heures suggère une possible 

libération intracellulaire des fluorophores, ou des lipides associés, à la suite de la dégradation 

des MFL dans les lysosomes. Ainsi, l’ensemble des résultats indique que le délai d’observation 

post-incubation joue un rôle déterminant dans la localisation du marquage fluorescent. Donc 

pour préserver la fluorescence membranaire, il serait intéressant de figer l’état cellulaire à un 

moment donné, la fixation immédiate des cellules après incubation apparaît comme la stratégie 

la plus appropriée.   

CHO-K1 CHO-K1 – MFL 
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Cellules fixées 

Observation 1 h 

ii. Observations sur cellules fixées  

D’après les résultats précédents, la solution envisageable serait de fixer les cellules. 

Cependant, afin de vérifier si la fixation cellulaire influence l’observation de la fluorescence de 

la membrane plasmique, les cellules CHO-K1 ont été incubées avec des MFL à une 

concentration lipidique estimée à 0,25 mM pendant 30 minutes à 37 °C. À l’issue de cette 

incubation, les noyaux ont été colorés au Hoechst, puis les cellules ont été immédiatement 

fixées avant d’être observées en microscopie confocale. Cette condition correspond 

approximativement à une observation effectuée une heure après l’incubation comme c’était le 

cas pour les cellules vivantes, à la différence près que la fixation permet d’immobiliser l’état de 

fluorescence au moment de l’observation. 

Chez les cellules non traitées, seuls les noyaux apparaissent en bleu, sans signal 

fluorescent détecté ni au niveau de la membrane plasmique ni dans les compartiments 

intracellulaires (Figure 4.4, CHO-K1). En revanche, dans les cellules fixées ayant été incubées 

avec les MFL, un marquage fluorescent au niveau de la membrane plasmique est observé, 

pouvant résulter soit d’une fusion partielle des bicouches lipidiques des MFL avec la membrane 

cellulaire, soit d’une simple adsorption des MFL à la surface de la cellule (Figure 4.4, CHO-

K1-MFL). On observe aussi des signaux verts sous forme de spots intracellulaires, 

correspondant vraisemblablement à des MFL localisés dans les endosomes, ainsi que des 

agrégats verts sur la surface de culture, en dehors des cellules. 

     

 

Figure 4.4 : Images de microscopie confocale de cellules non traitées (CHO-K1) ou traitées 

avec des MFL (CHO-K1-MFL) à une concentration lipidique estimée de 0,25 mM pendant 30 

min à 37 °C. Les cellules ont été fixées après incubation. Noyaux des cellules en bleu (Hoechst 

dye 33342). 

 

CHOK1 CHOK1-MFL 
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Ces résultats sont comparables à ceux obtenus sur cellules vivantes observées une heure 

après incubation, ce qui suggère que la fixation cellulaire n’altère pas l’observation de la 

fluorescence. Elle permet au contraire de figer l’état de marquage au moment de l’analyse, 

offrant ainsi une image stable et représentative du phénomène étudié. Par conséquent, toutes 

les expériences présentées dans la suite de ce travail seront réalisées sur des cellules fixées. 

De plus, la fixation des cellules sera bénéfique car une série d’expériences à venir 

prévoit de bloquer les processus d’endocytose, qui sont fortement dépendants de la température, 

en réalisant les incubations à 4 °C. Cependant, comme les observations avec le microscope 

utilisé ne peuvent être effectuées qu’à température ambiante, une possible réactivation des 

mécanismes d’endocytose compromettant l’interprétation des résultats pourrait être 

dommageable. Ainsi, compte tenu de ces contraintes et des résultats précédemment obtenus, le 

choix de fixer les cellules au paraformaldéhyde (PFA) avant l’observation est le plus adéquat. 

Cette fixation permet de préserver l’état des cellules tel qu’il était à la fin de l’incubation à 4 °C, 

tout en évitant une reprise de l’activité cellulaire susceptible de modifier la distribution des 

MFL. 

iii. Choix du temps d’incubation des MFL avec les cellules CHO-K1 

Dans l’expérience précédente, des cellules CHO-K1 ont été incubées à 37 °C avec des 

MFL à une concentration lipidique estimée à 0,25 mM pendant 30 minutes. Cette condition a 

permis d’observer un marquage net des membranes cellulaires, visible par une fluorescence 

verte délimitant clairement les contours des cellules (Figure 4.4, CHO-K1-MFL). Ces résultats 

suggèrent qu’un temps d’incubation de 30 minutes est suffisant pour permettre une interaction 

efficace des MFL avec la membrane plasmique des cellules CHO-K1. Ce constat fait écho aux 

résultats de FRET présentés au chapitre 3, qui ont montré que la fusion entre les MFL et des 

liposomes anioniques est un processus rapide, d’une durée inférieure à une heure. Sur cette 

base, cette durée d’incubation a été retenue pour l’ensemble des expériences présentées par la 

suite. 
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b. Fusion des cellules CHO-K1 avec les MFL   

i. Influence de la température et de la concentration lipidique 

Les expériences précédentes ont permis de déterminer les paramètres expérimentaux à 

utiliser pour observer les cellules au microscope, c’est-à-dire d’incuber les cellules pendant 30 

minutes et de fixer les cellules directement après l’incubation afin de figer la fluorescence. Ces 

conditions adoptées, les cellules ont été incubées avec les MFL en faisant varier la concentration 

lipidique en MFL (0,01 à 0,25 mM) et la température d’incubation (37 °C ou 4 °C). La variation 

des concentrations lipidiques a pour objectif de déterminer la condition optimale pour un 

transfert lipidique efficace entre les MFL et la membrane cellulaire. L’objectif d’abaisser la 

température d’incubation à 4 °C est de bloquer le processus d’endocytose. 

Par conséquent, les cellules ont été incubées avec les MFL pendant 30 min, à 37 °C et à 

4 °C, avec les concentrations lipidiques estimées suivantes : 0,01 ; 0,03 ; 0,05 ; 0,07 ; 0,1 ; 0,15 

et 0,25 mM. À la fin de l’incubation, les cellules ont été lavées, puis les noyaux ont été colorés 

avec du Hoechst et les cellules ont été fixées avant d’être observées au microscope confocal. 

Les contrôles négatifs réalisés sur les cellules CHO-K1 incubées à 37 °C et à 4 °C, en l’absence 

de MFL, montrent uniquement le marquage nucléaire en bleu, sans aucun signal fluorescent au 

niveau de la membrane plasmique, confirmant l’absence de fluorescence de fond.  

Concernant la variation de la température d’incubation, les résultats (Figure 4.5, 37 °C) 

montrent à 37 °C une fluorescence verte au niveau de la membrane plasmique correspondant 

aux MFL adsorbés ou fusionnés par la membrane plasmique. De nombreux spots verts 

intracellulaires sont également observés, correspondant vraisemblablement aux MFL 

internalisés et localisés dans des compartiments intracellulaires tels que les endosomes ou les 

lysosomes. En revanche, ces spots intracellulaires disparaissent totalement à 4 °C (Figure 4.5, 

4 °C), ce qui confirme qu’ils sont issus de l’endocytose et que ce processus est bloqué à basse 

température. La fluorescence au niveau de la membrane plasmique est, quant à elle, toujours 

visible à 4 °C, indiquant que l’interaction lipidique entre les MFL et la membrane cellulaire 

reste possible à cette température.  

Concernant la variation de la concentration lipidique en MFL, les résultats montrent une 

fluorescence verte de plus en plus marquée au niveau de la membrane plasmique (à 37 °C et 

4 °C), ainsi qu’au niveau des compartiments intracellulaires (à 37 °C uniquement). À 4 °C, où 

seule la fluorescence membranaire est observée, on note une évolution progressive de l’intensité 
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et de la définition du marquage en fonction de la concentration en MFL. À 0,01 mM, la 

fluorescence est détectée de manière diffuse au niveau de la membrane cellulaire, suggérant un 

début d’interaction (Figure 4.5, CHO-K1-MFL 0,01 mM) ; à 0,03 mM, le contour de la 

membrane commence à se dessiner, bien que de façon encore granuleuse (Figure 4.6, CHO-

K1-MFL 0,03 mM) ; à 0,05 mM, une délimitation plus nette apparaît, bien qu’elle conserve 

encore un aspect granuleux (Figure 4.5, CHO-K1-MFL 0,05 mM) ; à 0,07 mM, la membrane 

est visualisée sous forme d’un contour fluorescent continu (Figure 4.5, CHO-K1-MFL 0,07 

mM) ; et à 0,1 mM et 0,25 mM (Figure 4.5, CHO-K1-MFL 0,1 mM et 0,25 mM), le profil est 

similaire à celui obtenu à 0,07 mM, mais avec une intensité de fluorescence plus élevée. Cette 

tendance est également observée à 37 °C, à laquelle s’ajoute une intensification des signaux 

intracellulaires (spots), traduisant probablement une internalisation plus importante des MFL. 

Globalement, plus la concentration lipidique des MFL est élevée, plus l’intensité de la 

fluorescence augmente, à la fois au niveau de la membrane plasmique et des compartiments 

intracellulaires.  

     

      

      

Figure 4.5 : Images de microscopie confocale à fluorescence des cellules CHO-K1 ou des 

cellules CHO-K1 incubées à 37 °C (1ère ligne) ou à 4 °C (2ème ligne) avec les MFL aux 

concentrations lipidiques estimées suivantes : 0,01 mM, 0,03 mM, 0,05 mM, 0,07 mM, 0,1 mM, 

et 0,25 mM. Noyaux des cellules en bleu (Hoechst dye 33342). 

Le marquage fluorescent des membranes plasmiques à 37 °C devient clairement visible 

à partir de 0,03 mM. À 0,01 mM, bien qu’une fluorescence soit perceptible à l’oculaire du 

microscope, la sensibilité de la caméra ne permet pas de la visualiser sur les images enregistrées. 

Par ailleurs, à cette faible concentration (0,01 mM), les cellules conservent une morphologie 

allongée comparable à celle des cellules non traitées. En revanche, dès 0,03 mM, les cellules 
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apparaissent plus arrondies, ce qui pourrait refléter un début de toxicité des MFL. Ces 

observations devront toutefois être confirmées par des tests de viabilité cellulaire pour valider 

l’hypothèse d’un effet toxique lié à une concentration lipidique trop élevée. Le fin liseré 

fluorescent, bien défini, qui entoure les cellules suggère fortement une incorporation des lipides 

des MFL au sein de la membrane plasmique, plutôt qu’une simple adsorption en surface. Ce 

mode de distribution est cohérent avec de nombreuses études ayant démontré un transfert 

lipidique par fusion membranaire.105,160,161,172 Toutefois, la présence ponctuelle de zones de 

fluorescence plus intense à la périphérie cellulaire pourrait refléter des MFL résiduels, non 

fusionnés, encore en interaction transitoire avec la membrane. 

Par ailleurs, en comparant les morphologies cellulaires à 37 °C et à 4 °C, on observe que 

les cellules maintenues à 4 °C présentent une forme plus étalée et régulière, proche de leur 

aspect natif. À l’inverse, à 37 °C, les cellules semblent davantage rétractées et arrondies, 

suggérant un stress cellulaire ou une perturbation de l’organisation membranaire induite par 

l’interaction avec les MFL. Ces observations suggèrent que les cellules tolèrent mieux les MFL 

à 4 °C, malgré l’inhibition des processus biologiques actifs à cette température. Une explication 

possible vient du fait qu’en l’absence d’endocytose, les lipides cationiques cytotoxiques 

contenus dans les MFL ne pénètrent pas dans la cellule, ce qui limite leur impact nocif. 

ii. Comparaison avec d’autres formulations liposomales  

Dans cette expérience, l’objectif était de comparer l’interaction des cellules CHO-K1 

avec des MFL, à celle observée avec deux types de liposomes : des LUV cationiques fusogènes 

non magnétiques (DOTAP/DOPE/TopFluorPE/PEGPE), marqués par un fluorophore vert 

inséré dans leur bicouche lipidique, et des liposomes ultramagnétiques non fusogènes (LUM), 

marqués par un fluorophore rouge. Les cellules CHO-K1 ont été incubées à 37 °C pendant 30 

minutes avec les MFL, ou l’un ou l’autre de ces liposomes à une concentration lipidique de 

0,25 mM, déterminée par la méthode Rouser de dosage des lipides. À l’issue de l’incubation, 

les noyaux ont été colorés au Hoechst, puis les cellules ont été fixées et observées en 

microscopie confocale. 

L’image des cellules non traitées (Figure 4.6, CHO-K1), utilisée comme contrôle 

négatif, montre uniquement le signal bleu des noyaux. Aucune fluorescence membranaire n’est 

détectée, confirmant l’absence de marquage de fond. En revanche, les cellules incubées avec 

les liposomes cationiques fusogènes présentent une forte fluorescence verte localisée au niveau 

de la membrane plasmique (Figure 4.6, CHO-K1 – LUV). Ce marquage suggère une interaction 
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avec la membrane, similaire à celle observée précédemment avec les MFL (Figure 4.6, CHO-

K1 – MFL). Cependant, bien que la concentration lipidique et les conditions d’incubation soient 

identiques, les cellules semblent davantage impactées par les MFL : elles présentent une 

morphologie plus rétractée et arrondie (Figure 4.5, CHO-K1 – MFL 0,25 mM, 37 °C), 

comparées aux cellules traitées avec les liposomes cationiques sans nanoparticules magnétiques 

(Figure 4.6, CHO-K1 – LUV). Cette différence de morphologie pourrait traduire une toxicité 

accrue des MFL par rapport aux liposomes cationiques classiques.  

                        

    

 

Figure 4.6 : Images de microscopie confocale des cellules CHO-K1 non traitées (CHO-K1) ou 

traitées à 37 °C avec des LUV cationiques (CHO-K1 – LUV) ou des liposomes 

ultramagnétiques non fusogènes (LUM) (CHO-K1 – LUM) à une concentration lipidique de 

0,25 mM pendant 30 min. Noyaux des cellules en bleu (Hoechst dye 33342). 

À l’inverse, les cellules incubées avec les LUM (Figure 4.7, CHO-K1 – LUM) ne 

présentent quasiment aucun signal fluorescent, à l’exception de quelques rares spots rouges 

ponctuels, qui correspondent probablement à leur localisation dans des compartiments 

intracellulaires, tels que des endosomes. Ces résultats sont cohérents puisque ces liposomes, 

non fusogènes, ne sont pas censés s’intégrer à la membrane plasmique et sont normalement 

internalisés par endocytose.185 Leur comportement en fait un bon contrôle négatif pour évaluer 

la capacité de fusion membranaire. En effet, dans le cas d’une composition lipidique 

« classique » (DPPC/DSPC/DSPE-PEG/Rho) aucun transfert de fluorescence à la membrane 

plasmique n’est observé. Néanmoins, on aurait pu s’attendre à observer un plus grand nombre 

de LUM endocytés, puisque dans les travaux de Béalle et al.185, le nombre de spots rouges 

correspondant aux LUM internalisés dans les endosomes est plus conséquent, or ce sont les 

mêmes synthèses. La seule différence est que dans cet article, les observations sont effectuées 

1 heure après incubation, il est donc plus facile de localiser les LUM dans les lysosomes qui 

sont plus gros.  

CHO-K1  CHO-K1 – LUV  CHO-K1 – MFL  CHO-K1 – LUM  
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c. Fusion des cellules SH-SY5Y avec les MFL 

Un autre type cellulaire, les cellules SH-SY5Y (lignée de neuroblastome humain), a été 

étudié afin de comparer leur interaction avec les MFL, sur la base des résultats obtenus avec les 

cellules CHO-K1. Les cellules SH-SY5Y ont été incubées à 37 °C pendant 30 minutes avec des 

MFL à des concentrations lipidiques de 0,05, 0,15 et 0,25 mM. Ces valeurs ont été choisies en 

fonction des résultats obtenus avec les CHO-K1, en sélectionnant les concentrations à partir 

desquelles une fluorescence membranaire nette avait été observée. À l’issue de l’incubation, les 

cellules ont été lavées, les noyaux marqués au Hoechst, puis les cellules ont été fixées et 

observées en microscopie confocale. 

Comme attendu, l’image des cellules non traitées (Figure 4.7, SH-SY5Y) révèle 

uniquement le signal nucléaire bleu du Hoechst, sans fluorescence au niveau de la membrane 

plasmique, confirmant l’absence de signal de fond. À 0,05 mM (Figure 4.7, SH-SY5Y – MFL 

0,05 mM), quelques spots verts sont visibles dans le cytoplasme, accompagnés d’un marquage 

partiel de la membrane plasmique, indiquant un début d’interaction entre les MFL et les cellules 

SH-SY5Y. Lorsque la concentration en MFL est augmentée à 0,15 mM (Figure 4.7, SH-SY5Y 

– MFL 0,15 mM) puis à 0,25 mM (Figure 4.7, SH-SY5Y – MFL 0,25 mM), la fluorescence 

membranaire devient plus intense et homogène, suggérant une intégration lipidique plus 

marquée. 

  

Figure 4.7 : Images de microscopie à fluorescence des cellules SH-SY5Y non traitées (SH-

SY5Y) ou traitées à 37 °C avec les MFL aux concentrations lipidiques estimées suivantes 0,05 

mM (SH-SY5Y MFL 0,05 mM), 0,15 mM (SH-SY5Y MFL 0,15 mM), 0,25 mM (SH-SY5Y 

MFL 0,25 mM). Noyaux des cellules en bleu (Hoechst dye 33342). 

 

SH-SY5Y 
SH-SY5Y MFL 

0,05 mM 

SH-SY5Y MFL 

0,15 mM 

SH-SY5Y MFL 

0,25 mM 
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Ces observations, comparables à celles effectuées avec les cellules CHO-K1, confirment 

la capacité des MFL à fusionner efficacement avec la membrane plasmique de cellules d’origine 

différente. Bien que seules deux lignées cellulaires aient été testées, ces résultats suggèrent que 

le potentiel de fusion membranaire des MFL ne serait pas strictement spécifique à un type 

cellulaire particulier. 

d. Conclusion sur les études de fusion par microscopie confocale  

L’ensemble des observations réalisées en microscopie confocale à fluorescence a permis 

de démontrer que les MFL fusionnent avec les membranes plasmatiques des cellules CHO-K1 

et SH-SY5Y. Les résultats montrent qu’une augmentation de la concentration lipidique des 

MFL entraîne une intensification du signal fluorescent au niveau de la membrane plasmique, 

ainsi que l’apparition de spots intracellulaires compatibles avec une internalisation par 

endocytose (probablement dans des compartiments de type endosomes ou lysosomes). 

L’incubation à 4 °C, qui inhibe le processus d’endocytose, a permis de confirmer que 

l’interaction des MFL avec la membrane plasmique reste possible même à basse température. 

Par ailleurs, cela confirme également qu’une partie des MFL est internalisée par endocytose 

lorsque ce processus n’est pas bloqué. 

Malgré ces observations prometteuses, certaines limites doivent être soulignées. Un 

effet cytotoxique a été observé ; les cellules incubées à 37 °C présentent rapidement des 

altérations morphologiques (forme arrondie, rétractée) pouvant refléter une toxicité liée aux 

MFL ou un stress membranaire induit par leur interaction. Enfin, si le marquage fluorescent fin 

et net observé au niveau de la membrane suggère un phénomène de fusion lipidique, d’autres 

mécanismes tels que l’adsorption ou l’agrégation des MFL à la surface cellulaire ne peuvent 

être totalement exclus. Des approches complémentaires, telles que des expériences de FRET ou 

des analyses de colocalisation membranaire, seraient nécessaires pour confirmer la nature 

exacte de ces interactions. 
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3. Mesure de la toxicité des MFL  

Les observations en microscopie confocale ont montré que les cellules CHO-K1 

incubées à 37 °C avec les MFL présentent rapidement des altérations morphologiques, telles 

qu’un aspect arrondi et rétracté. Afin d’évaluer l’impact de ces interactions sur la viabilité 

cellulaire, un test Alamar Blue a été réalisé à différentes concentrations lipidiques et pour 

plusieurs temps d’incubation. Le test Alamar Blue repose sur la réduction d’un colorant, la 

resurine, composé bleu et non fluorescent, en résorufine, de couleur rose et fluorescente, par les 

enzymes des cellules vivantes et métaboliquement actives. Ainsi, seules les cellules viables sont 

capables de convertir la résazurine, générant un signal fluorescent mesurable. À l’inverse, les 

cellules mortes ou inactives ne réduisent pas le colorant, ce qui se traduit par un signal faible 

ou inexistant.186 

Les cellules CHO-K1 ont été incubées avec des concentrations de MFL comprises entre 

0,01 mM et 0,1 mM, pendant 30 minutes, 1 heure, 6 heures et 24 heures. Pour chaque condition, 

un contrôle positif (cellules CHO-K1 non traitées, considérées comme saines) et un contrôle 

négatif (cellules CHO-K1 lysées, considérées comme mortes) ont été réalisés en triplicat. Les 

résultats résumés dans le Tableau 4.1 montrent que, pour chaque temps d’incubation, les 

valeurs de fluorescence des cellules non traitées sont comparables entre elles, de même que 

celles des cellules lysées. Par ailleurs, la fluorescence mesurée pour les cellules mortes est 

équivalente à celle du milieu de culture sans cellules, confirmant qu’il s’agit de l’intensité 

basale non induite par les cellules. Ces observations valident la fiabilité du test Alamar Blue 

pour détecter une perte complète d’activité métabolique et confirment l’intégrité des cellules 

non traitées ainsi que la mort effective des cellules lysées utilisées comme contrôle négatif. 

Temps d’incubation 30 min 1 h 6 h 24 h 

Fluorescence des 

cellules saines 

3,4×10+7 ± 

1,3×10+6 

3,4×10+7 ± 

3,3×10+6 

3,6×10+7 ± 

2,9×10+6 

4,1×10+7 ± 

4,8×10+6 

Fluorescence des 

cellules mortes 

5,4×10+6 ± 

5,6×10+4 

5,2×10+6± 

1,2×10+5 

5,2×10+6± 

3,7×10+4 

5,0×10+6 ± 

1,1×10+5 

Fluorescence du milieu 

de culture 
5,35×10+6± 2,4×10+5 

Tableau 4.1 : Intensités de fluorescence des cellules saines et mortes pour les temps 

d’incubation de 30 min, 1 h, 6 h et 24 h après ajout d’Alamar Blue, ainsi que du milieu de 

culture. 
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Les résultats du test de viabilité cellulaire montrent que, pour une concentration 

lipidique en MFL de 0,01 mM, la viabilité des cellules CHO-K1 reste élevée, indiquant une 

absence de cytotoxicité significative : 82 % à 30 minutes, 93 % à 1 heure, 92 % à 6 heures et 

81 % à 24 heures (Figure 4.8, CHO-K1 MFL 0,01 mM). Ces valeurs, proches de celles du 

contrôle sain, suggèrent que cette concentration est bien tolérée, même après une exposition 

prolongée. En revanche, à partir de 0,03 mM, une diminution progressive de la viabilité est 

observée : 60 % à 30 minutes, 77 % à 1 heure, 57 % à 6 heures, puis une chute importante à 

25 % à 24 heures (Figure 4.8, CHO-K1 MFL 0,03 mM). Cette évolution traduit une 

cytotoxicité modérée à marquée, dépendante du temps d’exposition. L’effet toxique devient 

particulièrement prononcé à partir de 0,05 mM, avec des taux de viabilité réduits à 45 % à 30 

minutes, 63 % à 1 heure, 34 % à 6 heures, et seulement 6 % à 24 heures (Figure 4.8, CHO-K1 

MFL 0,05 mM). À 0,07 mM et 0,1 mM, la cytotoxicité est comparable à celle observée à 0,05 

mM : 59 %, 57 %, 41 % et 10 % pour 0,07 mM ; et 46 %, 47 %, 33 % et 4 % pour 0,1 mM, 

respectivement à 30 min, 1 h, 6 h et 24 h (Figure 4.8, CHO-K1 MFL 0,07 mM et 0,1 mM). 

 

Figure 4.8 : Test de viabilité par la méthode Alamar Blue des cellules CHO-K1 incubées avec 

les MFL à différentes concentrations lipidiques estimées (0,01 mM, 0,03 mM, 0,05 mM, 0,07 

mM, 0,1 mM) et à des temps d’incubation différents (30 min, 1 h, 6 h, 24 h). Analyse statistique 

réalisée à l'aide du test de Student (* : p < 0,05, ** : p < 0,01, *** : p < 0,001). 

Il est important de souligner que les lots de MFL utilisés pour les tests à 0,05 mM, 0,07 

mM et 0,1 mM ne provenaient pas d’un même lot de synthèse. Les concentrations lipidiques 

ayant été estimées indépendamment pour chaque lot, de légères erreurs de quantification 

peuvent expliquer la similarité des effets cytotoxiques observés entre ces concentrations, alors 

qu’une toxicité croissante aurait été attendue.  
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Globalement, ces résultats mettent en évidence une toxicité des MFL dépendante à la 

fois de la dose et du temps d’exposition. La concentration de 0,01 mM ne présente aucun effet 

délétère, même après 24 heures. À partir de 0,03 mM, une mortalité cellulaire notable est 

observée, en particulier au-delà de 6 heures. Pour des concentrations ≥ 0,05 mM, une mortalité 

cellulaire importante est induite, y compris pour les plus courts temps d’incubation. Ces 

données corroborent les observations obtenues par microscopie confocale, qui montraient dès 

0,03 mM un changement morphologique des cellules, traduisant un stress ou un effet 

cytotoxique précoce. 
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4. Etude de la fusion des MFL avec des cellules par microscopie électronique 

à transmission   

À la suite des observations en microscopie confocale ayant mis en évidence la fusion 

des MFL avec les membranes cellulaires, une question essentielle reste en suspens : que 

deviennent les nanoparticules magnétiques ? Demeurent-elles à la surface cellulaire, sont-elles 

insérées dans la membrane plasmique ou bien internalisées dans le cytosol ? Grâce à leur 

contraste électronique, les NPM peuvent être localisées très précisément dans la cellule par 

MET.  

Afin de répondre à ces interrogations, une analyse structurale des cellules a été menée 

pour localiser les NPM après incubation. Les cellules ont été fixées, incluses dans une résine 

puis découpées en sections ultrafines et déposées ensuite sur des grilles en cuivre. Les coupes 

ont été contrastées à l’acétate d’uranyle et au citrate de plomb avant l’observation au 

microscope électronique à transmission. La préparation des coupes cellulaires et les 

observations ont été réalisées par Mickael Trichet sur la plateforme de microscopie électronique 

de l’Institut de Biologie Paris Seine (IBPS) de Sorbonne Université.  

Plusieurs conditions expérimentales ont été réalisées dans l’idée de comparer des 

liposomes fusogènes magnétiques avec des liposomes non fusogènes magnétiques et avec des 

nanoparticules magnétiques. Compte tenu des résultats de microscopie confocale montrant, à 

4 °C, un marquage fluorescent vert localisé à la membrane plasmique, les incubations 

cellulaires ont été réalisées à cette température. Le but étant de bloquer les mécanismes 

d’endocytose, afin de limiter au maximum l’accès au cytosol des nanoparticules magnétiques. 

Cette condition expérimentale permet ainsi de privilégier l'observation d’éventuels événements 

de fusion directe entre la membrane des liposomes et celle des cellules, tout en réduisant les 

artefacts liés à l’endocytose. 

a. Observation des cellules incubées avec des MFL, des LUM et des NPM 

Les cellules CHO-K1 ont été incubées à 4 °C pendant 30 minutes avec trois formulations 

distinctes : des liposomes fusogènes magnétiques (MFL), des liposomes ultramagnétiques non 

fusogènes (LUM), ou des nanoparticules de maghémite citratée (NPM). Les MFL et LUM ont 

été utilisés à une concentration lipidique de 0,15 mM, correspondant respectivement à des 

concentrations en fer de 0,4 mM pour les MFL et 48,6 mM pour les LUM. Les NPM ont été 

ajoutées à une concentration en fer équivalente à celle des MFL, soit 0,4 mM. Bien que cette 



Chapitre 4 : Étude de la fusion des liposomes magnétiques fusogènes avec des cellules 

 

 
172 

concentration lipidique de 0,15 mM ait montré une certaine cytotoxicité à 37 °C dans les tests 

de viabilité, elle a été choisie ici en raison du signal fluorescent intense observé en microscopie 

confocale, suggérant un nombre élevé d’événements d’interaction et potentiellement une 

internalisation accrue des nanoparticules dans le cytosol. Par ailleurs, d’après les résultats de 

microscopie confocale à 4 °C, les MFL ne semblent pas induire les mêmes effets cytotoxiques 

qu’à 37 °C, ce qui rend cette condition expérimentale pertinente pour évaluer spécifiquement 

les phénomènes d’interaction membrane-liposome sans interférence majeure liée à la viabilité 

cellulaire. 

Les images obtenues par microscopie électronique en transmission des cellules CHO-

K1 non traitées révèlent, en vue large, la présence du noyau et du cytoplasme, sans aucune trace 

de nanoparticules magnétiques (Figure 4.9 A, gauche). Un agrandissement permet d’observer 

les différents organites cellulaires (Figure 4.9 A, milieu et droite). En revanche, les images 

TEM des cellules incubées avec les MFL montrent, en vue large, de nombreux objets fortement 

contrastés localisés autour des cellules, au niveau de la membrane plasmique (Figure 4.9 B, 

gauche). À plus fort grossissement, ces structures sont identifiables comme étant des MFL ou 

des NPM. Des NPM sont également observées à l’intérieur du cytoplasme (Figure 4.9 B, 

milieu). Un zoom sur ces particules cytoplasmiques révèle l’absence de membrane les entourant 

(Figure 4.9 B, droite), ce qui suggère que certaines NPM ont été directement libérées dans le 

cytosol suite à une fusion des MFL avec la membrane plasmique. Cette observation contraste 

nettement avec les cellules non traitées, qui ne présentent aucune NPM, et met en évidence la 

capacité des MFL à s’associer à la membrane plasmique et à transférer en partie de leur contenu 

directement dans le cytoplasme.  

   

   

Figure 4.9 : Images TEM (A) de cellules CHO-K1 non traitées, ou incubées avec (B) des MLF.  
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Concernant les cellules incubées avec les LUM ou avec les NPM libres, les vues larges 

ne montrent pas de présence notable de NPM à proximité ou à la surface des cellules (Figure 

4.10 A et B, gauche). Les zooms intermédiaires ne révèlent pas non plus de NPM associées à 

la membrane plasmique (Figure 4.10 A et B, milieu), ce qui contraste clairement avec la 

condition MFL (Figure 4.9 B, milieu). Toutefois, des NPM sont observées dans le cytoplasme, 

mais à la différence de la condition MFL, elles sont toutes localisées à l’intérieur d’endosomes 

(Figure 4.10 A et B, droite), indiquant une entrée par endocytose. Le nombre d’endosomes 

contenant des NPM reste néanmoins faible, ce qui est cohérent avec les conditions 

expérimentales à 4 °C, température à laquelle l’endocytose est largement inhibée. L’observation 

des quelques endosomes peut s’expliquer par les limitations pratiques à maintenir 

rigoureusement la température à 4 °C tout au long de la manipulation des cellules (incubation, 

lavages, etc.), ce qui peut laisser place à une endocytose résiduelle. Fait intéressant, toutes les 

NPM observées dans les cellules après incubation avec les LUM sont dans des endosomes 

(Figure 4.10 A, droite). Ces résultats confirment que ni les LUM, incapables de fusionner 

directement avec la membrane plasmique, ni les NPM libres, incapables de traverser la 

membrane plasmique par simple diffusion, ne permettent une libération directe des NPM dans 

le cytosol. 

   

   

Figure 4.10 : Images TEM des cellules CHO-K1 incubées avec (A) des LUM ou (B) des NPM. 

b. Evènements observés dans les cellules incubées avec les MFL 

Lorsque les cellules sont incubées avec les MFL, plusieurs types d’événements sont 

observés à la surface et à l’intérieur des cellules, illustrant la complexité des interactions entre 

les MFL et la membrane plasmique. Ces observations permettent de distinguer différentes 
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situations : (i) Des nanoparticules sphériques fortement contrastées localisées au niveau de la 

membrane plasmique, suggérant une simple adsorption des MFL à la surface cellulaire (Figure 

4.11 A) ; (ii) Des liposomes dont la membrane paraît altérée ou partiellement continue avec 

celle de la cellule, ce qui pourrait suggérer un processus de fusion lipidique, bien que cela ne 

soit pas clairement identifiable sur l’image (Figure 4.11 B) ; (iii) Des NPM clairement 

localisées dans des endosomes, traduisant une internalisation résiduelle par endocytose, bien 

que cette voie soit en principe inhibée à 4 °C (Figure 4.11 C) ; (iv) Des NPM libres dans le 

cytoplasme, non entourées de membrane, ce qui soutient l’hypothèse d’un relargage direct après 

fusion des MFL avec la membrane plasmique (Figure 4.11 D) ; (v) Des NPM entourées d’une 

structure membranaire peu définie, rendant difficile la distinction entre une localisation dans un 

endosome ou une présence libre dans le cytoplasme. Il pourrait s’agir d’une membrane 

endosomale partiellement dégradée ou d’un artefact de coupe (Figure 4.11 E). L’ensemble de 

ces observations confirme que les MFL peuvent non seulement interagir étroitement avec la 

membrane plasmique, mais également permettre le transfert de leur contenu vers le cytosol via 

des mécanismes de fusion directe. 

  

  

Figure 4.11 : Images de TEM des évènements se produisant lorsque que les cellules sont 

incubées avec les MFL à 4°C pendant 30 min : (A) des nanoparticules et MFL adsorbés ; (B) 

des liposomes dont la membrane paraît altérée ou partiellement continue avec celle de la cellule, 

ce qui pourrait suggérer un processus de fusion lipidique ; (C) des NPM localisées dans des 

endosomes ; (D) des NPM libres dans le cytoplasme, non entourées de membrane ; (E) Des 

NPM entourées d’une structure membranaire peu définie.  
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Afin de mieux évaluer si les nanoparticules de maghémite observées dans le cytosol sont 

libres ou confinées dans des structures membranaires, les images D et E de la Figure 4.11, 

issues de la MET, ont été analysées à l’aide du logiciel ImageJ. Ce logiciel permet non 

seulement de renforcer les contrastes, mais aussi d’appliquer des LUT (Look-Up Tables), un 

outil en imagerie qui permet de représenter l’intensité des pixels à l’aide d’échelles de couleurs 

artificielles, telles que l’inversion des contrastes ou l’application de la palette FIRE 

(Fluorescence Intensity Rendering Enhancement). Dans notre cas, la palette FIRE transforme 

les niveaux de gris en un dégradé de couleurs, ce qui améliore la visualisation des variations 

d’intensité. L’utilisation de ces transformations, accentuation/inversion du contraste, ou palette 

FIRE, facilite la détection de structures bien définies et peut aider à identifier d’éventuelles 

délimitations membranaires autour des nanoparticules. L’analyse des images D et E de la 

Figure 4.11, qui correspondent respectivement à des NPM supposées libres dans le cytosol et 

à des NPM potentiellement entourées par une membrane (compartiments d’endocytose), a été 

affinée en utilisant cette palette. Les images transformées (Figure 4.12) confirment les 

hypothèses formulées : sur les images du haut, les NPM apparaissent comme des amas diffus 

sans délimitation claire, suggérant leur présence libre dans le cytosol à la suite de la fusion des 

MFL. En revanche, les images du bas mettent en évidence une structure périphérique plus 

marquée autour des NPM, compatible avec une enveloppe membranaire, probablement de type 

endosomal.  

  

   

Figure 4.12 : Clichés de MET des cellules incubées avec les MFL (0,15 mM, 30 min, 4 °C), 

dont le contraste a été renforcé (gauche), inversé (milieu) ou modifié par l’application de la 

palette FIRE (droite).   
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c. Conclusion de l’étude menée en microscopie électronique à transmission 

L’analyse par microscopie électronique en transmission des cellules incubées avec les 

MFL met en évidence une diversité d’événements traduisant des interactions complexes entre 

les liposomes et la membrane plasmique. Contrairement aux conditions contrôles (cellules non 

traitées, LUM, ou NPM libres), les cellules exposées aux MFL présentent non seulement une 

accumulation marquée de particules à la surface cellulaire, mais également des signes de fusion 

potentielle et de libération intracellulaire de NPM. La présence de NPM libres dans le cytosol, 

non entourées de membrane, constitue un indice solide en faveur d’un mécanisme de fusion 

directe entre les liposomes et la membrane plasmique, permettant le relargage de leur contenu 

dans le cytosol.  

Ainsi, ces résultats soutiennent l’hypothèse selon laquelle les MFL sont capables 

d’interagir directement avec la membrane plasmique des cellules et de délivrer leur contenu via 

un mécanisme de fusion lipidique, même dans des conditions où l’endocytose est inhibée. Ce 

phénomène semble spécifique aux MFL ; les autres conditions ne montrent que très peu 

d’internalisation, essentiellement confinée dans des endosomes. Cependant, une limite 

importante de cette analyse réside dans l’interprétation des images TEM, qui dépendent 

fortement de la coupe effectuée. Certaines observations ambiguës (ex. : particules à la frontière 

cellulaire ou faiblement délimitées) peuvent être biaisées par des artefacts liés à la préparation 

des échantillons.  

De plus, il existe une autre limite importante, c’est que toutes les observations ont été 

réalisées à 4 °C, température choisie volontairement afin de bloquer l’endocytose et d’isoler les 

phénomènes de fusion lipidique. Cette décision ayant été motivée dans l’idée de minimiser les 

processus d’internalisation active et par un manque de temps pour mener l’expérience en 

parallèle à 37 °C, présente néanmoins une contrepartie car l’abaissement de la température a 

probablement un impact sur la dynamique membranaire globale, ce qui peut ralentir la survenue 

de fusions lipidiques.  

Ainsi, bien que des résultats positifs aient été obtenus en microscopie confocale à 4 °C 

(suggérant un marquage membranaire), la capacité des MFL à induire une fusion dans des 

conditions physiologiques reste à confirmer. Dans le cadre d’expériences futures, cette étude 

sera répétée à 37 °C, condition physiologique où les mécanismes de fusion sont plus actifs, mais 

où l’endocytose est également présente.  
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5. Hyperthermie magnétique sur cellules après fusion avec les MFL 

Les expériences de microscopie électronique à transmission (MET) ayant mis en 

évidence la présence de nanoparticules magnétiques libres dans le cytosol à la suite de 

l’interaction entre les MFL et les cellules, il apparaît pertinent d’évaluer l’effet d’un traitement 

par hyperthermie magnétique sur ces cellules. Pour rappel, le confinement subcellulaire des 

NPM limite leur capacité de chauffage, en raison de l’augmentation des interactions dipolaires 

magnétiques entre particules, liées à leur proximité, ce qui perturbe la relaxation de Néel.138,141 

Leur libération dans le cytoplasme pourrait ainsi permettre de préserver leurs propriétés 

magnétiques. Les tests d’hyperthermie magnétique permettraient alors d’évaluer leur efficacité 

en tant qu’outils thérapeutiques à visée intracellulaire. 

Cette approche repose sur l’application d’un champ magnétique alternatif (CMA), 

induisant un échauffement localisé des NPM au sein des cellules, susceptible de générer un 

stress cellulaire détectable, voire d’induire la mort cellulaire.  

a. Mise au point de l’expérience d’hyperthermie magnétique 

i. Contexte de l’expérience 

Comme le souligne clairement Vilas et al.187 dans leur revue, les protocoles classiques 

d’hyperthermie magnétique consistent en une exposition continue des cellules à un champ 

magnétique alternatif pendant 30 minutes à une heure, entraînant un échauffement global des 

nanoparticules magnétiques. Cette élévation thermique peut provoquer des dommages 

structuraux importants au sein des cellules, menant majoritairement à une mort cellulaire par 

nécrose. 

Dans notre approche, un protocole original a été mis en place afin d’induire une 

hyperthermie modérée, localisée et contrôlée. Les cellules ont été maintenues à une température 

constante de 37 °C à l’aide d’un système de régulation thermique par bain-marie, associé à une 

sonde de température garantissant un suivi précis des conditions macroscopiques. 

Contrairement aux expositions continues décrites dans la littérature, un mode fractionné a été 

adopté, reposant sur des cycles successifs (10, 20 ou 40) d’exposition au CMA. Chaque cycle, 

d’une durée de 15 minutes, est suivi d’une pause de 5 minutes. 
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Ce protocole permet de maintenir une température globale stable, tout en favorisant des 

élévations thermiques localisées au niveau intracellulaire. Ces micro-élévations, bien que non 

détectables par la sonde thermique, peuvent suffire à induire un stress cellulaire localisé, 

susceptible d’activer des mécanismes de mort cellulaire tels que l’apoptose ou la nécrose. L’un 

des principaux avantages de cette approche réside dans la spatialisation de l’effet : si une mort 

cellulaire est induite, elle demeure circonscrite aux zones ciblées. 

Pour évaluer l’impact de l’exposition au CMA sur la viabilité cellulaire, un test post-

traitement à l’Alamar Blue a été réalisé. Ce test permet de mesurer l’activité métabolique 

résiduelle des cellules, offrant ainsi une estimation indirecte du taux de mortalité induite par 

l’hyperthermie. 

ii. Choix de la fréquence et de l’intensité du champ magnétique 

La fréquence et l’intensité du champ magnétique alternatif sont des paramètres clés dans 

les protocoles d’hyperthermie magnétique. Au laboratoire, des essais sont actuellement menés 

sur des cellules exposées à des nanoparticules magnétiques fonctionnalisées avec des peptides 

éponges à protons, permettant l’échappement endosomal des nanoparticules après 

internalisation, et ces tests utilisent une fréquence fixée à 488 kHz. Il est toutefois essentiel de 

limiter tout échauffement non spécifique du milieu environnant, c’est-à-dire non lié à l’action 

des NPM. À cet effet, un seuil de sécurité, connu sous le nom de critère de Brezovich, est 

souvent pris en compte : il stipule que le produit de l’intensité du champ magnétique (H) par sa 

fréquence (f) doit rester inférieur à 4,85 ×10⁸ A·m⁻¹·s⁻¹.17,187,188 Dans notre étude, l’objectif est 

de sélectionner une intensité de champ à 488 kHz suffisamment élevée pour être efficace, mais 

qui ne provoque pas de hausse de température du milieu de culture supérieure à 1 °C, que ce 

seuil de sécurité soit strictement respecté ou non. 

À cette fin, le milieu de culture DMEM/F12 supplémenté, utilisé pour la culture des 

cellules CHO-K1 et SH-SY5Y, a été thermostaté à 37 °C dans une enceinte connectée à un 

bain-marie, puis placé au centre de la bobine électromagnétique. Quatre cycles de 15 minutes 

de champ magnétique alternatif, entrecoupés de 5 minutes de pause, ont été appliqués à une 

fréquence fixe de 488 kHz, avec des intensités successives de 200, 150, 100 et 50 Gauss.  

 



Chapitre 4 : Étude de la fusion des liposomes magnétiques fusogènes avec des cellules 

 

 
  179 

Les résultats présentés en Figure 4.13 montrent une élévation de température 

dépendante de l’intensité du champ : 1,3 °C à 200 G, 0,3 °C à 150 G, 0,2 °C à 100 G, et aucune 

élévation à 50 G. Sur cette base, l’intensité de 150 G a été retenue comme condition optimale, 

car elle représente la valeur la plus élevée du champ n’induisant qu’une élévation thermique 

minimale. Cependant, le calcul du critère de Brezovich avec cette intensité donne : 

H × f = 11 936,6 A·m⁻¹ × 488 400 Hz = 5,83 × 10⁹ A·m⁻¹·s⁻¹, ce qui dépasse largement le seuil 

de sécurité classiquement établi à 4,85 × 10⁸ A·m⁻¹·s⁻¹. Néanmoins, aucun échauffement 

significatif du milieu n’ayant été observé expérimentalement, cette intensité est jugée 

acceptable pour les conditions de test retenues. De plus, des études récentes proposent de 

réévaluer les limites de sécurité du critère de Brezovich, en montrant que des valeurs plus 

élevées de H × f peuvent être tolérées in vivo sans effets indésirables significatifs, à condition 

d’un contrôle thermique strict.189 

 

Figure 4.13 : Suivie de l’évolution de la température (bleu) du milieu de culture thermostaté à 

37 °C, durant 4 cycles de CMA d’une durée de 15 min consécutifs avec 5 min de pause entre 

chaque cycle avec une fréquence de 488 kHz et des intensités respectives de 200 G, 150 G, 100 

G et 50 G (noir). 
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iii. Pourvoir chauffant des NPM dans les conditions expérimentales 

Avant de débuter les tests d’hyperthermie sur des cellules, nous avons vérifié la capacité 

des nanoparticules magnétiques utilisées pour la synthèse des MFL à générer une élévation de 

température significative dans nos conditions expérimentales (488 kHz, 150 G). Pour cela, une 

dispersion de NPM dans le milieu de culture DMEM/F12 supplémenté, à une concentration en 

fer de 150 mM, a été soumise à un champ magnétique alternatif selon le protocole zigzag 

proposé initialement par Ruta et al.190.  

Le protocole zigzag est une méthode expérimentale développée pour améliorer la 

précision et la reproductibilité des mesures de SLP (Specific Loss Power) de nanoparticules 

magnétiques.190 Ce protocole consiste à enchaîner plusieurs cycles successifs de chauffage et 

de refroidissement d’une suspension de nanoparticules soumise à un champ magnétique 

alternatif. Concrètement, la température de l’échantillon est augmentée de manière contrôlée 

jusqu’à environ +3 °C au-dessus de la température initiale, puis on laisse le système redescendre 

naturellement d’environ −2 °C par rapport à la température maximale atteinte. Ce cycle de 

montée et de descente est répété généralement dix fois, ce qui donne une courbe de température 

en dents de scie, d’où le nom de « zigzag » (Figure 4.14).  

 

Figure 4.14 : Protocole zigzag appliqué au NPM de maghémite citraté. 
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Les données ont été analysées à l’aide du modèle Box-Lucas (BL), permettant de 

prendre en compte les pertes thermiques, inévitables du fait de l’absence de calorifugeage de la 

bobine utilisée. En appliquant ce modèle sur chaque montée en température des cycles du 

protocole zigzag (Figure 4.14), il est possible d’extraire la vitesse initiale de chauffe pour 

chaque cycle. Cette dérivée permet ensuite de calculer une valeur de SLP (Specific Loss Power) 

individuelle pour chaque montée, selon la formule standard prenant en compte la capacité 

calorifique et la masse de fer. En répétant ce processus sur l’ensemble des cycles, on obtient 

une série de valeurs de SLP que l’on peut tracer en fonction du numéro de cycle. Ce graphique 

(Figure 4.15), montre que les valeurs de SLP restent globalement stables, oscillant entre 

environ 32 et 45 W/g, ce qui signifie que le système reste thermiquement stable et que les 

nanoparticules conservent leur efficacité de dissipation thermique au fil des cycles. À partir de 

ces dix expériences, la moyenne des valeurs de SLP a été calculée à 36,5 ± 4,6 W/g,  ce qui 

reflète une puissance de dissipation thermique constante des nanoparticules dans les conditions 

expérimentales définies et est en accord avec les valeurs de la littérature.191 

 

Figure 4.15 : Valeurs des SLP avec la méthode BL sur la courbe complète. 

Avec 10 cycles, on obtient 10 valeurs de SLP, l’intérêt majeur de ce protocole réside 

donc dans la possibilité d’obtenir plusieurs mesures dans des conditions strictement identiques, 

ce qui permet de calculer rapidement une moyenne et une incertitude sur le SLP, tout en limitant 

les erreurs liées aux instruments de mesure ou aux variations environnementales. De plus, les 

faibles variations de température imposées par le protocole (+3 °C en chauffage et −2 °C en 

refroidissement) respectent les recommandations récentes de la littérature, notamment celles de 

Wells et al.192, car elles permettent d’éviter les surchauffes tout en assurant une meilleure 

stabilité thermique et une sécurité expérimentale accrue. 
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b. Hyperthermie magnétique sur les cellules CHO-K1 

i. CHO-K1 incubées avec des MFL, des LUM et des LUV cationiques 

Les conditions de l’expérience étant déterminées et la possibilité de chauffage des NPM 

étant confirmée, les tests d’hyperthermie ont pu commencer. Les cellules CHO-K1 ont été 

incubées pendant 30 minutes à 37 °C avec des MFL, des LUV cationiques fusogènes ou des 

LUM, à une concentration lipidique de 0,25 mM. Cette concentration a été choisie pour les 

premières expériences car elle correspondait à celle utilisée en microscopie confocale où la 

fluorescence était la plus intense. Par ailleurs, les tests de viabilité n’avaient pas encore été 

réalisés au moment de ces expériences. Deux boîtes de Pétri comportant chacune quatre puits 

ont été ensemencées avec les cellules. Les puits 1 de chaque boîte ont servi de contrôle avec les 

CHO-K1 non traités, les puits 2 contiennent les CHO-K1 avec des MFL, les puits 3 les CHO-

K1 avec des LUV cationiques sans NPM et les puits 4 les CHO-K1 avec des LUM. L’une des 

boîtes a été placée dans l’incubateur à 37 °C en condition de 5 % de CO2 et l’autre boîte dans 

une enceinte thermostatée à 37 °C, intégrée dans une bobine d’induction électromagnétique. Un 

champ magnétique alternatif a été appliqué à la boîte dans l’enceinte, de manière fractionnée, 

selon une séquence de 20 cycles ON/OFF : chaque cycle comprenait 15 minutes d’activation 

du champ (ON, à 488 kHz et 150 Gauss), suivies de 5 minutes de repos sans champ (OFF). La 

température du milieu cellulaire a été surveillée en continu à l’aide d’une sonde thermique 

insérée dans le puits 2. 

Le profil du CMA (courbe bleue) ainsi que l’évolution de la température mesurée dans 

le milieu de culture (courbe noire) sont illustrés sur la Figure 4.16. Lors de chaque activation 

du CMA, une élévation thermique de l’ordre de 0,5 °C est observée, suivie d’un refroidissement 

d’environ 0,4-0,5 °C durant les phases OFF. La température globale du milieu passe ainsi 

progressivement de ~36,5 °C à environ 37,2 °C au terme des 20 cycles. Cette élévation 

thermique est attribuée à l’accumulation de chaleur générée par les courants de Foucault (eddy 

currents) dans le milieu salin de culture, bien que la température globale reste contrôlée grâce 

au système thermostaté.193 
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Figure 4.16 : Température (noir) du milieu de culture des cellules incubées avec les MFL au 

cours des 20 cycles de champ magnétique alternatif (bleu). 

À l’issue des 20 cycles d’exposition au champ magnétique alternatif, la viabilité 

cellulaire a été évaluée pour chacune des conditions expérimentales, comme présenté en Figure 

4.17. Toutefois, une limitation majeure du protocole réside toujours dans le fait qu’un seul puits 

a été utilisé par condition, ce qui empêche toute estimation de l’incertitude expérimentale et ne 

permet pas la réalisation d’analyses statistiques robustes. Ce choix est en partie imposé par les 

dimensions de la bobine électromagnétique, paramètre sur lequel une cellule a été conçue pour 

accueillir uniquement des boîtes de Pétri d’un diamètre de 35 mm, limitant ainsi 

l’expérimentation à des boîtes compartimentées avec un maximum de quatre conditions. Afin 

d’augmenter la fiabilité des mesures, la fluorescence du test Alamar Blue a toutefois été 

mesurée en triplicat pour chaque puits. 

La condition témoin, constituée de cellules non traitées et non exposées au CMA, a été 

utilisée comme référence (100 % de viabilité). Fait notable, les cellules non traitées mais 

soumises au CMA présentent une viabilité significativement augmentée, atteignant 128 %, ce 

qui suggère un effet potentiellement stimulant du CMA sur la prolifération cellulaire. Dans une 

seconde condition, les cellules ont été incubées avec des MFL. Dans ce cas, la viabilité 

cellulaire chute fortement à 51 % en l'absence de CMA et à 52 % en sa présence, indiquant une 

cytotoxicité intrinsèque marquée des MFL. Ce résultat est cohérent avec les tests de cytotoxicité 

précédemment réalisés, où la toxicité est probablement liée à leur nature cationique.184 

L’application du champ magnétique n’aggrave pas cette toxicité, ce qui suggère que l’effet 

délétère est principalement attribuable aux liposomes eux-mêmes. Une troisième condition 

expérimentale a évalué l’impact des LUV cationiques, la viabilité cellulaire s’établit à 71 % 

-5

15

35

55

75

95

115

135

155

34.5

35

35.5

36

36.5

37

37.5

0 5000 10000 15000 20000 25000

C
h

a
m

p
 m

a
g

n
ét

iq
u

e 
(G

)

T
em

p
ér

a
tu

re
 (

°C
)

Temps (s)



Chapitre 4 : Étude de la fusion des liposomes magnétiques fusogènes avec des cellules 

 

 
184 

sans CMA et à 79 % avec CMA, confirmant la toxicité partielle de ces liposomes cationiques, 

et l’absence d’effet nocif supplémentaire induit par le CMA. Enfin, les cellules incubées avec 

les LUM présentent une viabilité élevée : 92 % sans CMA et 89 % avec CMA. Ces résultats 

suggèrent que ni les LUM ni l’exposition au champ magnétique n’induisent de cytotoxicité 

significative, ce qui en fait un contrôle négatif pertinent pour l’évaluation des effets 

membranaires et de l’hyperthermie magnétique.  

Dans l’ensemble, ces données montrent que dans les conditions expérimentales 

appliquées (37 °C, 20 cycles ON/OFF, 488 kHz, 150 G), le CMA seul ne génère pas une 

hyperthermie suffisante pour affecter la viabilité cellulaire. L’effet cytotoxique observé est 

principalement attribué à la présence de lipides cationiques entrant dans la formulation des LUV 

et des MFL.  

 

Figure 4.17 : Viabilité des cellules non traitées ou traitées avec des MFL, des LUV cationiques 

ou des LUM, sans ou avec application d’un champ magnétique alternatif.  

ii. CHO-K1 incubées avec les MFL à différentes concentrations lipidiques et en 

augmentant le nombre de cycles de CMA 

Dans le cadre d’études menées au laboratoire sur l’échappement endosomal à l’aide de 

peptides éponges à protons, des expériences d’hyperthermie magnétique ont été réalisées. Dans 

ces travaux, le nombre de cycles d’exposition au champ magnétique alternatif a été modulé (10, 

15, 20 et 40 cycles), et il a été observé que la mortalité cellulaire augmentait avec le nombre de 

cycles, atteignant un plateau à 40 cycles. Dans la continuité de ces études, il nous a donc semblé 

pertinent d’explorer plus en profondeur l’effet cumulatif de l’exposition au CMA, cette fois 

dans le contexte d’une incubation des cellules CHO-K1 avec des MFL. 
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Dans cette optique, le protocole a été ajusté afin de doubler le nombre de cycles 

d’activation, passant de 20 à 40. En effet, les expériences précédentes menées avec 20 cycles 

de CMA n’ont montré aucune mortalité cellulaire significative attribuable à l’hyperthermie 

magnétique. Par ailleurs, pour cette nouvelle expérience, les cellules ont été incubées avec des 

MFL à différentes concentrations lipidiques. Des concentrations plus faibles que celles utilisées 

précédemment ont été testées, dans le but de réduire la toxicité directe, tout en conservant une 

quantité suffisante de MFL. L’hypothèse sous-jacente est qu’une concentration lipidique élevée 

augmente la probabilité d’un nombre important de NPM présentes dans le cytosol des cellules. 

Ainsi, au cours de cette expérience, les cellules CHO-K1 ont été incubées pendant 30 

minutes à 37 °C avec des MFL à des concentrations lipidiques estimées à 0,05 mM, 0,15 mM 

et 0,25 mM. Pour chaque condition, deux boîtes de Pétri compartimentées (4 compartiments 

chacune) ont été préparées en parallèle : l’une a été placée dans un incubateur standard (37 °C, 

5 % de CO₂), servant de contrôle, tandis que l’autre a été placée dans une cellule thermostatée 

intégrée à une bobine électromagnétique. L’exposition des cellules au CMA s’est déroulée sur 

deux jours consécutifs, à raison de 20 cycles par jour. Chaque cycle comportant 15 minutes 

d’exposition au champ magnétique (phase ON), suivies de 5 minutes de repos (phase OFF). Les 

paramètres du champ appliqué sont les suivants : fréquence de 488 kHz et intensité de 150 G. 

La température a été surveillée en continu à l’aide d’une sonde insérée dans le puits contenant 

les cellules et les MFL. Les mesures ont confirmé une régulation thermique efficace, avec une 

température maintenue à 37 °C ± 1 °C pendant toute la durée de l’expérimentation. De légères 

élévations (~0,5 °C) ont été observées pendant les phases ON, mais elles étaient compensées 

par des baisses équivalentes durant les phases OFF. La température maximale enregistrée n’a 

jamais excédé 37,4 °C. 

La viabilité cellulaire a été évaluée à l’issue des 40 cycles à l’aide du test Alamar Blue. 

Il convient toutefois de noter que, comme précédemment, ces mesures ont été réalisées sur un 

seul puits par condition. Par conséquent, les valeurs obtenues doivent être interprétées avec 

prudence, car l’absence de répliquas augmente le risque d’erreur expérimentale et limite la 

robustesse statistique des conclusions.  
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Les résultats, présentés en Figure 4.18, montrent une diminution progressive de la 

viabilité cellulaire avec l’augmentation de la concentration lipidique et ce indépendamment de 

l’exposition au CMA. Chez les cellules non traitées par les MFL, une légère cytotoxicité liée 

au CMA a été observée : la viabilité passe ainsi de 100 % (sans CMA) à 82 % (avec CMA). Ce 

résultat suggère que l’exposition à un grand nombre de cycles pourrait induire un effet délétère, 

potentiellement en lien avec un stress mécanique ou des perturbations électromagnétiques 

mineures. Chez les cellules incubées avec 0,05 mM de MFL, la viabilité diminue de 77 % (sans 

CMA) à 51 % (avec CMA). Cette diminution importante, bien que survenant en l’absence 

d’élévation thermique globale, pourrait être attribuée à un effet direct du champ magnétique, 

comme celui observé dans les cellules non traitées. La différence de mortalité induite par le 

CMA entre ces deux conditions (18 % pour les cellules sans MFL, contre 26 % pour celles avec 

0,05 mM de MFL), bien que modeste et peut être due à une variabilité expérimentale, mais 

pourrait également refléter un début de mortalité par hyperthermie magnétique localisée. À des 

concentrations lipidiques plus élevées (0,15 mM et 0,25 mM), la viabilité cellulaire chute de 

manière drastique. À 0,15 mM, la viabilité passe à 44 % sans CMA et 46 % avec CMA ; et à 

0,25 mM, elle atteint 8 % sans CMA et 9 % avec CMA. Ces résultats indiquent qu’à ces niveaux 

de concentration, la toxicité intrinsèque des MFL est suffisante pour induire une mort cellulaire 

massive, masquant ainsi tout effet additionnel potentiel du CMA. 

 

Figure 4.18 : Viabilité des cellules non traitées ou traitées avec des MFL de différentes 

concentrations (0,05 mM, 0,15 mM et 0,25 mM), sans ou avec application d’un champ 

magnétique alternatif.  
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Ces observations montrent que l’augmentation du nombre de cycles de CMA a bien un 

impact sur la viabilité cellulaire, mais que cet effet ne semble pas spécifiquement lié à un 

mécanisme d’hyperthermie magnétique. En effet, la cytotoxicité observée, que les cellules 

soient ou non exposées au champ magnétique, semble être principalement induite par les MFL 

eux-mêmes. À noter que les valeurs de viabilité obtenues dans cette série d’expériences sont 

légèrement supérieures à celles observées lors de précédents tests de toxicité effectués après 30 

minutes d’incubation (par exemple, une viabilité de 45 % à 0,05 mM). Cette différence pourrait 

s’expliquer par des variations entre les lots, de MFL ou de cellules, utilisés, ou encore par une 

surestimation de la concentration lipidique réelle des MFL. 

Enfin, l’absence d’effet additif du CMA à forte concentration pourrait refléter une 

saturation du mécanisme toxique, au-delà duquel l’exposition magnétique ne peut plus aggraver 

l’effet cytotoxique déjà maximal induit par les MFL. Il convient toutefois de souligner que ces 

tests nécessiteraient d’être reproduits afin de confirmer les tendances observées. 

Malheureusement, le manque de temps n’a pas permis la réalisation de répétitions 

expérimentales, ce qui constitue une limite importante de cette étude. 

c. Hyperthermie sur les cellules SH-SY5Y 

L’application d’un champ magnétique alternatif dans le but d’induire une hyperthermie 

magnétique a également été testée sur les cellules tumorales SH-SY5Y. Contrairement aux 

cellules CHO-K1 utilisées lors des expériences précédentes, qui sont des cellules saines, les 

cellules SH-SY5Y sont issues d’une lignée cancéreuse neuroblastique humaine. Cette 

différence physiologique pourrait influencer leur sensibilité à l’hyperthermie. Sur la base de 

cette hypothèse, il a donc semblé pertinent de tester les propriétés d’hyperthermie magnétique 

des MFL sur les cellules SH-SY5Y. 

Le protocole expérimental appliqué aux cellules SH-SY5Y est resté quasiment identique 

à celui utilisé pour les cellules CHO-K1, à deux exceptions près. La première concerne les 

concentrations lipidiques des MFL utilisées pour l’incubation des cellules : 0,03 mM, 0,05 mM 

et 0,07 mM. Ces concentrations ont été choisies en se basant sur les résultats obtenus lors des 

expériences de microscopie confocale obtenues avec les SH-SY5Y, où, pour rappel, une 

fluorescence membranaire est observable à partir de 0,05 mM. La seconde différence majeure 

du protocole concerne la mise en place de tripliquas pour chaque condition expérimentale. En 

tout, six boîtes de Pétri ont été utilisées, réparties en deux groupes : trois boîtes non exposées 
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au CMA, servant de contrôle, et trois boîtes soumises à l’exposition magnétique. Chaque boîte 

était compartimentée en quatre puits : le puits 1 contenait des cellules non traitées, tandis que 

les puits 2, 3 et 4 accueillaient respectivement des cellules incubées avec des MFL à 0,03 mM, 

0,05 mM et 0,07 mM. L’exposition au CMA a été réalisée sur deux jours consécutifs, à raison 

de 20 cycles par jour, soit un total de 40 cycles. Chaque cycle comportait 15 minutes 

d’exposition à un champ magnétique alternatif (fréquence : 488 kHz ; intensité : 150 G), suivies 

de 5 minutes de repos. Les trois boîtes soumises au CMA ont été empilées les unes sur les autres 

dans la cellule thermostatée intégrée à la bobine électromagnétique. La température a été 

contrôlée en continu, maintenue autour de 37 °C, avec des élévations modérées (~0,5 °C) durant 

les phases ON et des baisses équivalentes (~0,4 °C) pendant les phases OFF. 

L’analyse de la viabilité cellulaire (Figure 4.19) révèle que les cellules SH-SY5Y non 

traitées conservent une viabilité de 100 % en l’absence de CMA, et même légèrement 

supérieure (108 %) après exposition au champ magnétique. Concernant les cellules incubées 

avec les MFL, les résultats indiquent une viabilité avec des valeurs significativement identiques, 

puisque pour une concentration de 0,03 mM, la viabilité est de 91 % (sans CMA) et 100 % (avec 

CMA) ; pour 0,05 mM, elle est de 84 % et 91 % ; et pour 0,07 mM, de 95 % et 98 %. Ces 

résultats montrent qu’aucun effet cytotoxique significatif n’est induit, que ce soit par les MFL 

seuls ou par leur combinaison avec une exposition au champ magnétique alternatif. Par 

conséquent, aucun effet d’hyperthermie magnétique susceptible d’altérer la viabilité de ces 

cellules cancéreuses n’a été mis en évidence dans ces conditions. 

 
Figure 4.19 : Viabilité des cellules SH-SY5Y non traitées ou traitées avec des MFL de 

différentes concentrations (0,05 mM, 0,15 mM et 0,25 mM), sans ou avec application d’un 

champ magnétique alternatif.  
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d. Conclusion et perspectives des résultats d’hyperthermie magnétique  

Les expériences menées sur les cellules CHO-K1 (non tumorales) et SH-SY5Y 

(tumorales) ont permis d’initier l’étude de l’efficacité des liposomes magnétiques fusogènes 

dans l’induction d’une hyperthermie locale sous l’effet d’un champ magnétique alternatif. Le 

protocole adopté, basé sur des cycles fractionnés d’exposition (15 minutes de phase ON suivies 

de 5 minutes de phase OFF), avait pour objectif de provoquer un échauffement local induit par 

les nanoparticules magnétiques, conduisant à une mort cellulaire ciblée. Les résultats obtenus 

indiquent qu’aucune cytotoxicité significative n’a été observée dans la majorité des conditions 

testées, que ce soit en fonction du nombre de cycles (20 ou 40) ou de la concentration lipidique 

des MFL. Une exception possible est observée pour les cellules CHO-K1 exposées à 40 cycles, 

où une tendance à la diminution de la viabilité cellulaire pourrait suggérer un début d’effet 

hyperthermique. En revanche, cette tendance n’est pas retrouvée pour les cellules SH-SY5Y ni 

avec l’augmentation de la concentration lipidique. Ces données suggèrent que l’effet 

hyperthermique attendu n’a pas été globalement atteint dans les conditions expérimentales 

mises en œuvre. Plusieurs hypothèses peuvent expliquer cette absence d’effet : une 

concentration trop faible de NPM dans les cellules, une production de chaleur insuffisante, ou 

encore une dissipation thermique trop localisée pour entraîner un effet létal mesurable à 

l’échelle cellulaire. 

Cependant, ces travaux sur l’hyperthermie magnétique locale sont encore à un stade 

exploratoire, et plusieurs pistes d’optimisation méritent d’être approfondies. Tout d’abord, 

l’incertitude persistante sur la concentration lipidique réelle des MFL constitue une limitation 

importante à l’interprétation des seuils d’efficacité et de toxicité. Par ailleurs, les premières 

expériences menées sur les cellules CHO-K1 présentaient une faiblesse statistique, puisque les 

conditions n'étaient testées que sur un seul puits, empêchant toute analyse statistique robuste. 

Ce point a été corrigé lors des expériences sur cellules SH-SY5Y, pour lesquelles chaque 

condition a été réalisée en triplicat. Il conviendrait de systématiser cette approche afin 

d’améliorer la fiabilité et la reproductibilité des données. En complément, l’influence de la 

fréquence et de l’intensité du champ magnétique appliqué pourrait être explorée de manière 

plus approfondie. Ajuster ces paramètres permettrait potentiellement d’optimiser l'effet 

thermique généré par les NPM. 
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Enfin, l’approche actuelle de détection de l’hyperthermie magnétique repose 

exclusivement sur un test de viabilité (Alamar Blue) réalisé à l’issue de l’exposition au CMA. 

Utiliser d’autres techniques de détection comme le test d'exclusion au bleu Trypan, qui est l’un 

des tests les plus fréquemment utilisés pour évaluer la viabilité cellulaire dans les études 

d'hyperthermie magnétique in vitro187, pourrait être une alternative complémentaire. Ce test 

d’exclusion au bleu Trypan repose sur la capacité des cellules viables à exclure le colorant, 

grâce à l’intégrité de leur membrane cellulaire.194 Les cellules colorées par le bleu Trypan 

présentent alors une membrane endommagée, ce qui est considéré comme une cytotoxicité 

irréversible.  

Parallèlement à l’évaluation de la viabilité cellulaire, il serait pertinent de mesurer 

localement les variations de température afin de déterminer si les nanoparticules magnétiques 

génèrent effectivement une dissipation thermique localisée. Pour cela, le recours à des 

nanothermomètres fluorescents représenterait une approche prometteuse. Ces sondes 

permettent en effet de mesurer en temps réel, à l’échelle subcellulaire, les micro-élévations de 

température induites par l’application d’un champ magnétique alternatif.195  

En complément des mesures thermiques, des analyses cytologiques et moléculaires 

peuvent être mises en œuvre afin d’évaluer l’activation de voies cellulaires de réponse au stress, 

y compris en l’absence de cytotoxicité immédiate observable. L’apoptose, par exemple, est 

fréquemment détectée à l’aide d’un marquage à l’Annexin V/propidium iodide, couplé à la 

cytométrie en flux ou à la microscopie, permettant d’identifier les cellules en phase précoce ou 

tardive d’apoptose.196,197 Le stress oxydatif, souvent induit par des élévations thermiques 

localisées ou une exposition prolongée à un champ magnétique alternatif, peut être quantifié 

par la sonde fluorescente DCFH-DA, qui permet de mesurer la production intracellulaire 

d’espèces réactives de l’oxygène (ROS).198 Enfin, l’autophagie est généralement suivie par la 

détection des protéines LC3-II et p62, marqueurs clés évalués en Western blot ou en 

immunofluorescence, afin de distinguer la formation d’autophagosomes et le bon déroulement 

du flux autophagique.199 L’intégration de ces approches permettrait d’avoir une compréhension 

plus fine des mécanismes cellulaires de stress ou de survie activés, indépendamment de toute 

perte immédiate de viabilité. 
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6. Matériel et Méthodes 

a. Matériel 

Les réactifs chimiques et biologiques ont été obtenus auprès des fournisseurs suivants : 

tampon d’acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine-éthanesulfonique (HEPES),  sérum bovin 

fétal (FBS), colorant Hoechst 33342, , glutaraldéhyde, résine Epon et acide chlorhydrique 37% 

: Merck. Le milieu Eagle de Dulbecco modifié/mélange nutritif F-12 (DMEM/F12), le sérum 

de veau fœtal inactivé à la chaleur (HI-FBS), et la trypsine/acide éthylènediaminetétraacétique 

(Trypsin/EDTA) (0,25 %/0,02 %) ont été achetés chez PAN-Biotech (Allemagne). La 

pénicilline/streptomycine (pen/strep) a été obtenue chez Dutscher (France). Le marqueur de 

noyaux sur cellules vivantes Nucblue™(Hoechst 33342), le réactif de viabilité cellulaire 

Alamar Blue et le kit de test de cytotoxicité à la lactate déshydrogénase (LDH) CyQUANT ont 

été achetés chez Thermo Fisher Scientific (USA).  

b. Stabilité des MFL dans le milieu de culture DMEM/F12 

Deux dispersions de MFL ont été préparées sous hotte à flux laminaire (PSM) en 

prélevant 10 µl de MFL (lot 199), puis en les diluant respectivement dans 990 µl de DMEM/F12 

supplémenté ou non supplémenté. Chaque dispersion a ensuite été transférée dans une cellule 

DTS1070 (Malvern). Le diamètre hydrodynamique a été mesuré à l’aide d’un Malvern 

Zetasizer ULTRA, selon un programme défini sur le logiciel Zetasizer. Des mesures en triplicat 

ont été effectuées toutes les 30 minutes pendant une durée totale de 15 h 30, à 25 °C, avec un 

angle de détection de 173°. L’indice de réfraction utilisé pour la phase liposomale était de 1,45. 

c. Culture cellulaire  

Les cellules d’ovaires de hamster chinois, de type sauvage (CHO-K1), ainsi que les 

cellules du neuroblastome humain (SH-SY5Y) ont été cultivées dans du milieu de culture 

DMEM/F12 (50:50) supplémenté par 10 % de sérum de veau fœtal inactivé à la chaleur (HI-

FBS) et 1 % d’un mélange de pénicilline (100 000 IU/L) et streptomycine (100 000 IU/L). Les 

cellules ont été incubées dans une atmosphère humide à 37 °C avec un taux de CO2 de 5 %. 
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d. Microscopie confocale à fluorescence 

Les cellules CHO-K1 ou SH-SY5Y ont été ensemencées dans des plaques Ibidi de 8 

puits (10 000 cellules/puits dans 200 μL). Les cellules ont été incubées dans du milieu de culture 

(DMEM-F12) contenant 10 % HI-FBS et 1% d’un mélange pénicilline/streptomycine à 37 °C 

dans une atmosphère à 5 % de CO2 pendant 24 heures avant que le milieu ne soit éliminé, et 

remplacé par un nouveau milieu non supplémenté (sans HI FBS et Pen/Strep) contenant les 

liposomes spécifiques (MFL, liposomes cationiques DOTAP/DOPE/TopFluorPE/ PEGPE, 

LUM). Les cellules ont été incubées pendant 30 min pour chaque condition présentée. À la fin 

de l’incubation les cellules ont été lavées 2 fois avec du milieu de culture (200 µL) et 3 fois 

avec du PBS (200 µL). Les noyaux des cellules ont été colorés avec du Hoechst 33342 (dilué 

dans du PBS) pendant 15 minutes, avant d’être lavés une dernière fois avec du PBS. Puis les 

cellules ont été fixées dans 450 μL de paraformaldéhyde à 4 % dans du PBS pendant 15 minutes, 

avant d'être lavées 3 fois avec 500 μL de PBS. Finalement, 200 μL de PBS ont été ajoutés pour 

l’observation. Les cellules ont été imagées sur un microscope confocal inversé Zeiss LSM710 

(Carl Zeiss, Allemagne), avec un objectif Plan-Apochromat 63x/1.4 DIC M27 à immersion en 

huile. L’ensemble des acquisitions a été réalisé sur la plateforme de microscopie de l’Institut 

de biologie Paris Seine (IBPS), à température ambiante, avec des paramètres d’acquisition 

similaires pour une expérience donnée, mais qui peuvent différer d’une expérience à l’autre. 

Finalement, les images ont été générées en utilisant FIJI ImageJ. 

e. Test de viabilité des cellules CHO-K1 traitées 

Les cellules CHO-K1 ont été ensemencées dans des plaques à 96 puits à fond plat, à 

raison de 15 000 cellules par puits, dans 200 μL de milieu DMEM-F12 complété avec 10 % de 

sérum inactivé HI-FBS et 1 % de pénicilline/streptomycine. Les plaques ont été incubées 

pendant 24 heures à 37 °C dans une atmosphère contenant 5 % de CO₂. La plaque a été divisée 

en quatre selon le temps d’incubation (30 minutes, 1 heure, 6 heures et 24 heures) des MFL 

avec les cellules CHO-K1. Par conséquent, l’incubation de la plaque a été effectuée sur deux 

jours : les puits correspondant à la condition 24 heures ont été traités dès le premier jour, tandis 

que les conditions 30 min, 1 h et 6 h ont été lancées le lendemain. Pour chaque condition, le 

milieu de culture a été retiré avant d’ajouter un nouveau milieu sans sérum, contenant les MFL 

à différentes concentrations lipidiques estimées : 0,01 mM, 0,03 mM, 0,05 mM, 0,07 mM et 

0,1 mM. Pour les puits incubés pendant 24 h, 100 μL de DMEM-F12 supplémenté ont été 

ajoutés après 6 heures d’incubation afin de prolonger la culture dans des conditions plus 
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favorables. Afin de maintenir des conditions de volume homogènes entre tous les puits, 100 μL 

de milieu supplémenté ont également été ajoutés aux autres puits (30 min, 1 h, 6 h), bien que 

cela n’ait pas été strictement nécessaire. Chaque condition expérimentale a été réalisée en 

triplicat. À la fin du temps d’incubation assigné, le milieu des puits concernés a été aspiré, et 

chaque puits a été rincé deux fois avec 200 μL de milieu de culture, puis trois fois avec 200 μL 

de PBS. Ensuite, 200 μL de milieu complet ont été ajoutés, et les cellules ont été replacées en 

incubation pendant 24 heures à 37 °C et à 5 % de CO₂. À l’issue de cette période, le milieu a 

été retiré, puis 100 μL d’une solution d’Alamar Blue diluée à 10 % dans du milieu supplémenté 

ont été ajoutés à chaque puits. Trois puits supplémentaires, sans cellules, ont reçu la même 

solution afin d’établir un contrôle de la fluorescence basale du milieu. L’Alamar Blue a été 

incubé pendant 4 heures au contact des cellules avant lecture de la fluorescence à 560/590 nm 

à l’aide du lecteur de plaques SpectraMax i3x (Molecular Devices). Le contrôle positif 

correspond aux cellules non traitées, dont l’activité métabolique intacte conduit à une réduction 

maximale de l’Alamar Blue. Le contrôle négatif a été obtenu en incubant des cellules non 

traitées avec 20 μL de Triton X-100 à 10 % pendant 30 minutes avant l’ajout d’Alamar Blue, 

induisant une activité métabolique minimale. Le pourcentage de viabilité a été calculé selon la 

formule suivante : 

% viabilité = 
𝐹𝑙𝑢𝑜𝑟𝑒𝑠𝑐𝑒𝑛𝑐𝑒⁡𝑑𝑒⁡𝑙′é𝑐ℎ𝑎𝑛𝑡𝑖𝑙𝑙𝑜𝑛

𝐹𝑙𝑢𝑜𝑟𝑒𝑠𝑐𝑒𝑛𝑐𝑒⁡𝑑𝑒𝑠⁡𝑐𝑒𝑙𝑙𝑢𝑙𝑒𝑠⁡𝑛𝑜𝑛⁡𝑡𝑟𝑎𝑖𝑡é𝑒𝑠
 * 100 

L’analyse statistique des résultats de viabilité cellulaire a été réalisée à l’aide du test de Student, 

en comparaison au contrôle correspondant aux cellules CHO-K1 non traitées (* : p < 0,05, ** : 

p < 0,01, *** : p < 0.001). 

f. Microscopie électronique à transmission des CHO-K1 incubées avec les 

MFL 

Les cellules CHO-K1 ont été ensemencées dans 4 plaques ibidi de 8 puits (10 000 

cellules/puits dans 200 μL). Les cellules ont été incubées à 37 °C dans une atmosphère à 5 % 

de CO2 pendant 24 heures, ensuite le milieu a été retiré, et du milieu non supplémenté a été 

ajouté. Les cellules ont été placées à température ambiante pendant 10 min, puis à 4 °C pendant 

10 min. Le milieu a été aspiré à nouveau et les cellules ont été incubées avec des MFL ([lipides] 

= 0,15 mM, [fer] = 0,4 mM), des LUM ([lipides] = 0,15 mM, [fer] = 48,6 mM) ou des NPM 

([fer] = 0,4 mM) dilués dans du milieu de culture DMEM/F12 non supplémenté. Les cellules 

ont été incubées pendant 30 min à 4 °C, puis lavées 2 fois avec du milieu de culture (200 µL) 
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et 3 fois avec du PBS (200 µL) à 4 °C. Chaque condition, en plus des cellules non traitées 

(contrôle), a été effectuée en quadruple. Les cellules ont été fixées avec du glutaraldéhyde (2 

%) dans du tampon cacodylate (0,1 M, pH 7,4) à température ambiante pendant 1 h 30. Les 

cellules fixées ont été lavées 5 fois avec du tampon cacodylate (0,1 M, pH 7,4). Les échantillons 

ont ensuite été postfixés avec 1 % de tétroxyde d'osmium contenant 1,5 % de cyanoferrate de 

potassium pendant 1 heure à température ambiante, puis progressivement déshydratés dans de 

l'éthanol (de 50 % à 100 %) et inclus dans la résine époxy Agar 100. Des coupes minces (80 

nm) ont été collectées sur des grilles de cuivre de 200 mesh, et contre-colorées avec du citrate 

de plomb avant observation avec un microscope électronique à transmission JEM-2100 

fonctionnant à 80 kV avec un filament LaB6 (plateforme de microscopie électronique de 

l’Institut de Biologie Paris-Seine, Sorbonne Université). Les images ont été enregistrées avec 

une caméra CCD Veleta 2k x 2k, montée sur le côté, pilotée par le logiciel iTEM (Olympus). 

La préparation des échantillons, l’ultramicrotomie et les observations en TEM ont été réalisées 

par Michaël Trichet sur la plateforme de microscopie électronique de l’Institut de Biologie 

Paris-Seine (Sorbonne Université).  

g. Test d’hyperthermie magnétique 

i. Choix de l’intensité  

Sous hotte à flux laminaire (PSM), 400 μL de milieu DMEM/F12 supplémenté ont été 

ajoutés dans une boîte de Pétri. Celle-ci a ensuite été placée dans une enceinte thermostatée à 

39 °C à l’aide d’un bain-marie. L’enceinte a ensuite été insérée au centre d’une bobine 

électromagnétique S56-1422 afin d’y appliquer un champ magnétique alternatif sur la boîte de 

Pétri. La température a été mesurée en continu tout au long de l’expérience à l’aide d’une sonde 

placée directement dans la solution. La température initiale mesurée était de 36,8 °C. Le champ 

magnétique a été appliqué au milieu de culture selon le programme suivant : 

Etape Contrôle Fréquence 

(kHz) 

Intensité 

(Gauss) 

Condition de fin Temps(s) 

1 Aucun   Temps 60 

2 Champ : mode 3 488 200 Température au-dessus de 40 °C 900 

3 Aucun   Temps  300 

4 Aucun   Température en-dessous de 37.5 600 

5 Champ : mode 3 488 150 Température au-dessus de 40 °C 900 

6 Aucun   Temps  300 

7 Aucun   Température en-dessous de 37.5 600 

8 Champ : mode 3 488 100 Température au-dessus de 40 °C 900 

9 Aucun   Temps  300 

10 Aucun   Température en-dessous de 37.5 600 

11 Champ : mode 3 488 50 Température au-dessus de 40 °C 900 

12 Aucun   Temps 300 
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Tableau 4.2 : Programme de CMA appliqué pour mesurer la température du milieu de culture.  

ii. SLP des NPM 

Dans une boîte de Pétri, 500 µL d’une dispersion de NP de maghémite citratée diluée 

dans du milieu de culture DMEM/F12 supplémenté à une concentration de 150 mM ont été 

ajoutés. Celle-ci a ensuite été placée dans une enceinte non thermostatée, elle-même insérée au 

centre d’une bobine électromagnétique S56-1422 afin d’appliquer un champ magnétique 

alternatif sur la boîte de Pétri. La température a été mesurée en continu tout au long de 

l’expérience à l’aide d’une sonde placée directement dans la solution. La température initiale 

mesurée était de 22,7 °C. Le champ magnétique a été appliqué à la dispersion de NPM selon le 

programme suivant, dont les étapes 2 et 3 ont été reproduits 10 fois : 

Etape Contrôle Fréquence (kHz) Intensité (Gauss) Condition de fin Temps(s) 

1 Aucun   Temps 60 

2 Champ : mode 3 488 150 Température augmente de 3°C 900 

3 Aucun   Température diminue de 2°C 900 

Tableau 4.3 : Programme zigzag appliqué pour la mesure de la SLP des NPM. 

iii. Test d’hyperthermie magnétique sur cellules CHO-K1 et SH-SY5Y  

Des boîtes de Pétri compartimentées en 4 puits (2 avec les CHO-K1 et 6 avec les SH-

SY5Y), préalablement traitées au collagène, ont été ensemencées avec 50 000 cellules/puits 

dans 500 μL. Les cellules ont été incubées à 37 °C dans une atmosphère à 5 % de CO2 pendant 

24 heures avant que le milieu ne soit retiré, et remplacé par un nouveau milieu non supplémenté 

(sans HI FBS et pen/strep) contenant des MFL à différentes concentrations lipidiques (0,05 

mM ; 0,15 mM ; 0,25 mM), des liposomes cationiques DOTAP/DOPE/TopFluorPE/ PEGPE 

([lipides] = 0,25 mM), ou des LUM ([lipides] = 0,25 mM). Les cellules ont été incubées pendant 

30 min, puis lavées 3 fois avec du milieu de culture (200 µL) et 3 fois avec du PBS (200 µL), 

puis 300 µL de milieu de culture supplémenté ont été ajoutés. Chaque condition, en plus des 

cellules non traitées (contrôle), a été effectuée une seule fois dans le cas des cellules CHO-K1 

et en triplicat dans le cas des SH-SY5Y. Sur les deux boîtes (6 pour les SH-SY5Y) préparées 

dans le cas des CHO-K1, une boîte de Pétri (3 pour SH-SY5Y) a été mise à l’incubateur et 

l’autre dans une enceinte thermostatée par un bain-marie à 38 °C (CHO-K1) et 39 °C (SH-

SY5Y). Cette enceinte a été conçue spécialement pour contenir les boîtes de Pétri et être placée 

dans la bobine S56-1422.  
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Le programme suivant a été effectué, avec les étapes 2 et 3 qui ont été reproduites 20 ou 

40 fois :  

Etape contrôle Fréquence (kHz) Intensité (Gauss) Condition de fin Temps (s) 

1 Aucun   Temps 60 

2 Champ: mode 3 488 150 Au dessus de 40 °C 900 

3 Aucun   Temps 300 

À la fin des cycles, la boîte de Pétri a été mise à l’incubateur pendant 24 h (37 °C, 5 % 

de CO2) avant que le milieu ne soit retiré à nouveau, et qu’une solution d’Alamar Blue diluée 

à 10% avec du milieu de culture supplémenté ne soit ajoutée. L’Alamar Blue a été au contact 

des cellules pendant 4 h puis la fluorescence du milieu a été lue à 560/590 nm avec un lecteur 

de plaques SpectraMax i3x commercialisé par Molecular Devices.  
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Ce travail de thèse a porté sur le développement de liposomes magnétiques fusogènes 

permettant de délivrer des nanoparticules magnétiques dans le cytosol des cellules. L’objectif 

était d’utiliser la fusion membranaire comme moyen de contournement de l’endocytose. En 

effet, les NPM sont généralement endocytées, ce qui a pour conséquence une chute drastique 

de leur propriété d’échauffement en hyperthermie magnétique, ainsi que la perte des possibilités 

de ciblage intracellulaire ou de recrutement de protéines. 

Au cours de ce travail de thèse, des liposomes cationiques de type DOTAP/DOPE, bien 

décrits dans la littérature pour leurs propriétés fusogènes, encapsulant des nanoparticules 

magnétiques citratées, ont été synthétisés. Ces liposomes sont pégylés, ce qui leur assure une 

bonne stabilité dans l’eau et dans un tampon HEPES, et sont fluorescents, ce qui permet leur 

suivi en microscopie confocale. De plus, les MFL conservent les propriétés 

superparamagnétiques des NPM encapsulées.  

La fusion des MFL a d’abord été étudiée sur des systèmes modèles constitués de 

liposomes unilamellaires de grande taille (LUV), dont la taille et la charge étaient 

rigoureusement contrôlées. L’analyse de l’évolution du diamètre hydrodynamique, du potentiel 

zêta et de l’enthalpie de réaction au cours du titrage des MFL par des LUV anioniques ou 

zwitterioniques a permis de confirmer l’hypothèse initiale selon laquelle la fusion entre les MFL 

et ces systèmes modèles est médiée par des interactions électrostatiques. La preuve de la fusion 

lipidique à proprement parler a été apportée par les expériences de transfert de fluorescence 

(FRET) réalisées en microscopie confocale. Par ailleurs, la variation de la composition lipidique 

des LUV cationiques a révélé que ni les nanoparticules magnétiques ni le PEG n’affectent 

significativement la réaction de fusion, tandis que l’incorporation de TopFluorPE la favorise. 

Toutefois, le devenir des nanoparticules magnétiques après fusion reste à éclaircir même si nous 

avons la preuve, grâce aux expériences de magnétophorèse, qu’il y a bien un transfert de la 

charge magnétique aux liposomes fusionnés.  

La fusion des MFL a ensuite été étudiée in vitro sur deux lignées cellulaires à l’aide de 

différentes approches complémentaires. Dans un premier temps, des observations en 

microscopie confocale ont permis de confirmer le transfert de fluorescence des MFL vers la 

membrane cellulaire. Ce transfert n’a été observé qu’avec des liposomes fusogènes, par 

comparaison avec des liposomes non fusogènes. Ensuite, les observations réalisées en 

microscopie à 4 °C, afin de bloquer l’endocytose, ont révélé la présence de nanoparticules libres 

dans le cytosol et la présence de clusters de NPM à la surface des cellules, attestant d’une forte 
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interaction électrostatique. Enfin, l’impact de l’hyperthermie magnétique sur la viabilité 

cellulaire a été évalué. Aucune mortalité cellulaire induite par ce traitement n’a toutefois été 

détectée après incubation avec les MFL. Parallèlement, des tests de viabilité ont confirmé une 

toxicité du DOTAP dépendante de la dose.  

La fusion des MFL avec des vésicules extracellulaires (EV) a également été étudiée dans 

le cadre du stage de Master 2 de Sofia Liz Basteiro, que j’ai co-encadré. D’un point de vue 

technologique, ces MFL présentent un intérêt certain pour la préparation d’objets hybrides. Les 

vésicules extracellulaires sont de petites vésicules sphériques (20 à 400 nm de diamètre) 

d’origine lipidique et de nature anionique, libérées par la plupart des cellules eucaryotes via le 

bourgeonnement de la membrane plasmique. Elles sont capables de transporter diverses 

biomolécules, telles que des protéines, des lipides ou encore des acides nucléiques (Figure 1A). 

L’objectif de ce travail était d’explorer le potentiel synergique de la fusion entre EV et MFL 

comme stratégie d’ingénierie des vésicules extracellulaires. Cette approche visait à combiner 

les propriétés biologiques natives des EV avec les fonctionnalités des nanoparticules 

magnétiques (NPM), qui représentent des outils efficaces pour la séparation et la concentration 

des EV. Un suivi rigoureux des deux populations (EV et MFL), à l’aide de différentes 

techniques de mesure de taille, a permis de mettre en évidence l’apparition d’une nouvelle 

population correspondant aux objets hybrides. De plus, des événements de transfert des NPM 

vers les EV ont pu être observés en cryoTEM (Figure 1B).  

 

 

Figure 1 : (A) Schéma d’une vésicule extracellulaire, (B) image de CryoTEM de vésicules 

extracellulaires après fusion avec des MFL. 

 

(B) (A) 
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Nous avons ainsi réussi à concevoir des liposomes magnétiques qui fusionnent avec des 

membranes modèles, des vésicules extracellulaires et des cellules. Toutefois, plusieurs axes 

d’optimisation restent à explorer, notamment pour améliorer le suivi des nanoparticules 

magnétiques et obtenir une réponse plus marquée en hyperthermie magnétique. 

Sur le premier point, des travaux sont en cours dans le cadre du stage de Master 2 de 

Carlos Pizarro Plaza, visant à adapter la méthode de synthèse d’évaporation en phase inverse 

(REV) à l’encapsulation de nanoparticules à la fois magnétiques et fluorescentes. Deux types 

de nanoparticules sont actuellement testés : des structures cœur–coquille (γ-Fe₂O₃@SiO₂), 

contenant un fluorophore encapsulé dans la couche de silice, et des nanoparticules de magnétite 

fonctionnalisées en surface par un ligand dopaminique fluorescent. Ces deux systèmes 

présentent des tailles et des charges de surface différentes, rendant leur encapsulation dans les 

liposomes particulièrement délicate et nécessitant une optimisation fine des conditions de 

formulation. 

Concernant l’hyperthermie magnétique, plusieurs hypothèses peuvent expliquer 

l’absence de mortalité cellulaire observée dans nos conditions expérimentales. D’une part, une 

concentration insuffisante de nanoparticules dans le cytosol pourrait ne pas permettre un 

échauffement intracellulaire suffisant.  Dans ce cas, une réévaluation de la formulation des MFL 

peut être nécessaire en modifiant la nature des NPM encapsulées et en optant pour des 

nanoparticules ayant une efficacité en hyperthermie supérieure comme des nanofleurs, ou des 

nanoparticules plus grosses et plus monodisperses. D’autre part, le protocole d’hyperthermie 

utilisé, bien qu’il garantisse un contrôle rigoureux des paramètres expérimentaux et limite les 

biais d’échauffement du milieu extracellulaire, pourrait être optimisé davantage. En particulier, 

il serait pertinent d’explorer l’influence du champ et de la fréquence sur les performances 

d’hyperthermie en cellules. Les méthodes d’analyse post-traitement pourraient également être 

approfondies, en incluant des tests complémentaires d’évaluation de la viabilité ou de l’activité 

métabolique.  

Une autre piste d’amélioration concerne la formulation des MFL, en particulier la 

possibilité de substituer le DOTAP, dont la toxicité est bien documentée, par des lipides 

ionisables. Ces derniers présentent un comportement pH-dépendant : ils sont cationiques en 

milieu acide, mais deviennent neutres ou zwitterioniques à pH physiologique. Cette propriété 

peut être exploitée pour favoriser la fusion avec les membranes endosomales et permettre une 

libération cytosolique efficace des NPM. En effet, après internalisation par endocytose, 
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l’acidification progressive de l’endosome induit un changement de charge des lipides, 

favorisant leur fusion avec la membrane endosomale et la libération du contenu dans le cytosol. 

Ce mécanisme présente également l’avantage de limiter la toxicité souvent associée aux lipides 

cationiques permanents. Par ailleurs, l’utilisation de lipides ionisables permettrait de limiter les 

interactions indésirables entre les NPM et les lipides lors de la formulation, ce qui pourrait 

faciliter l’encapsulation de concentrations plus élevées de NPM dans les liposomes. 

Enfin, bien que les NPM aient été principalement utilisées ici pour leur potentiel en 

hyperthermie magnétique, le système de liposomes fusogènes développé pourrait être extrapolé 

à d'autres types de nanoparticules fonctionnalisées, par exemple pour le ciblage intracellulaire 

spécifique, la libération contrôlée de médicaments ou le suivi de biomolécules. Cette approche 

ouvre ainsi la voie à des applications thérapeutiques et diagnostiques plus larges dans le 

domaine de la nanomédecine. 
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Etude de la fusion de liposomes magnétiques avec des systèmes modèles et des cellules  

Les nanoparticules magnétiques (NPM), comme de nombreuses autres nanoparticules, sont internalisées 

par les cellules par endocytose et se retrouvent confinées dans des vésicules intracellulaires appelées 

endosomes. Cependant, pour plusieurs applications biologiques, telles que l’ingénierie cellulaire ou les 

traitements par hyperthermie magnétique, il est nécessaire que les NPM accèdent au cytosol des cellules. 

Dans cette thèse, nous proposons une nouvelle stratégie reposant sur l’utilisation de liposomes fusogènes 

magnétiques (MFL). Les liposomes fusogènes possèdent la capacité unique de fusionner avec la 

membrane plasmique, permettant ainsi la libération directe de leur contenu dans le cytosol. Des NPM 

citratées ont été encapsulées dans le cœur aqueux de liposomes cationiques, formulés à base du mélange 

(DOTAP/DOPE/PEGPE/TopfluorPE), par la méthode d’évaporation en phase inverse (REV). Les MFL 

présentent une forte charge positive (+70 mV) essentielle pour préserver leur capacité de fusion et sont 

stables plusieurs jours dans l’eau et dans un tampon HEPES. La fusion des MFL a d’abord été étudiée 

sur des systèmes modèles constitués de liposomes ayant une taille, une charge et une composition 

membranaire bien définies (LUV - Large Unilamelar Vesicles). Des expériences de transfert d’énergie 

par résonance de fluorescence (FRET), de diffusion de la lumière et de titrage calorimétrique isotherme 

(ITC) ont démontré que la fusion est initiée par des interactions électrostatiques et qu’elle est fortement 

influencée par la composition lipidique. De plus, des expériences de magnétophorèse ont démontré que 

la charge magnétique était transférée aux liposomes après fusion. Nous avons également étudié la fusion 

des MFL avec des cellules saines (CHO-K1) et cancéreuses (SH-SY5Y). Des expériences en 

microscopie confocale et microscopie électronique ont confirmé la fusion des MFL avec les cellules, 

avec un transfert des lipides fluorescents à la membrane plasmique et l’observation des NPM libres dans 

le cytosol des cellules.  

Study of the fusion of magnetic liposomes with model systems and cells 

Magnetic nanoparticles (NPM), like many other nanoparticles, are internalised by cells through 

endocytosis and become confined in intracellular vesicles called endosomes. However, for several 

biological applications, such as cellular engineering or magnetic hyperthermia treatments, NPMs need 

to access the cytosol of cells. In this thesis, we propose a new strategy based on the use of magnetic 

fusogenic liposomes (MFLs). Fusogenic liposomes have the unique ability to fuse with the plasma 

membrane, allowing direct release of their contents into the cytosol. Citrated NPM were encapsulated 

in the aqueous core of cationic liposomes, formulated with the lipid composition 

(DOTAP/DOPE/PEGPE/TopfluorPE), using the reverse phase evaporation (REV) method. The MFLs 

have a high positive charge (+70 mV), which is essential for preserving their fusion capacity, and are 

stable for several days in water and HEPES buffer. MFL fusion was first studied on model systems made 

up of liposomes with a well-defined size, charge and membrane composition (LUV - Large Unilamelar 

Vesicles). Fluorescence resonance energy transfer (FRET), light scattering and isothermal calorimetry 

(ITC) experiments showed that fusion is initiated by electrostatic interactions and that it is strongly 

influenced by the lipid composition. In addition, magnetophoresis experiments demonstrated that the 

magnetic charge was transferred to the liposomes after fusion. We also studied the fusion of MFLs with 

healthy (CHO-K1) and cancer (SH-SY5Y) cells. Confocal microscopy and electron microscopy 

experiments confirmed the fusion of MFLs with cells, with transfer of fluorescent lipids to the plasma 

membrane and observation of free NPM in the cell cytosol. 


