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INTRODUCTION GENERALE

Le progrées de la médecine n'est pas seulement dguipr de notre plusgigrande
compréhension des processus biologiques, mais 1l asssi d0 a la maniere dont
la technologie permet de diffuser et d’exploites résultats trouves.

La nanomédecine est l'utilisation médicale desos@nctures pour le diagnostic et le
traitement des maladies. En diagnostic, les namdsties sont utilisables tant pout le diagnostic
vivo que pour le diagnostia vitro. In vitro, les nanoparticules (NPs) et les dispositifs daimdation
ou de détection permettent la reconnaissance,piureaet la 'accumulation des_biomolécules alors
gu’in vivo ces NPs sont utilisées comme agent de contrastelpoagerie. Il y a alors une forte
demande, pour le développement des agents d'ineageritimodale de haute performance avec des
méthodes de synthése simples. En thérapie, cesshIifts utilisées,pour-la vectorisation ou la

délivrance de certains médicaments.

C’est dans ce contexte que nous proposons au @gewss travaux de these, de développer de
véritables «nanoplateformes hybrides multimodales pour fimagemeédicale». Pour cela, ces
NPs développées doivent étre biocompatibles. Bigent egalement avoir la propriété d'étre stables
a température ambiante, et avoir un comporterimemtvo leur permettant d’échapper aux défenses
immunitaires de 'organisme et rendant possibleildagesd’une population cellulaire donnée. En vue
de son application a I'échelle industrielle; le q@@de de, fabrication de ces NPs doit en outre étre
simple et avoir un faible co(t de revient.

Dans une premiére partie, nous présenterons br@&velas différentes NPs existantes ainsi
que leur intérét pour I'imagerie et la thérapie rmoéld (Chapitre 1). Nous nous intéresserons ensuite
aux différentes techniques d'imagerie médicaleles particulierement a I'imagerie de fluorescence
in vitro, 'imagerie par résonance magnétique et a la toapyge par rayons X (Chapitre II).

La seconde partie sera’ensuite, consacrée a laesgntet & la caractérisation des NPs
luminescentes (Chapitre Ill). ‘Ensuite, la surfaeecds NPs sera modifiée chimiquement (Chapitre
V).

La troisieme et derniere partie présentera 'aflan des NPs pour différentes applications
biomédicales (Chapitre*V/).»Dans un premier temps, étude de la cytotoxicité et de l'internalisation
des NPs sera effeCtuée. Ensuite, des biomolécalestsgreffées a la surface de ces NPs pour la
reconnaissance 4de cibles ou marqueurs biologiqédimisd Enfin, les différentes applications
(imagerie de fluorescencepimagerie par résonarmgmétique et la tomographie par rayons X) seront

explorées.
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L'application médicale des nanotechnologies : laomaédecine, se situe a l'interface de trois
grandes disciplines (la biologie, la physique, &tchimie). Ce nouveau domaine est en pleine
effervescence. Les nanoparticules (NPs) véhiculanagent de contraste ou délivrant sélectivement
un principe actif dans les cellules cibles incatrarversion moderne des « magic bullets » imaginée
au début du XXéme siécle par le médecin allemandi Erarlich?

Aprés avoir donné une définition des NPs, nous gmtésons les principaux types et
différentes générations de NPs, leurs avantagssaie les applications envisagées pour la médecine
Enfin, nous présenterons des exemples de NPs ag@®your un usage clinique thérapeutique ou

diagnostique.

[.1. LES DIFFERENTES NANOPARTICULES

I.1.1. Définition des nanoparticules

En octobre 2011, la commission de l'union européeméfini un nanomatériau comme « un
matériau dont les constituants principaux ont de®mdsions comprises entre 1 et 100 nirfne NP
est alors un assemblage d’atomes, formant un dbjgtau moins une dimension est comprise
entre 1 et 100 nm.

La figure 1.1 compare les nanostructures avec |bgt® connus dans la vie

guotidienne.
Echelle moléculaire: Nanostructure : Echelle microscopique= Echelle macroscague
< | 1 A 5
Molécule Diametre de Diamétre du Diametre des Diametre des  Taille d'insectes Taille d’enfant
d'eau nanotube virus globules rouges Cheveux humains volants de 4 ans
d’hépatite C sanguins
i 7
ST
AL
107 10 105 10 10 102 10 1
-4 t } + + + + + + + t t >
Metres

Figure 1.1: Gamme de tailles des nanostructures comparééa des principaux objets

connus.

1.1.2. Différents types de nanoparticules

Il existe une grande variété de NPs allant desqodet d’or aux liposomes, en passant

par les NPs polymériques. Si le choix du cceur detscples est primordial en ce qui concerne

8
These de doctorat Séemiyou Ayel®SSENI



CHAPITRE | : NANOPARTICULES POUR L'IMAGERIE ET LAT HERAPIE MEDICALE

la protection et I'éventuel relargage des agenisé&lét, le contrdle de la surface I'est tout
autant. Ce sont en effet ses propriétés de sugiageermettront a la particule de véhiculer les
agents thérapeutigues ou de diagnostic vers la zniblée. Le cceur de ces NPs est
généralement composé d’assemblages organiquesmaimques.Nous allons décrire ici les

NPs les plus courantes.

[.1.2.1. Les liposomes

Les liposomes ont été utilisés comme vecteurs ddicadents depuis 1965Ce sont des
vésicules sphériques de quelques dizaines a quelgiiers de nm de diameétre. Ces vésicules sont
composées d'une ou de plusieurs bicouches lipidigue permet (tent) de séparer un milieu intra-
vésiculaire d’un milieu extériedr.

Ces particules sont depuis de nombreuses anndiséagicomme outils pour la biologie, la
biochimie, la médecine ainsi que par I'industris desmétiques en tant que transporteurs de pracipe
actifs thérapeutiques ou d’agents d’imagédieur caractére non toxique et biocompatible faitcds
colloides des systémes intéressants pour les apiplisin vivo. Cependant, les liposomes présentent
également quelques limitations : ils ont effectiemtnmontré une faible capacité d’encapsulation
(notamment pour les molécules lipophiles piégéass da double couche de phospholipides), une
stabilité modérée, une production délicate, et elargage précoce des principes actifs hydrophiles
dans le sang.

Les niosomes sont des ensembles supramolécusaindaires aux liposomes, a la différence
gue les molécules constituant la double couchenepas des phospholipides mais des surfactants de
synthése (lipides non ioniques)C'est également le cas des polymersomes, pouudesgles
copolymeres bloc (comportant une partie hydropétleine partie hydrophobe) forment la structure

emprisonnant le réservoir aquelx.
1.1.2.2. Les polyméres organiques

Les NPs de polymeres, sont  synthétisées par des hodet de
polymérisation/polycondensation de polymeres bical#gbles. Les polymeéres les plus couramment
utilisés sont : le poly(acide lactique) (PLA), p@yide glycolique) (PGA), poly(lactide-co-glycolide
(PLGA), le chitosane, le poly-epsilon-caprolactoie.sont utilisés dans l'industrie alimentaire ou
encore dans le domaine de la chirurgie (fils derrsuj™* Les polyméres peuvent étre également
naturels, & base d'albumiieou de gélatiné Ils peuvent se présenter soit sous la forme de
nanospheres constituées de matrice de polymerelagumslle le principe actif peut étre dispersé ou

dissous, soit sous la forme de nanocapsules coamparh réservoir dans lequel le principe actif est
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protégé par une mince paroi de polymére de queldjizaines de nanomeétres d’épaisséiteur taille
est généralement inférieure a 300 Hirdu polyéthyléne glycol (PEG) peut étre greffé ar lsurface,

ils sont souvent utilisés dans le traitement dicean

1.1.2.3. Les nanopatrticules lipidiques

Les NPs lipidiques ont une place de choix dans ldilisation comme nanovecteurs de
principes actifs? En effet, les lipides rentrent dans la compositleda membrane plasmique. lls sont
également synthétisables par émulsion et peuvemrésenter sous la forme de nanocapusles ou
nanosphére¥.Dans les deux cas, ils peuvent présenter un cgereua ou huileux, ce qui leur permet
de transporter des principes actifs de propriébgsipo-chimiques variées (hydrophiles, hydrophobes
ou encore amphiphiles). De la méme maniere que [@suliposomes, a leur surface, des agents
dispersants (de type PEG par exemple) et des kgéarticorps, peptides, acide folique...) peuvent
étre greffés pour acquérir respectivement un oarack furtif » et un ciblage spécifique vers les

cellules cibles.

1.1.2.4. Les nano-émulsions

Les nano-émulsions sont obtenues par diggerdiun mélange de phases huile/eau. Les
gouttelettes de phases dispersées sont transpamnteanslucides et de taille nanométrique (20-200
nm). Elles sont stabilisées par un film a surfamdive composé de surfactant ou de co-
surfactant>'®'’ Les nano-émulsions sont beaucoup utilisées enulations pharmaceutiques car
elles se forment spontanément (facile a préparsQnt optiguement transparentes, et
thermodynamiquement stables. Grace a leur peiite, talles permettent d’éviter le crémage ou la

sédimentation qui peut avoir lieu lors du stockageoalescence des gouttelettes.

1.1.2.5. Les micelles

Les nano-émulsions et les phases micellaires péwapparaitre similaires du point de vue
composition et taille structurale, mais il conviele noter que les phases micellaires se formant pa
auto-assemblage thermodynamique alors que lesérantsions ne se forment pas spontanément. En
effet, dans le cas des nano-émulsions, la formatiengouttelettes nécessite I'application d’'un
cisaillement externe. La structure des micelléslesype cceur-coquille (« core-shell » en anylkais
milieu aqueux. Les micelles se forment lorsqueodlacentration en surfactants dans le milieu dépasse
une valeur seuil nommée concentration micellaiidqoe. Les micelles sont donc des systémes
supramoléculaires qui sont en équilibre avec le@outes amphiphiles en solution. Selon le surfactan

utilisé, on distingue différents types : micellebase de phospholipides ou de surfactants pegylés,
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micelles & base de copolymeres (pluronics, (L) eacmblyaminés, polyesters). Les micelles
polymériques sont fortement stabiesitro etin vivo, biocompatibles et ont fait rfécemment I'objet de

quelques essais cliniqués.

[.1.2.6. Les quantum dots

Les «quantum dots » (QDs) sont des nano-cristalividaux semi-conducteurs de taille
allant de 2 & 8 nri.Les QDs sont dotés de propriétés électroniqueptaiues uniques de part leur
taille et leur compositioff. lls peuvent étre : administrés par injection, tilesin vivo a des
longueurs d’onde variant avec le milieu chimiquealoet sont détectables grace a leur fluorescence
par une caméra CCD (charge coupled devickgur surface peut étre modifiée pour améliorar le
solubilité, sensibilité, spécificité et leur visisaltion en ciblage tissulair@.

Ces QDs révelent néanmoins des inconvénients :llgninescence est « aléatoire », elle
disparait et réapparait. On parle de phénomeneintdlement ou « photobleacching » en anglais. De
plus, la durée de vie de luminescence est faibleoddre de 20 ns, ce qui n’est pas adapté pour des
observations de longue duréd.es études préliminaires révélent qu'ils sonigogs & cause de la
présence d'éléments toxiques qui rentrent dans ¢emposition (Cd, ...5* Enfin, les modes

d’élimination naturelle de ces composés demeuré&ebrmus.

1.1.2.7. Les nanoparticules d’or

L’avancée rapide des nanotechnologies observéentdoedte derniére décennie a permis le
développement de différents types de NPs d’or fonnalisées pour des applications en thérapie
photo-thermique, imagerie moléculaire, bio-détectn en thérapie génétiqué. * Les propriétés :
optique et photo-thermique de ces NPs dépenddeudéaille en raison de I'oscillation collectives
électrons de surfac@.

L'intensité d'absorption et de diffusion des N®s dst significativement plus élevée que celle
de la plupart des colorants absorbants et diffssarganiques, ce qui les rend excellentes comme
candidates d’agent de contraste en imagerie. ltegitions électron-phonon et phonon-phonon dans
ces nanoparticules génerent de la chaleur apegxposition dans le proche infrarouge (NIR : 650-
900 nmf¥®.

Les nanobilles, nanocapsules et nanobatonnet$’d®0r’! synthétisés en utilisant une grande
variété de réactifs par des méthodes de synthésigcies®” ** &t électrochimique¥® * ; absorbent
dans la région NIR . Ces NPs couplées a l'imagenieété largement utilisées pour la destruction

thermique des tumeurs.
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1.1.2.8. Les nanoparticules d’oxyde de fer

Les NPs d'oxyde de fer superparamagnétiques désgmar le terme SPIO (Super
Paramagnetic Iron Oxide) possédent des propriéégmétiques uniques qui font d’elles des matériaux
avancés candidats pour la biomédecine. Elles péwamir d'agents de contraste pour I'lRM, de
« points chauds » locaux capables de tuer lesleglinalignes et de transporteurs colloidaux lers d
la vectorisation de médicaments ou du diagndsfit * La propriété des SPIOs provient du fort
moment magnétique qu'ils acquierent en présence aliamp magnétique externe. Leur moment
magnétique élevé engendre un fort contraste enen@dRM. En plus de posséder d'excellentes
propriétés magnétiques, les SPIOs sont biocompatibt biodégradables ; donc non toxiques. Au
cours de la dégradation, les ions Fe libres naumgemt pas sensiblement la teneur en fer contensl dan
le corps et s'incorporent naturellement dans ldgflobine. lls sont alors dégradés par des voies
normales de recyclage du f8r.

Les SPIOs sont généralement synthétisés par cipppadion de suspensions alcalines de
Fe(OH) et Fe(OH).** La taille des particules peut varier entre quesqnanométres et plusieurs
centaines nanomeétres de diamétrBour accroitre leur stabilité, leur demi-vie deceiation et leur
biocompatibilité, diverses méthodes ont été utkis@our fonctionnaliser les NPs de SPIO avec un
revétement de polyméres inertes, comme le desirdas polysaccharidé$le polyéthyléne glycol
(PEG) et l'oxyde de polyéthyléne (PE®).

1.1.2.9. Les nanoplateformes de carbone

On distingue principalement les fullerénes, les obames de carbone (NTC) et les
nanodiamants.

Les fullerénes sont une famille de composés dwecaridont I'existence a été prédite en 1970
et officiellement prouvée en 1985.*" La forme la plus connue est le fulleréng.Ces fullerénes
peuvent prendre une forme géométrique rappelate daine sphére, d’'un ellipsoide, d'un tube ou
d’'un anneau. Gréace a leurs caractéristiques phgsiqthimiques, propriétés électriques et optiques,
les fullerénes et leurs dérivés sont incorporés dias nouveaux dispositifs ou matériatix*® Les
fullerénes peuvent jouer le rble de radio-protect&m effet, ils permettent la protection contre le
dommages causés par irradiation aux rayons X (7rGyijro etin vivo chez la souris, en réduisant la
formation d'espéces réactives de l'oxyg&nBes études se poursuivent sur 'augmentation de la
solubilité des fullerénes et leur toxicié.

Les nanotubes de carbone (NTC) sont des feuillegajghéne cylindriques. Les NTC peuvent
étre utilisés pour l'ablation des cellules cancggspar hyperthermie en raison de leur forte abiearp
optique dans la région du NIR, ainsi que pour lategsation de médicaments vers les cellules

cancéreuses en raison de leur grande surfaceigpéciOn distingue : les NTC mono paroi désignés
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par le terme SWCNT (Single Wall Carbone Nano Tulmt le diamétre est compris entre 1 et 3 nm
et la longueur comprise entre 5 et 30 nm, des NT@i parois désignés par le terme MWCNT (Multi
Wall Carbone Nano Tube) de diametre compris elfiret 150 nm et de longueur allant de 200 nm a
quelques micrométres.

Les Nanodiamants (ND) sont des agents trés ingmespour des applications en biologie
et en médecine en raison de leur plus grande bioabinilité par rapport a d'autres nanomatériaux de
carbone, leur photo-stabilité, la facilité de peafion, la disponibilité commerciale et de leuibfa
cytotoxicité>® lls peuvent étre fonctionnalisés et conjuguéaégrande variété dmolécules pour le
marquage cellulaire et la vectorisation de médicdamece qui leur confere un potentiel important

d’applications thérapeutiques et de diagno¥tic.

1.1.2.10. Les nanoparticules d’oxyde/oxysulfure dieanthanides

Les NPs a base de lanthanides et plus particulenmertes oxydes et oxysulfures de
lanthanides dopés ou non avec des éléments tel@Egtie Tb*, Yb*, EF*, Tm*, ...) ont connu un
essor remarquable dans leur développement au deurstte derniere décennie.

Les NPs de GfD; dopées ou non sont généralement synthétiséesogarécipitatiorr> *°
spray pyrolysé’ et par réaction en phase sofidlavec des tailles comprises entre 2 et 500 nm selon
la méthode utilisée. La surface de ces NPs peeatfétilement modifiée par greffage de molécules
biologiques pour des applications en bio-détectiotiLes NPs de G@;trouvent également un grand
intérét pour I''RM grace au pouvoir contrastantghaolinium.

|.>%nt synthétisé par voie sol-gel des NPs creus@supes, superparamagnétiques

Huang et
et paramagnétiques de &4 de taille inférieure & 200 nm. Lorsque la surfdee NPs creuses de
Gd,0O; est recouverte par un film de carbone, ces NPsagaient des propriétés paramagnétiques
deviennent superparamagnétiques. Un fort pouvaitrastant a été aussi observé lors des essais
effectuésin vivo en IRM. Une bonne biocompatibilité et viabilitéllaire de ces NPs ont été
également prouvées.

Récemment, Park etl.’® ont rapporté que les NPs de ;G¢ et Gd(OH) peuvent étre
utilisées comme agent de contraste positif en IRMaéson de la forte contribution du Ba la valeur
de relaxivité longitudinale mesurée. Il a été égalet démontré que les NPs de,Ggdde tailles
inférieures a 100 nm et revétues d'une couronn&i@eg sont actives en IRM. Une bonne viabilité
avec des cellules normales ainsi qu'une accumulaiective dans les cellules tumorales ont été
prouvées. Ces nanoparticules multifonctionnellest gggalement utilisables pour la thérapie par
capture de neutrons : la curie thérdie.

|62

Lechevallier etal.” ont aussi montré la possibilité d'utiliser les N&s GdOs: EU”, et

Gd(OH)CQ.H,0: EW* (160 nm de diamétre) comme bio-marqueurs. Ces $yRthétisées par
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coprécipitation, sont facilement internalisées ddas cellules cancéreuses (cellules Hela) et sont
fortement luminescentes en microscopie confocale.

1.%% ont synthétisé des nanocristaux de@y.Tb*" ayant 3 nm de diamétre pour étre

Das eta
utilisés comme nanocristaux bimodaux pour I'IRMl'@hagerie optique. Il a été montré que ces
nanocristaux sont d’excellents agents de contrB3ta 7T pour I'lRM aussi bien dans un fantéme
(mélange eau-gel d’agarose a 1%mass en gel d’aajos pour la visualisation de cellules tumorales
de la souris. Ces nanocristaux sont également yimogiques jusqu’a 1 mg/mL et fluorescent bien
en microscopie confocale a fluorescence.

Les NPs d’oxysulfure de lanthanides ont aussil'fatijet de plusieurs études. En effet, Tian et
al.®”® ont montré que les NPs de &S :Tb*agglomérées et non sphériques synthétisées par
précipitation suivie d'une sulfuration sont utiiides comme luminophores, aussi bien sous exuitati
UV-visible qu’en excitation par rayons X. Ces réastd ont été confortés par les travaux de Xing et
al.%® qui ont également synthétisé des NPs dgOg®l: T, sphériques et de diamétr&20 nm par
précipitation suivie d’'une sulfuration. Ces NPs tsofexcellents luminophores aussi bien sous
excitation UV-visible qu’en excitation par rayons Xautres parts, ces mémes auteurs ont montré que
les NPs de ¥0O,S:Yb, Ho, synthétisées par la méthode précitéd, idisables en « up-conversion ».
En effet, elles émettent de la lumiere verte soa#taion laser (980 nm) et I'intensité d’émissiest
significativement supérieure a celle de Ng¥®, Er habituellement utilisé en « up-conversiorCe
qui offre la possibilité d’utiliser ces NPs commangqueurs biologiques excitables dans FiR.

Trés récemment, Abliz eal.’” ont montré par leurs travaux, la possibilité disgr les
microparticules (diamétre 20 um) de G#D,S :TB* pour le diagnostic en thérapie photodynamique
par activation clinique par rayons X. La PDT clgss permet d'activer directement l'agent
photosensibilisant par la lumiere. Mais cette mé¢h@résente des limites du fait de la faible
profondeur de pénétration de la lumiére (2 & 5 rdans les tissus et ne peut s’appliquer qu’aux
tumeurs de surface telles que les mélanomes. Uneetli® méthode non invasive basée sur
['utilisation des rayons X pour activer indirectarnan agent photosensibilisant: la Photofrine kté
proposée. A l'intérieur du corps, le photosenshileur (Photofrine) s’accumule préférentiellement
dans la tumeur. Sous excitation par RX, les pdeticde GgO,S ;T émettent de la lumiére dans le
visible, laquelle lumiére permet d’activer le pragosibilisateur. Lors de cette activation par
absorption de photons émis par,QGs5 :TbB", il y a génération d’oxygéne singufé, cytotoxique
dans la tumeur. Les résultats montrent une réstudtiamatique~90%) de la viabilité des cellules du

glioblastome humain lorsqu’elles sont traitées des@articules et la Photofrine II.

I.1.2.11. Les nanoparticules de silice

Les autres types de NPs qui sont en cours de giparizent sont les nanoparticules de silice.

Les NPs de SiQsont synthétisées par le procédé soffekur taille est généralement inférieure a 50
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nm. Celles-ci sont rendues luminescentes en incanpodans leur matrice des terres rares,
typiquement de I'europium trivalent (Ew En effet ion EJ* introduit dans une matrice minérale,
posséde une luminescence stable dans le temps. 6l facilement modifiables, chimiquement et
biologiquement par des agents détecteurs. Elles généralement utilisées en imagerie par

fluorescence et comme agent vecteur de médicaraedesgénes? 0"

1.1.3. Les systemes de délivrance de médicamentmoparticulaires

La plupart des pathologies sont traitées gracetdidation de médicaments. Certains de ces
médicaments sont composés de molécules chimiqoes @lie d’'autres sont constitués de molécules
biologigues. Cependant, l'utilisation des médicatmegénére souvent certains effets secondaires.
L'amélioration des systemes d’administration et splparticulierement I'injection directe des
médicaments est une procédure qui cherche a éttéoade par I'industrie pharmaceutique et les
patients. L’encapsulation des médicaments dansraesporteurs est une possibilité qui a été étudiée
durant cette derniere décennie.

Les nanotechnologies offrent des moyens thérapegiglirects ou sélectifs des cellules ou
tissus malades. A court et moyen terme, la priteipgilisation des produits nanoparticulaires
médicinaux est la vectorisation des principes sctit’est le cas du DoXilet de I'Abraxan®
commercialisés sur le marché.Le Doxil® est un médicament utilisé dans le traitement dcaa
ovarien a I'état avancé ou dans le cas de récajives a une chimiothérapie. Il peut étre austséiti
pour traiter les myélomes multiples. Le D&xiést une molécule encapsulée dans un liposome
comportant des agents de furtivité afin d’amélioser biodistribution ; de telles particules sont
appelées liposomes furtifs. L’Abrax&héBaxter Healthcare) est préconisé pour le traitent
cancer du sein. Cette particule est basée suraesntation de paclitaxel, une molécule anticanséreu
(le Taxol), au sein d'une matrice protéique (altehiayant une taille de 130 nm.

Nous distinguons trois générations de vecteurs :

> 1°®génération de vecteurs

Constituée de nanoparticules sphériques ou capssilaiest la génération la plus connue et la
plus accessible. L'intérét de ces particules résidans leur capacité a éviter I'excrétion et
I'élimination par le systéme rénal. En effet, IFélhation se fait principalement dans I'organisme pa
le rein disposant d’un systeme de fonctionnemesé Isar la filtration a travers les pores de quedque
nanometres. Ainsi, lorsque des agents d’'intér@aitiée poids moléculaire sont encapsulés au sein de
vecteurs colloidaux d’une dizaine de nanometré§iirination par voie rénale devient impossible. En
conséquence, I'effet de ces particules est pr@ohg taille des NPs doit toutefois étre suffisamine

petite pour qu’elles ne restent pas bloquées @sngllis petits vaisseaux sanguins.
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Bien que la taille des NPs leur permette d'éuviternombreux pieges « géométriques » de
I'organisme, elles peuvent étre souvent phagocytéeses défenses immunitaires : les macrophages.
Il convient alors d’éviter la phagocytose en tromtgas défenses immunitaires pour atteindre la zone

d’intérét : on parle alors de furtivité.
> 2°™génération de vectesir

Comme nous I'avons évoqué dans le cas dé'faydnération de vecteurs, les mécanismes
naturels de métabolisation et d’élimination limitegrandement I'activité thérapeutique ou de
diagnostic des médicaments ou des agents de deningectés. Non seulement I'élimination de la
substance d'intérét de la circulation sanguine imila dose qui va finalement atteindre les tissus
ciblés, mais l'accumulation de cette méme substataes les organes délimination ou de
séquestration (rein, foie, rate ...) peut égalemptraner des effets secondaires toxiques au nigeau
ces tissus. Dans le cas de Il'utilisation d’agentaigraste, ces accumulations peuvent de plus raasqu
la zone d'intérét, et donc perturber et faussetéi@ction. C'est pourquoi de nouvelles stratégigs o
été développées afin d’augmenter la durée de w@dNgks dans le compartiment sanguin. Il s’agit de la
modification chimique de la surface des nano-trartsprs. Nous pouvons distinguer les NPs
PEGylées ou des NPs revétues d’'une couche de eddyiydrophile servant d’agent de furtivité. Le
temps de séjour de ces NPs dans la circulationugageut étre suffisamment important pour
relarguer lentement un agent thérapeutiqgue dasarg, ou pour qu'’il se produise une accumulation
passive au sein des tissus.

Cependant certaines particules telles que lesideBdurtifs restent longtemps dans le sang et
finissent par étre extravasées hors du compartisemguin. Ainsi, pour faciliter leur accumulation
dans un tissu donné, il est indispensable de fmmatiliser leur surface avec des ligands biologique
qui seront reconnus par les cellules composarisse d'intérét. La %™ génération de vecteurs fut

alors crée.
> 3°M™génération de vecteurs

C’est la combinaison des NPs cceur « core » ekoueloppe « shell » a base de polymeére
dotée ddigands biologiques biosélectifs comme des anpsdrdes peptidé§ des saccharides, des
oligonucléotides ou d’autres molécules comme l'adaique’® L'ajout de ces ligands & la surface des
nanoparticules favorise généralement leur capture lps macrophagé®.C’est pourquoi il est
important d’associer aux agents de ciblage destagienfurtivité afin de contrebalancer cet effed. L
formation d’une barriere stérique risque toutettdsmasquer les ligands et donc de rendre caduque le
ciblage actif. La balance entre les deux effetgasdhis difficile a régler. Par conséquent, lesrdg

de ciblage sont éloignés du cceur de la NP par as bepaceur (le plus souvent une chaine
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polyoxyéthylene) de maniere a ce qu'ils évolueld aurface de la couche de furtivité. L'utilisation
des bras espaceurs est également avantageuse deesure ou elle offre & 'agent de ciblage une plu
grande liberté de mouvement favorisant ainsi saptexation avec la cible. En effet, il a été montré
que le greffage de ligands directement a la surdiaaee particule entraine une diminution importante
de la vitesse de complexation, la liberté de mowrendu ligand étant fortement réduite par l'inertie
de la particule. La flexibilit¢é du bras espaceumpet alors de redonner suffisamment de liberté de
mouvement a l'agent de ciblage afin de maximiserp®babilités de rencontre entre le ligand et le

récepteur dans la bonne conformation. La figureillustre I'évolution de ces 3 générations de

oo

(a) Nanoparticule caeur (b) Agent de furtivité (c) Agent de ciblage

nanoparticules.

Figure 1.2: Schéma illustrant I'évolution des nanoparticul@y: " génération de vecteurs,

(b) 2™ génération de vecteurs et (E]génération de vecteurs.
[.1.3.1. Nanoparticule multifonctionnelle, principegénéral

Le concept de NP multifonctionnelle décrit par Beff prend en compte toutes les
considérations citées précédemment et est illdstng la figure 1.3.

Une telle NP a la capacité de transporter un osiglus principes actifs, ainsi qu'un agent de
contraste permettant son suivi dans I'organismepalient. La présence d’agents de furtivité a la
surface des particules permet d’'éviter leur cappaeles macrophages et augmente leur temps de
circulation dans I'organisme. Les agents d'infiiina permettent de traverser les barriéres biolaoggq
(telles que la paroi des vaisseaux sanguins) qdiessent entre les NPs et la zone ciblée. Erdin, |
agents de ciblage (anticorps par exemple) grefiédasNP autorisent un ciblage actif et favorisent
donc I'accumulation dans le tissu cible et/ou &imialisation par les cellules viséés.

La NP constitue alors une plateforme sur laqueanent se placer :
» L’agent de furtivité,

L'agent de ciblage,

L'agent d'infiltration,

L’'agent de contraste,

YV V VYV V

L’agent thérapeutique.
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Nanoparticule

¥ 53 s 1
/ \

[ Agents therapel{thue Agent de surface )
ou d’imagerie

@ Principe actif A LQQJ Agent de furtivité

@ Frincipe actif B T T Agent de ciblage

@ Agent de contraste
\<< Agent d'infiltration

Figure 1.3: Nanoparticule multifonctionnellé’

1.1.3.2. Ciblage passif

Il existe plusieurs médicaments a base de narmwectommercialisés utilisant un mode de

ciblage passif connu sous le nom de processusedmépbilité et rétention améliorée&>n raison

de leur taille et de leurs propriétés de surfaeetames NPs peuvent s'échapper vers les tissus au
travers de la paroi des vaisseaux sangdin®s tumeurs cancéreuses ont tendance a avoir un
drainage lymphatique et de vaisseaux sanguinsimpipsrtant et plus perméable que les tissus sains,
favorisant ainsi une accumulation de NPs en dllespaniére a concentrer le médicament cytotoxique
a I'endroit approprié. Une autre stratégie de gélpassif utilisée pour le foie, consiste a utilides
cellules myéloides comme les macrophages qui adsbibs NPs et les concentrent dans le site a

traiter (le foie) ; comme un cheval de Troie.

1.1.3.3. Ciblage actif

Des molécules spécifigues sont greffées a la srfdes NPs permettant ainsi la
reconnaissance de récepteurs spécifiques desesettahcéreuses. Le ciblage actif peut étre utilisé
pour introduire des médicaments dans les celldaséreuses par absorption du nanovecteur par les
cellules. La combinaison du ciblage actif et paggfmet, de réduire fortement linteraction des
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médicaments transportés avec les tissus sainauetorer I'efficacité de la chimiothérapie tout e

utilisant de faibles doses de médicament.

1.1.3.4. Destruction interne par IR ou au champ magétique

Une fois parvenu aux cellules cancéreuses par gabkctif, le nanovecteur absorbe le
rayonnement Infra rouge appliqué. Il se crée alwrdort réchauffement dans la tumeur cancéreuse
suivi d'une destruction sélective des cellules gras sans endommager les cellules saines. Un tel
mode de destruction est également utilisé avelRssmagnétiques pour détruire les cellules malignes

par hyperthermie en utilisant une bobine magnétighaut champs.

[.2. INTERETS DES NANOPARTICULES POUR LA MEDECINE

1.2.1. Avantages des nanoparticules

L'utilisation des NPs en médecine : la nanomédeestedevenue un domaine tres prometteur
quant aux différents modes de délivrance des médints (« drug delivery » en anglais) et en
particulier le développement de thérapies cibléms foncologie. Transporter des médicaments a
I'aide de NPs présente plusieurs avantages tels que

» La protection des médicaments contre les dégradatians l'organisme avant
d'atteindre leur cible.

» L’'amélioration de l'absorption des médicaments dimss tumeurs et les cellules
cancéreuses elles-mémes.

» Le meilleur contréle de la distribution des médieams dans les tissus au cours du
temps.

» L’absence d'interactions des médicaments avecd#ales saines, évitant ainsi les

effets secondaires.

1.2.2. Applications des nanopatrticules

Comme nous l'avons détaillé dans les paragraphéségents, outre la délivrance des
meédicaments, les NPs peuvent étre utlisées enothgdlapie, thermothérapie, thérapie
photodynamique et en diagnostic plus particuliérgree imagerie médicale.

» La radiothérapie consiste a détruire des cellplasées a proximité d’'une source
émettant des rayonnements ionisants. L'intérétNies est alors de véhiculer ou de

concentrer les effets ionisants directement auanive la zone A trait&.
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» La thermothérapie ou hyperthermie a la méme fidatitais utilise une élévation de la
température pour y parvenir. Il s’agit alors devouer par un champ extérieur
(magnétique ou laser par exemple) un échaufferneat grace a des NPs situées dans
la zone & traiter, de maniére a ce que I'énergisite soit suffisante pour élever la
température de quelques degrés (autour de 45°Q)isamt la destruction des
celluleg® %

» La thérapie photodynamique (PDT) est une technideetraitement basée sur
l'utilisation de molécules photosensibilisatrice®Sj, non cytotoxiques dans
I'obscurité, et qui vont étre activées par unediaton lumineuse, de longueur d’onde
appropriée (dépendante du PS). L'activation du RSaboutir & la génération
d’espéces fortement cytotoxiques (le plus souvemygéne singuletO,, mais aussi

d’autres espéces réactives de I'oxygéne) pourdiisies hotes des P3.

[.3. Conclusion

Les études effectuées durant cette derniere décenhimontré un grand intérét des NPs pour
le diagnostic de certaines pathologies et la ditive des médicaments lors de leur traitement.

Nous pouvons alors énumérer quelques critéres gahles pour des systemes destinés a la
thérapie et /ou a I'imagerie médicale.

v" Avoir une taille nanométriqgue allant d’'un nanométie quelques centaines de
nanometres et une bonne stabilité physico-chimifftenchissement des barriéres
biologiques, internalisation facile par endocytdaes les cellules cibles).

v Etre biodégradable ou biocompatible.

v' Permettre I'association avec un principe actif pauthérapie et/ou une sonde (agent
de contraste, éléments luminescents, élémentsaadg) pour le diagnostic ou le
ciblage cellulaire.

Dans le chapitre suivant, nous présenterons Ié&reliftes techniques d’'imagerie médicale et

biomédicale, leur principe de fonctionnement, leawantages et inconvénients.
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Dans le chapitre précédent, nous avons montrégiéiee aux récentes avancées les NPs sont
utilisées en nanomédecine pour le diagnostic etaiéeement de certaines pathologies. L'imagerie
meédicale est utilisée pour le diagnostic pour des bliniques ou scientifiques.

L’imagerie médicale est I'une des méthodes permetta visualiser les processus biologiques
au sein méme des organismes vivants, de maniérmvasive. Elle est essentielle & la compréhension
de leur physiologie et de leurs pathologies afinndeux les diagnostiquer, les pronostiquer et les
soigner. L'imagerie constitue donc un outil d’intigation de choix de plusieurs champs de la
médecine et de la biologie. Selon les informatieherchées, nous pouvons classer les différentes
techniques d’'imageries en deux grandes classes :

» L’imagerie structurelle : permet d’avoir des infations sur I'anatomie des organes
(taille, volume, localisation et forme éventuellare l€sion).

» L’imagerie fonctionnelle : permet d’avoir des infwations sur le fonctionnement des
organes (physiologie, métabolisme, ...).

Nous présenterons les différentes techniques dénmagnédicale et biomédicale, leur principe

de fonctionnement, leurs avantages et inconvénients

[I.1. LES DIFFERENTES TECHNIQUES D'IMAGERIE MEDICAL E

Les différentes techniques d’'imagerie médicalei@nbdicale sont dites non invasives et peu
traumatisantes. En effet, en dehors de linjectdmn traceurs pour certaines modalités, aucun
prélevement (biopsie) ni aucune atteinte des biagide I'organisme n’est nécessaire a leur mise en
ceuvre.

Ce sont souvent des rayons électromagnétiquesogquusilisés pour obtenir les informations
désirées, sans effectuer de prélévements sur tigma. Nous avons des rayons gamma dans le cas de
'imagerie nucléaire pour les rayonnements les phergétiques, les rayons X, les ultrasons lors des
échographies, les ondes radio dans le cas des@RMamplément d’'un champ magnétique constant),

et enfin les rayonnements infrarouges dans le edifnthgerie de fluorescende vivo.

[1.1.1. Rayons X

La possibilité de visualiser les organes interneszcles étres vivants par I'utilisation des
rayons X a été découverte pour la premiére foi$895 par Rontgeff.En effet, Rontgen a démontré
par ses premieres images en radiographie X quidtexune différence de contraste entre I'os, les
tissus mous et l'air se trouvant entre ces strastuCette technique s’est largement développée et

continue d’étre utilisée jusqu’a nos jofrs.
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Le principe de la technique consiste a placer jiet &ntre une source de rayons~4@0 kev)
et un détecteur de rayons X. Au cours de I'expmsitiu corps aux rayons X, chaque constituant de ce
dernier absorbe plus ou moins le rayonnement Xdifféarence d’intensité absorbéée qui existe entre
les différents tissus constitue ce que I'on appelleontraste. Ce contraste est d’autant plusgieetle
numéro atomique (Z) de I'élément absorbant estééfelie contraste est naturellement produit grace
au calcium (Z=20) contenu dans les os. Les agentsodtraste les plus couramment utilisés sont
l'lode (Z=53) ou le baryum (Z=56). Les NPs d’or (&) sont également proposées comme agent de
contraste pour I'imagerie par rayons X. Cependae¥,agents iodés ou nano-particulaires ont unefaibl
pouvoir de contraste ce qui entraine I'injectiorfalges doses lors de leur utilisation.

L'imagerie par rayons X est un type dimagerie cftumelle rapide offrant une bonne
résolution des structures de quelques dizainesictenmetres et présentant un fort pouvoir contrdastan
Cependant, la technique présente quelques insutfisadans le cas des organes a faible contraste. Le
dispositif est simple, peu onéreux et fournit dieerent I'image sans autres calculs préalables. Le
dispositif expose le sujet aux rayonnements iomssaat donc ne peut étre appligué comme un outil de

diagnostic pour le méme sujet que sous des medarsscurité adéquates.

[1.1.2. Imagerie par ultrasons

La technique d’imagerie la plus connue et employesitultrasons est I'échographie. Elle est
utilisée dans le domaine de la médecine, de laerebk et de l'industrie. Lors de I'exposition de la
partie du corps a examiner aux ultrasons, les gisaaus sont transparents mais présentent des
interfaces qui permettent de réfléchir differemmelats ondes ultrasonores. La résolution spatiale
dépend de la fréequence utilisée (généralement BritEeMHz).

Pendant cette derniére décennie, il a été proavpobsibilité d'utiliser des microbulles
(diamétre <5pm) pour I'imagerie par ultras6h<Ces particules sont généralement des émulsions
d’huiles perfluorocarbonées stabilisées par unetmuae phospholipid®s® Ces huiles possédent la
propriété de dissoudre d'importantes quantitésate(glles sont notamment utilisées pour produire le
sang artificiel). Ces microbulles sont fortemeri@genes en milieu aqueux puisque la différence de
densité entre le gaz contenu dans les microbuilies ¢éissus environnants est grande.

Pour des raisons physiques, les NPs n'ont aucue déhs cette technique. En effet, les
fréquences permettant la détection des particdaitle inférieure & 1um excedent 30 MHz ce qui ne
permet qu’une profondeur de pénétration de quelmidisétres dans les tissus vivants.

Le plus gros avantage de cette technique est guésti relativement bon marché, ne nécessite
pas d’équipement lourd, est portative. L'utilisatides ultrasons est sans danger c’est pour celeeque

type d'imagerie est utilisé pour imager le foetus.
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[1.1.3. Imagerie par résonance magnétique (IRM)

L'imagerie par résonance magnétique est un outfsamt non invasif d'imagerie médicale.
L'IRM est tres utilisée pour : diagnostiquer préement le cancer, contrdler des implants, imager le
fonctionnement du cerveau et la vascularisatiooett&ins organes.

Le principe de la technique est basé sur la Résenlslagnétique Nucléaire (RMN) combinée
avec la relaxation des protons de I'eau dans umphmagnétique. Lorsque des noyatkk ¢e I'eau,
COmposés organiques) possédant des spins nonegpant soumis a un fort champ magnétique, il se
produit un alignement paralléle ou antiparalléls dpins® Au cours de cet alignement, les spins
précessent a une fréquence spécifique appeléesfrégule Lamor (figure I.1. a). A la résonance, les
protons absorbent d’énergie et s’excitent a I'atdatparalléle. Ensuite, il se produit une relaxatiles
spins excités vers I'état initial. Il existe dewmps de relaxation : temps de relaxation longitldin

T1 et temps de relaxation transversale T2 (figufed, d).

a)
|
"o e
1 —
T, (@ =78,
-
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Figure 11.1. Principe de I'IRM : a) alignement parallele ouipatallele de spins dans un
champ magnétique et précession a la fréequencerderka, ; b) changement de la magnétisation des
spins — relaxation des spins excités ; c) tempeldgation longitudinale T1 ; d) temps de relaxatio

transversale T2

Selon ces différents processus de relaxation,desta de contraste sont classés en agents de
contraste T1 ou T2.
Les agents de contraste T1 dits agents de conjpasigf sont généralement des composés

paramagnétiques contenant les ions métalliquesjtels Mii*, Mn**, F€* et Gd*. Le Gd" est plus
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fréquemment utilisé du fait de ses 7 électrondaélires et de son long temps de relaxaffort En
dehors du GH, seul le MA" est approuvé en imagerie clinique et connu sousol de Mn-
dipyridoxyldiphosphate [Mn(DPDP}]. Certains complexes de gadolinium sont disponibliss le
commerce. C'est le cas de : DTPA (diethylenetrizapentaacetic acid) appelé Magnevist®, DOTA
(1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7,10-tetraacetacid)  appelé Dotarem®, et DPDP
(dipyridoxyldiphosphate) appelé Teslascan®. Leedadiniques recommandées pour ces complexes
sont de l'ordre de 1 g de Gd dans un corps deg76 k

Les agents de contraste T2 dits agents deastatnégatif possédent un court temps de
relaxation induisant des images a faible contradte. sont généralement des composeés
superparamagnétiques de fer. Les NPs d’oxyderdapf@ouvées en imagerie clinique sont connues
sous le nom de Feridex IV® et Resovist® utilisésimpimager le foie ; et GastroMARK® pour
imager le color?

Lors d'une imagerie clinique, ce sont les protoad’'eéau contenue dans les tissus qui sont
observés® Afin de renforcer la différence de contraste emetissus, il est important d'ajuster les
vitesses de relaxation longitudinale (1/T1) et dxeamsale (1/T2) de I'eau dans les tissus. Pouics f
il existe un nombre illimité de séquences pulséesqui garantit la possibilité de variation des
parametres de numérisation lors de I' IRM et paséquent une grande liberté pour choisir le meilleu
contraste selon la composition, 'emplacementegtironnement des tissus.

L'IRM est une technique qui utilise un rayonnemanh ionisant, permet d’avoir une forte
résolution spatiale (25-100 um), temporale et um Gantraste des tissus mdlisLa technique n’est
pas limitée et peut fournir des informations surfdactionnement de certains orgafie€lle est
également utilisée pour le diagnostic des maldties le suivi dans la délivrance de certains

médicament&®

I1.1.4. Imagerie nucléaire

L'imagerie nucléaire est une technique d’imagettidisée en médecine nucléaire. Elle est
basée sur la désintégration des éléments radiwactitenus dans des sondes radionucléides injectées
au patient afin d’avoir des images sur la strucairka fonction de l'intérieur du corps. Les ditéts
types d’'imagerie nucléaire utilisés actuellememt stassés en deux catégories :

» Latomographie a émission de positrons (TEP ou RBEnNglais « Positron Emission
Tomography »).

» Tomographie d’émission monophotonique (TEMP ou SPEG anglais « Single
Positron Emission Computed Tomography »).

Ces deux technologies permettent de détecter gessaémis par les radionucléides dans les
tissus vivants. Les radio-traceurs peuvent étrecti& rapidement et en temps réel. La technologie
TEP est congue pour détecter indirectement lespsstémetteurs de positrphquand ils rencontrent
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les tissus alors que la TEMP détecte directementrdgonsy de faible énergie émis lors de la
désintégration des radio-tracetfts.

Les agents de contraste les plus utilisés en TEPdes éléments radioactifs tels que le fluor
(**F, demi-vie T= 110 min ), le cuivre®{Cu, demi-vie T,= 12, 2 h) et liode't, demi-vie T,=
4,2 jours ) alors qu’en TEMP ceux utilisés sontelehnétium ¥™Tc, demi-vie T,,= 6 h ), l'iode A,
demi-vie T;= 13,2 h) et I'indium *in, demi-vie T,= 2,8 jours):®°

La tomographie TEP a une grande sensibilité, unenéo résolution temporelle
comparativement a la TEMP et a I'lRM. Sa résolutspatiale est meilleure que celle de la TEMP
bien qu’étant inférieure a celle de I'IRM, I'échaghie et de I'imagerie de fluorescence.

En plus des risques liés a I'exposition des rayomamgs, I'un des inconvénients de la TEP est
la nécessité d’avoir une source cyclotron pour piredes isotopes. Les isotopes de la TEMP ont des
demi-vies relativement longues et sont accessiblasautre défi auquel la TEP est confrontée est la
difficulté de couplage chimique entre radionucléidet protéines ou avec les nanoparticules.
Récemment, une approche a été proposée par l'uttiotn de la chimie dite « click chemistry » et

I'utilisation de molécules conjugué¥s.

[1.1.5. Imagerie de fluorescence

L'imagerie de fluorescence est une méthode d'inade¥s puissante utilisée chez les petits
animaux en raison de sa sensibilité, de la rapaiaéquisition et du temps de traitement du signal.
Cela permet ainsi une imagerie en temps réel.

L'imagerie par fluorescencm vivo, utilise des fluorophores émettant dans le domdine
visible (450-650 nm), mais reste limitée en raistenl'absorption importante, de la diffusion des
photons émis et de l'auto-fluorescence des tiglesutilise aussi des fluorophores émettant dans
proche infrarouge (650-900 nm) avec une plus graedsibilité due a une meilleure transmission et
détection de la lumiére émise dans un domaine deectration allant du 18 & 10 M.*%

Bien gu'il existe plusieurs systemes d’'imagerigigue congus pour la souris dans le NIR, la
grande limitation de cette technique chez I'hnomréside dans la limitation de la profondeur de
pénétration du signal de photons émis. La tomogea@D de fluorescence moléculaire et la
microscopie intravitale sont explorées pour I'é&utks processus moléculaires chez les animaux. La
microscopie intravitale est tres sensible dans petite zone pour I'imagerie moléculaire et les
processus cellulaires dans les tissus vivants amedrés bonne résolution (1-10 pff)Récemment,
une nouvelle plateforme d’'imagerie installée auadigment de médecine de Beth (Israel) et basée sur
la fluorescence assistée a été concgue pour ungsiicouen chirurgie en temps réel dans le NIR pour
imager les processus cliniques translationffél8ssurément, ces récents développements cliniques
nous ont beaucoup intéressés car ils offrent desilgbtés d’applications trés importantes pour les
NPs que nous avons développées au cours de agte th
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[1.1.6. Imagerie multimodale

Les sondes d'imagerie multimodale contiennent gée@ent deux ou plusieurs composeés
d'imagerie complémentaires qui permettent leurctiéte et leur localisation par des technologies
d'imagerie complémentaires. En combinant les agastales différentes techniques d'imagerie, les
NPs ont le potentiel multimodal pour s’affranch@sdimitations de sensibilité et de résolution ga'u
approche d'imagerie unique pourrait avoir.

Les avantages de ces sondes, ainsi que leursdiptiterécemment été étudi@SL utilisation
de plusieurs modalités d'imagerie est souvent sagespour des sondes moléculaires qui sont
généralement considérées comme des sondes corffin@ment la lumiere et désignées par le terme
anglais «hot spots». Avec peu d'informations suodalisation anatomique précise et la physiologie
de l'organe, la quantification de la concentratienla sondén vivo, dans une région définie ou un
volume d'intérét reste un défi. Les techniques afjarie TEP et TEMP combinées avec la
tomodensitométrie (TDM) offrent la possibilité déarer des images TEP/TEMP avec une haute
sensibilité et résolution. Il a également été déndoque lintégration de la TEP et I''RM permet
d’avoir une bonne résolution spatiale en IRM e haute sensibilité en TEP.

Au cours de ces dernieres années, plusieurs graugemis en évidence le potentiel des
sondes multimodales en combinant I'RM/TEPI'RM et la fluorescenc®’ et I''RM/TEP et la

fluorescencE® pour 'imageriein vivodes zones inflammées.

[.2. CONCLUSION

Nous avons mis en exergue l'importance de l'imageniédicale dans le diagnostic et la
compréhension de certaines pathologies. Les diffésemodalités d’'imagerie (IRM, échographie,
imagerie nucléaire) employant des sondes nanopkaities sont aussi bien applicables chez les
animaux que chez 'lhomme. Cependant, il conviemater qu’actuellement , seuls les animaux font
I'objet d’études en imagerie optique. Mais, leserés développements laissent augurer un passage sur
’homme dans les prochaines années notammentiengib assistée par imagerie NIR (proche Infra
rouge).

L'IRM est dotée d'une forte résolution, n'a pas limite et permet de diagnostiquer
précocement des pathologies ou de suivre la détierade certains médicaments dans le corps.
L'imagerie de fluorescence quant a elle, possédefarte sensibilité, est rapide, facile & mettre en
ceuvre, moins cheére et est utilisée dans la compsére de la biodistribution des NPs et de leur
comportemenin vivo. L’association des deux modalités d’'imagerie perde tirer profit de leurs

avantages.
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La tomodensitométrie est 'une des méthodes d'imaguédicale les plus utilisées dans les

hépitaux en raison de son faible colt, son efftéaei de sa disponibilité.

En prenant en compte toutes ces considérationsug a semblé judicieux de nous intéresser
aux NPs d'oxyde et d’oxysulfure de lanthanides (&dGd.0,S, Dy0s;, DY,0,S, HgO; et HGO,S)
dopés avec un centre Iuminescent3(Eh{b3+, Ert ...). En effet, la durée de vie de luminescence de
ces NPs est beaucoup plus longue (quelques mdhsies) que celle des autres luminophores (QDs et
colorants organiques) permettant ainsi de s’affrarde I'autofluorescence des milieux biologiques e
du phénomeéne de photoblanchiment. De plus, ellesagssi bien excitables en UV-visible, en NIR
que par rayons X. Ces NPs possédent ainsi undtehpel pour le marquage cellulaire.

L’ion Gd** posséde des longs temps de relaxation électromigjupii influe sur les temps de
relaxation T1 et T2% Alors que les ions Hoet Dy sont caractérisés par de courts temps de
relaxation électronique ce qui influe leur tempsrelaxation T2* Ces composés paramagnétiques
ont tous de forts potentiels pour étre utilisés m@magent de contraste pour I'IRM.

Notre premier objectif a été de synthétiser, aipdé sels de nitrates de ces terres rares, puis
caractériser des NPs de 8d Gd.0,S, DyOs, Dy,0,S, HaO; et HoO,S dopés par des terres rares
(EU*, EF, YB*).

Le deuxieme objectif a été de greffer a la surfdeeces NPs un groupe fonctionnel (silice
aminée ou silice mésoporeuse) pour la rendre pltive. Ensuite, des molécules biologiques ont été
greffées pour servir de clé de reconnaissancedigple. Pour mieux comprendre l'interaction de ces
nanoplateformes avec les milieux biologiques, dststde cytotoxicité et d'imagerie cellulaimnevitro
ont été effectués.

Le 3™ objectif de ce travail a été d'utiliser nos nalatgformes versatiles synthétisées pour
associer ces deux techniques d’'imagerie (I'IRM ’iebadgerie de fluorescence). Nous explorerons

également les possibilités d’utilisation de nogdipales en tomographie X.
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Dans ce chapitre, nous décrirons le protocole d¢hége de NPs de &k, Ho,O3, Dy,0s5,
Gd,0,S, HaO,S et DyO,S dopées avec un centre luminescent ainsi que dawastérisations. Une
étude bibliographique complémentaire au chapiteerh présentée pour chaque catégorie de NPs.

Ensuite, les résultats obtenus seront présentiscetés.

[ll.1. Synthese et caractérisations des NPs luminesntes a base de Ly®;
(Ln = Gd, Dy et Ho)

Comme nous l'avons évoqué dans le chapitre |, lathege de NPs destinées a des
applications en imagerie et thérapie médicale implescontrdle de nombreuses caractéristiques
physico-chimiques telles que la structure cristallet la morphologie des particules. Les procédés
chimie douce permettant de préserver la textureydgphologie et la structure sont, par conséquent,
bien adaptés pour I'élaboration de ces NPd.’homogénéité des particules obtenues, le comtlés
différentes étapes de germination et de croissdasecristallites issus du liquide sont les pringipa
avantages de ces procédés de synthése.

Dans la littérature, il existe plusieurs méthodiéssdde chimie douce permettant I'élaboration
de NPs d'oxyde de lanthanides. Nous pouvons énuniéseréactions sol-gef, les synthéses par
combustion™® les réactions chimiques en micro-émulsidrou encore les synthéses par voie
polyol.™® La formation de particules sphériques de taille-sicronique, a partir d’une solution
aqueuse de sels de 4 température modérée (600-700°C) par spray meayété développée par
plusieurs groupes de recherche, dont le rdtréprés un traitement thermique a 1000°C, des
microparticules sphériques d’oxyde cubique crist@lbnt été obtenues. Il faut également ajouter la
méthode de coprécipitation basée sur la précipitaéin phase aqueuse d’hydroxyde suivie d'un
séchage. Par des traitements thermiques approptiésontrolés, les particules sont ensuite
décomposées en oxyde de lanthanides luminescdon I8e conditions d’élaboration, la morphologie
(taille et forme) de I'hydroxyde et par conséquegite de I'oxyde change. Ainsi des nanocristaux de
Y,0; :EF** cubiques de dimension 10-45 nm ont été obtéha®rs que des particules en forme de
batonnets® ou de nanotubé&s ont été obtenues par voie hydrothermale. Matijetid.> ont rapporté
pour la £ fois la synthése de NPs sphériques et monodisperesyde de lanthanides par la
précipitation en milieu aqueux de carbonates desgerares avec l'urée utilisée comme agent
précipitant. Cette méthode a été utilisée récemmantnotre équipe pour synthétiser des NPs de
Gd,0,: EU** sphériques et monodisperses de diamét6® nm®?

Compte tenu des criteres souhaitables pour degmgst destinés a la thérapie et /ou a
imagerie médicale précités au chapitre I, il nhausemblé judicieux d’optimiser cette derniére

méthode afin d’avoir des NPs de B¢ EU** sphériques et monodisperses de dian®r@0 nm.
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11.1. 1. Synthése et caractérisations des NPs @&d,03: Eu**

[11.1.1.1. Principe et méthode

Les NPs de GfD;: EU** sont synthétisées par la méthode dite de coptatigui rapportée par

|55

Matijevic etal.” dont le principe général est présenté dans ladigul.

Dissolution de CO(INH,)s. GA(INO3)5.6H-O et Eu(NO;);.6H,0
dans I’'eau distillée

Chaufitge & 85 °C sous
agitation pemdant um femps t

h 4

Précipitation d’hydroxycarbonate de gadolinium

Séparation par cenirifigation
Lavages & eau distillde
Séchage d 80°C

A 4
NPs d’hydroxycarbonate de gadolinium dopé A
1’ europium

Reocrif a 850°C pandant 4h.

NPs de Gd,0;: Eu’

Figure lll.1. Schéma représentatif de I'élaboration des NPsHOGEL".

L'urée et les nitrates de gadolinium et d’europisont dissous dans l'eau distillée. Le
mélange est chauffé a 85°C et agité pendant 110 eniit y a apparition d’'un trouble. Les

concentrations optimales utilisées sont cellesqséps par Matijevie: [Gd®'] = 5,6*10°mol.L™ et

[Eu’]

- - 0,
a1y > mol%

[urée] = 0,5 mol.[* avec

Au cours de cette réaction de précipitation, I'dgprécipitant (I'urée), se décompose en
formant des cyanates d’ammonium (équation (Ill.PDis en solution neutre, les ions cyanates sont
convertis en carbonates d’'ammonium (équation f)ll.Rarallelement, les nitrates de lanthanide sont
lentement hydrolysés en milieu aqueux. On peut salgr observer la précipitation de

I’hydroxycarbonate de gadolinium (équation (111.3))
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NH-CO- NH, — NH3 + HNCO < NH," + NCO (111.1)
NCO®2H,0 — NH," + CO* (111.2)
[GA(OH)(ED)x1]?" + CQZ — Gd(OH)CQ.(X - 1)H,0 (111.3)

Les NPs d’hydroxycarbonate de gadolinium sont aémarées par centrifugation (pendant 30
mn a 4500 tr/min), lavées et séchées a 80°C dwmaamtnuit. Ensuite, un recuit sous air a 850°C
pendant 4h a été effectué pour obtenir 'oxyde adotinium dopé a I'europium : GO;: EU*'. La

conversion des NPs d’hydroxycarbonate en oxydaissdlon I'équation de la réaction suivante :

2[Gd(OH)GMH:0) — GO, + 2CQ + 2H,0 (I11.4)

111.1.1.2. Résultats et discussions

111.1.1.2.1. Caractérisations

L'analyse radiocristallographique du précipité sevant et apres recuit nous a permis de

tracer les diffractogrammes présentés dans ladifjug.

e ICDD (Fiche No. 012-0797)

Figure 1l1.2. Diffractogrammes du précipité séché : (a) avacuiteet (b) aprés recuit sous air a
850°C pendant 4h.

Avant recuit (figure 111.2.a), aucune raie de difftion RX n’a été détectée ; ce qui indique que

le composé obtenu apres séchage est amorphe. koldquoudre a été recuite sous air a 850°C
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pendant 4h (figure 111.2.b), le diffractogramme geéte des raies fines et bien définies indiquaat u
bonne cristallisation du composé. L’indexation des adaies dans la base de données ICDD
(International Centre for Diffraction Data) nous permis d’identifier la fiche No: 012-0797
correspondant a la phase cubique de I'oxyde deligada (C- Gd0Os). Ces résultats montrent bien
que le composé obtenu aprés recuit est de I'oxgdgadolinium.

L’analyse par spectroscopie infrarouge de la pows#ehée avant recuit (figure I11.3.a)
présente des bandes intenses a : 1404 et 151 Gamactéristiques des modes de vibration des ligiso
C—O des carbonates ainsi qu'a 1080, 842 et 693 canactéristiques des modes de déformation des
liaisons G-O des carbonates. Ce spectre présente égalemebanide large centrée a 3412 cet un
épaulement & 1646 ¢m tous deux attribués aux vibrations des liaisopdréxyles G-H des
molécules d’eau adsorbées a la surface des pagiddes résultats concordent avec ceux obtenus lors
des récents travaux de notre équf qui nous a permis de conclure que la phase &matptenue
est de I'hydroxycarbonate de gadolinium dopé artipium : Gd(OH)CQ@H,O: EU*. Aprés le recuit
(figure 11.3.b), l'intensité de ces bandes a forent diminué et il y a apparition de deux nouwelle
bandes & 543 et 443 ¢ruorrespondant respectivement aux élongations dsyne et symétrique de
la liaison Gd-O° Ces résultats confirment ainsi la transformatien Gd(OH)CQ.H,O: EU* en
Gd,0s: EU™.

(b)

(@)

b
54

443

<~
7
3412 1515 1404

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Nombre d'ondes (c'ri'1)

Figure 111.3. Spectres IR du précipité séché : (a) avant ret\lt) aprés recuit sous air a 850°C

pendant 4h.

Afin d'étudier les caractéristiques morphologiqudss nos particules, des observations en
microcopie électronique a transmission (MET) ot éffectuées. Les images MET des particules de

G0s: EU* (figure 111.4), montrent des particules sphériquemonodisperses en taille et
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nanométriqgues avec un diamétre moyen de 240 nmit(8gee = 10 nm). Ces résultats montrent

gu’apres le traitement thermique, les particuleg been denses et ne s’agglomérent pas.

35 2%

Figure l.4. Images MET des particules de B¢ EU** obtenues apres recuit.

La taille de ces particules étant un peu grande lgsicritéres souhaitables pour des systemes
destinés a la thérapie et/ou a l'imagerie médipadeités au chapitre I, nous avons étudié quelques
parametres dans le but de diminuer la taille depagtcules tout en conservant leur forme et leurs
propriétés. Contréler la taille de ces particulmgant alors a contrdler la réaction de préciptati

La voie de synthese choisie étant la coprécipitaties différents parametres nécessaires au
contréle de cette réaction sont notamment : laeaination en précurseurs ([&H [urée]), la durée et
la température de réaction ; puis enfin la natwresalvant utilisé. Des travaux ont été déja efféstu

1.>° et au sein de notre équfpsur la cinétique de cette réaction en controlast de

par Matijevic eta
parametres tels que la concentration en précurskeudtirée de réaction sans pour autant diminuer
significativement la taille de ces particules. dus a semblé alors judicieux d'étudier I'effet de |

nature du solvant utilisé et de la durée de lati@gasur la taille de ces particules.

[11.1.1.2.2. Contrdle de la taille des particules

Influence de la nature du solvant

La nature du solvant a été changée en remplagaa lpar un mélange eau-éthanol (eau-
EtOH) dans la méthode d’élaboration de ces paetcpiésentée en 111.1.1.1. Pour ce faire, diffi@en
teneurs volumiques en éthanol ont été utiliséés diirée de réaction est fixée a 100 min.

Les résultats obtenus par analyse radiocristalpiigae et par spectroscopie IR sont

identiques, quelle que soit la composition du saivBonc ces résultats ne seront pas rapportes ici.
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Les images MET des NPs de &8¢ Eu** obtenues en fonction de la teneur volumique en
éthanol sont présentées dans la figure 111.5. Apeesit (850°C, 4 h), les NPs sont bien sphériques,
monodisperses en taille et avec un diametre atlar240 nm (écart type = 10 nm) pour le solvant
contenant 0%vol EtOH a 107 nm (écart type = 9 rpolr le solvant contenant 20%vol EtOH. Pour
des teneurs supérieures a 20%vol EtOH, les paticebnt plus petites mais non monodisperses et

s’agglomeérent apres le recuit.

a)

Figure 111.5. Images MET des particules de ¢ EU** obtenues a partir d’eau contenant :
a) 0 vol%, b) 10 vol%, c) 20 vol% et d) 30 vol%EI®OH.

Le tableau IIl.1 présente la relation entre la tame diélectriqgue du solvant et la taille des
NPs de GgDs: EU*.

Lorsque la constante diélectrique du solvant dimide 60,58 a 50,81 ; la taille des particules
décroit significativement de 240 a 107 nm. Pourddsurs de > 50,81 ; la taille des particules est
inférieure & 50 nm. Ces résultats concordent awaix capportés par Yoo etl.?! concernant
'influence de la constante diélectrique du solvsunt |a taille des particules de carbonate et dlexy
d’yttrium.

Cette méme variation a été récemment rapportéEaspar eal."*

au cours de leurs travaux

sur la synthese des particules de carbonate eyakode gadolinium dans des mélanges de solvants
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tels que : eau-EtOH, et eau-Ethyléne glycol. Aussi;ils montré que les ions nitrates issus de la

dissolution des précurseurs stabilisent la formadie particules de petite taille.

Tableau Ill.1. Relation entre de la constante diélectrigu mélange eau-EtOH a 80*€et la
tailles des NPs de GO EU**.

Eau: EtOH (%, v/V) Constante Diamétre moyen des Déviation standard (nm)
diélectrique ) particules par TEM (hm)
100: O 60,58 240 10
90:10 55,70 139 11
80:20 50,81 107 9
70:30 45,88 <50 -

Evolution de la taille des particules et du pH dilieu réactionnel lors de la précipitation

L'étude de la taille des particules lors de la jpi¢ation d’hydroxycarbonate de gadolinium a
été effectuée avec le mélange eau-EtOH (80-20%pat) DLS (Dynamic Light Scattering). Un
prélevement de 2 mL du mélange a été effectué intlrsalles de temps réguliers et la valeur du pH
a été mesurée. La figure .6 présente I'évolutihndiametre hydrodynamique des particules et du

pH au cours du temps.

180
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Figure Il1.6. Graphe montrant I'évolution : (a) du pH et (b}ddle des particules d’hydroxycarbone

de gadolinium au cours du temps.

Au cours de la %® heure de réaction, le pH du mélange augmente @65 cause de la

décomposition de l'urée qui conduit a la formatate groupes carbonates basiques. Avant pH = 6,
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aucune particule n'est détectée en DLS. Apresalbohcentration en carbonates devient suffisaihte :
y a précipitation et la taille des particules atted0 nm. Lorsque la réaction se poursuit, ladaikes
particules augmente progressivement a 180 nm gleesla valeur du pH est quasiment constante.

Enfin, le pH augmente au-dela de 6 aprés 200 min.
Etude de l'influence de la durée de réaction suiaifle des particules et le rendement

L’influence de la durée de réaction sur la tailks gharticules a été aussi étudiée. Pour ce faire,
différents temps de réaction ont été utilisés. dadpe obtenue a été recuite a 850°C sous air pendan
4h. Le tableau Ill.2 résume les différents rendemsiele réaction calculés par rapport a I'oxyde de
gadolinium en fonction de la durée de réaction. lmages MET des particules correspondant a
chaque durée de réaction sont présentées suuta i 7.

Nous remarquons que la taille des NPs augmentquers durée de réaction augmente. Les
NPs restent toujours sphériques lorsque le rended®enéaction est proche de 100% contrairement
aux résultats obtenus quand le solvant utiliséle$eau puré?

Les tailles mesurées en MET sont plus petites gllescrapportées en DLS. En effet, la DLS
mesure le diametre hydrodynamique et de plus lersadransformation de I'hydroxycarbonate en
oxyde, la taille des particules décroit. Toutefdiy a une parfaite concordance entre ces derigssé
de mesures effectuées.

En somme, un contrble approprié des paramétresimgéaux de la réaction de précipitation
nous a permis de préparer des NPs dg@EL** sphériques et bien monodisperses en taille. Dans |
but de synthétiser des NPs de taille voisine de 0 les meilleures conditions expérimentales
déterminées ici sont : un solvant contenant un mg&aau-EtOH (80%vol-20%vol), une température
de réaction égale a 85°C et une durée de réacéoh08 min. Ces conditions nous ont permis de
synthétiser des NPs de &4: EL** sphériques, monodisperses en taille et de diardgaka 107 nm

(écart type = 9 nm). Nous utiliserons dans la slgt@os travaux ces conditions expérimentales.

Tableau Ill.2. Effet de la durée de réaction sur la taille detiqdes et le rendement.

Durée de réaction Rendement (%) Diameétre moyen des Déviation
(min) particules par TEM standard (nm)
(hm)

90 9,6 85 7

100 14,4 107 9

150 41,4 120 5

250 82 130 6
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Figure 111.7. Images MET des NPs de @¥: EU** (recuit sous air & 850°C, 4 h) obtenues a partir
d’un solvant contenant 20 %vol EtOH aprés : (ap®, (b) 100 min, (c) 150 min et (d) 250 min de

temps de réaction.

[11.1.1.2.3. Propriétés optiques des particules

Comme nous l'avons évoqué, I'oxyde de gadoliniurpé&a I'europium a été choisi, entre
autres, pour ses propriétés optiques : matrice tiatesparente (gap d'énergie = 5,4 eV), émission
intense dans le rouge sous excitation UV. En d#stions europium ont une taille trés proche dle ce
du Gd", ce qui leur permet de s'intercaler aisément dansatrice hdte par substitution aux ions
gadolinium (sites €et S).

Sous excitation UV, le spectre d’émission du priéeipavant recuit (figure 111.8.b) montre une
luminescence trés faible. Cela est d0 a la présgac®mbreuses liaisons-B au sein de la matrice
diminuant ainsi lintensité lumineuse (transforroatide I'énergie émise en énergie vibratoife).
Aprés recuit a 850°C, la proportion des liaisorsHdiminue drastiquement, ce qui accroit I'intensité
lumineuse. Le spectre d’émission sous excitation =254 nm (figure 111.8.a) montre les bandes
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correspondant aux transitiofi8, — 'F; (J = 0, 1, 2, 3 et 4) dont la plus intense estZ®m. C'est
cette bande qui confere au matériau une luminescenuge, caractéristique de la transition dipolaire
électrique®D, — 'F, des ions EY en symétrie § soit les 3/4 des ions Eu Dans la littérature,
plusieurs travaux ont été effectués sur la lumieese de 'EE" dans des matrices cubiques telles que
Y,0z:EU, GAOsEU* et LpOs.'® Les positions spectrales des raies d’émission dont bien
connues et la plupart des raies d’émission soribadibles au site CSeules deux transitionB, —

'F, attribuables au site;Sont présentes, mais plus faibles.

*Do—'F,
—t
1,0+
0,8
T ]
) a
S @) (b)
p—
— 04Dy —"F,
0,2 5 7 5 7 SDO"7F4
: Do— F1 Do— "F3
0.0 N A M
T T T T T T T T T T T T T T 1
580 600 620 640 660 680 700 720
A (nm)
(C) 0z - Eu3*
25000 /
20000 | 85— 61 (Gd*Y) "Fo,1—5D2(Eu®)

15000 - Fo,1—>°D3, 5L (EU%Y)
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"Fg,1—°Dg (EU®)

T T T T T T T T T T T T T 1
250 300 350 400 450 500 550 600

A (nm)

Figure 111.8. Spectres d’émissiona,. = 254 nm : (a) G&Ds: EUW** (recuit sous air & 850°C, 4 h), (b)
poudre avant recuit (Gd(OH)G®1,0: EU*) et (c) spectre d’excitation de @} EU** observé a 612
nm (recuit sous air a 850°C, 4 h).
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Le spectre d’excitation, observé a 612 nm (Figur8.b) peut étre décomposé en trois zones,
correspondant chacune a un mode d’excitation éifterDans la zone 350-550 nm, ce sont les
transitions entre les niveaux 4f de I'ion *Eucorrespondant a I'excitation directe de I'ion qui
apparaissent. Les transitioﬁﬁle 5DJ=O,1,3; *Le peuvent étre observées. Dans la zone de 250-275 nm
I'émission se fait via I'excitation dans la bande tdansfert de charge (CT). Enfin, entre 275 et 340
nm, les fines raies qui apparaissent au pied deatale de transfert de charge correspondent aux

absorptions du gadolinium.

1.1. 2. Synthése et caractérisations des NPs 9,03 Eu®* et Dy,03: Eu®*

Nous avons dédié ce paragraphe a la synthése dedeNPleOs:EU®* et Dy,Os:EU*.
L’holmium et le dysprosium ayant également des pétgs paramagnétiques, nous avons
préparé ces matériaux selon la méthode décrite amagmaphe Ill.1 afin d’évaluer leurs
propriétés de luminescence.

Les diffractogrammes RX présentés sur la figure9dlidont ceux des matériaux
préparés. L'indexation de ces raies dans la basmualeées ICDD, nous a permis d'identifier
la fiche No: 044-1268 correspondant a la phaseiqoeb de I'oxyde d’holmium :
Ho,O5(figure 111.9.a) et la fiche No : 022-0612 corregpant a la phase cubique de I'oxyde

de dysprosium : D¥Ds(figure 111.9.b).

)
a, b [
) ® |CDD (Fiche No. 044-1268) ) e |CDD (Fiche No. 022-0612)

20 (°) 20 (%)

Figure 111.9. Diffractogrammes RX des NPs de : (a),Bg EU** et (b) DyOs: EUW**
obtenues apreés recuit sous air a 700°C pendant 4h.
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Les images MET des NPs de #g EU’* et Dy,Os: EU** obtenues sont présentées sur la
figure 111.10. Les particules sont sphériques, ndisperses en taille et de diamétre égal a 51 nart(éc
type = 3 nm) pour les NPs de #@a: EU** (figure 111.10.a-b) et 90 nm (écart type = 11 npaur les
NPs de DyOs: EU** (figure 111.10.c-d).

Figure 111.10. Images MET des NPs de : (a-b)#0g EU** et (c-d) DyOs: EU™* obtenues aprés

recuit sous air a 700°C pendant 4h.

Les propriétés de luminescence des NPs d@BEL" et Dy,Os: EU* ont également été
explorées. Nous avons constaté que la luminescéacees NPs est trés faible lorsqu’elles sont
excitées a 254 nm. Elles ne sont donc pas utibsgibur I'imagerie de fluorescence.

l11.1. 3. NPs a base de LrO3 (Ln = Gd, Dy et Ho) pour I’ « up-conversion »

Dans ce paragraphe, nous nous intéresserons aapegel Yb/Er dont les propriétés optiques
présentent un grand intérét technologique. Sousioes conditions, le couple d’ions Yb/Er donne
lieu a un processus appelé « up-conversion » @auel deux photons IR sont absorbés pour donner
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un photon émis dans le visibf&.Plusieurs mécanismes donnent lieu & un tel phémenidais, le
mécanisme le plus fréquent est que deux ion¥ ¥bsorbent chacun un photon IR pour ensuite
transférer tous deux leur énergie & un iofi Bui se désexcite en émettant un photon dans itdevis
Un tel dopage des NPs est particulierement inténéstans le domaine du marquage biologique par
rapport aux systémes conventionnels (chromophaganmues, quantum dots). En effet, la plupart
des tissus biologiques possédent une fenétre afgede transparence (dite fenétre thérapeutique)
située entre le rouge et le proche infrarouge (8001,2 pmy”’. L’excitation et I'émission dans cette
fenétre permettent alors une pénétration plus pd#ode la lumiére dans le milieu biologique
favorisant une imagerie profonde (quelques ém)vivo. De plus, dans cette fenétre spectrale,
l'autofluorescence des milieux biologiques est tf@ble ainsi que les phénoménes de diffusion
autorisant la collecte d’un signal possédant unrapport signal/ bruit®. D’un point de vue pratique,
I'excitation est souvent effectuée a 980 nm erorage la facilité d’utilisation des lasers fonctiamt

a cette longueur d’'onde.

[11.1.3.1. Le phénomene d’ « up-conversion »

Le processus d’ «up-conversion» fait appel a plusigghénomenes d’efficacité différente
(transferts d’énergie, relaxation croisée, effebpatif, ...) mais résulte principalement de deux
mécanismes :

v Soit d’'une addition de photons par transferts d'giee appelée APTE (ou ETU pour
Energy Transfer Up-conversiprDeux ions se trouvent dans un état excité dgaer
hv. L'un d’eux se désexcite et donne son énergieeaxidme qui passe dans un état
excité d’énergi@ hv (Figure 111.11.a).

v' Soit d’'une absorption dans I'état excité, appeldeEAou ESA poulExcited State
Absorption). Un ion dans l'état excité d’énergley est porté dans un état excité

d’énergie2 hv. Dans ce cas, il n'y a donc pas de transfertsad@ea (Figure I11.11.b).

2 hv 2 hv

C

hv

|

|

|

\ 4 \ 4 A 4
(a) (b)

Figure Il1.11. (a) Addition de photons par transferts d’énerg®TE et (b) absorption dans I'état

excité : AEE.
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Pollnau etal.*”, en considérant 'APTE et 'AEE, ont alors propasé modéle permettant
d’expliciter la dépendance de l'intensité issue<dp-conversion » avec la puissance d’excitation P
encore appelée puissance de pompPagée modéle le plus simple permettant d’observer le
meécanisme d’« up-conversion » est un systeme &ekhux présenté a la figure 111.12. Le systéme est
pompé par absorption du niveau fondamental 0 wenéveau 1 puis vers 2 selon le mécanisme APTE
ou AEE d’' « up-conversion ». Les populations & N, des niveaux d’énergie 1 et 2 suivent les
équations suivantes :

+ Dans le cas de 'APTE

% = ppOoNp - 2WN;*-kN; et % = WiN—kN; (111.5)

< Dans le cas de 'AEE

dN1
dt

= py0oNo Po0iN-kiN; et = = 61N kN, (111.6)
Avec p, constante de pompage qui dépend de la longuemde’d’excitationk, et de la

puissance de pompage p, = A, P.

o; section efficace d’absorption du niveau i

W constante de transfert d’énergie dans le procesBUiE

ktaux de recombinaison du niveau i.

N2 A

APTE : AEE
Ni=AT |I

1 s s s

1 21 3 2
N YW W v

Figure 1l1.12. Schéma d'un systeme a 3 niveaux mis en jeu loghédnomene d'« upconversion »

avec des ions identiques, uniquement avec I'idf Er

A létat quasi-stationnaire% :{)et% =0), selon le processus APTE ou AEE, cela

conduit aux relations suivantes :
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<+ Dans le cas de I'APTE
W1N12 = k2N2
ppooNo = 2 WiN,* + kiN;

SN = N, (11.7)
+ Dans le cas de 'AEE
ppo1N1 = kzN;
PpooNo = ppoiN1 + kiNy

SN, =~ PN, (111.8)

Si les probabilités des mécanismes d’ « up-conmersi(\\, ou o;) sont faibles par rapport a
la probabilité de désexcitation propre)(kl s’en suit, d’apres les équations (l11.7) et (11L8), que les
populations des niveaux 1 et 2 varient avec la p@iance, quelque soit le mécanisme d'« up-
conversion » Nous en déduisons les relations suivantes :

N;=P

N, = P (111.9)

Si au contraire, les mécanismes d'« up-conversi@omt majoritaires, la probabilité de
désexcitation propre du niveau 1 devient néglieedttous en déduisons les relations suivantes :

+ Dans le cas de 'APTE
Ny~ VP
N,~ P (In.10)

< Dans le cas de 'AEE
N, = constante

N,~ P (11.112)

Ces deux cas extrémes montrent qu’avec I'augmentdt la puissance de pompage induisant
une domination d'« up-conversion », la variationl'dgensité lumineuse d’ « up-conversion » passe
de la forme quadratique {Pa la forme linéaire (P) ; alors que la variatie I'intensité lumineuse
issue d’'une excitation directe passe de la forméalre & une forme non linéaire.

Pour une faible efficacité d’ « up-conversion », ihtensité émise issue d’'un processus a n

photons |, dépend de la puissance de pompagesElon :
l,= P" = Log[l ,] ® n Log[P] (1.12)

Dans le cas du co-dopage®#Yb®* sous excitation IR (980 nm), la figure I11.13 nienles

mécanismes d’émission lors d’'un processus d’« up«esion ».
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Figure 111.13. Schéma du mécanisme d’émission pour un co-dopadéer** dans I'IR 1,5 pm) et
dans le visible-£ 665 nm — 550 nm;— 525 nm— 410 nm) sous excitation dans le NIR.

Un premier photon IR est absorbé par'Yyui ainsi passe de son état fondamerffal,) a
son état excité’Fs,). A ce stade, deux cas de figure sont possibles :
v L’ion Yb* se désexcite de facon radiative ou non vers sarigttdamental (transition
2F5/2—> 2F7/2)
v Lion Yb*transfére son énergie & un iori‘'Hyui ainsi passe de son état fondamental
“lis» & son état excité®ly, . Si le niveau d’énergiélyy, est déja peuplé, une

absorptiorfl,,,— “F+, depuis I'état excité peut avoir lieu.

Si lion EP* passe a |'état excité,,», trois processus sont possibles:
% L'ion Er®* retourne a son état fondamerfial, de facon radiative ou non (transition
10— Y15 vers 990 nm, voie 1).
% L’ion Er** se désexcite de facon non radiative vers le nitleqy par relaxation
multiphonon. A partir de ce niveau, il y a de ncaweleux possibilités :
o L’ion Er** retourne & son état fondamentak, de facon radiative ou non

(transition  “l3o— %15, vers 1,5 um, voie 2).
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o Il'y a de nouveau un transfert d'énergie depuid ¥/, et Iion EF* passe a
I'état excité “Fy, pour ensuite revenir & son état fondamental deiéren
radiative ou non (transitiotFe, — *l15, vers 665 nm, voie 3).

% Lion Er* (Yl.1) réabsorbe I'énergie transférée par I'ion*Y@Fs,) et passe a
I'état excité’F,. Il se désexcite par relaxation multiphonon vessiiveauxXH,
et’S;, et vers le niveatFy,.

0 A partir des niveaufH;., et*Syp, il se désexcite de facon radiative ou non vers s
niveau fondamental (transitiofid;1,— *lys, et*Sy,— s, vers 525 nm et 550 nm
respectivement, voie 4).

0 A partir du niveadFg, I'ion Er** peut :

v'absorber pour une troisiéme fois I'énergie tradsfépar un ion YB et
atteindre le niveatG,y. Apres relaxation multiphonon vers le nivealy,s,
il se désexcite de facon radiative ou non vers simeau fondamental
(transition?Hg;,— *l152 vers 410 nm, voie 5).

v'se désexciter de facon radiative ou non vers saeauni fondamental
(transition veréFy, — *l15, 665 nm, voie 3).

Il convient également de noter que I'ion Ef a une section efficace d’absorption faible
dans I'IR et lorsque le matériau est co-dopé par Yb*'(de section efficace d’absorption 5 fois
plus élevée a 980 nm), des transferts d’énergie ¥b— Er® ont lieu. Par conséquerles ions YB*
jouent le réle de sensibilisateurs et les ions Ercelui d’activateurs.

Tous les travaux publiés prouvent que le procelgsphis probable résulte de deux transferts

d’énergie successifs :

Yb* (Fsp) + EF* (lis) 2 YO (CFr) + EFT (Yl1a)
Yb* (Fsp) + EF* () > YO CFr) + EFP' (17

Il s’agit donc bien d’'une addition de photons pansfert d’énergie (APTE).

Aprés excitation de 'ion Y8 (°F;, 2 %Fs,) & 980 nm, on observe les émissions de’TEr
depuis les niveaust .y, *Sspet *Fop respectivement avec des longueurs d’'onde autoGR8e550 et
665 nm. S’agissant d'un processus APTE a 2 photamgeut s’aider du modele simple a 3 niveaux

décrit par la figure I11.14.
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WYb-Er (2)

N,
VVYb-Er (1)

No

(Yb3+) (Er3+)

Figure 111.14. Schéma simplifié des niveaux d’'énergie et symboliisés dans le cas d'un

co-dopage Yb-Er.

Avec :
W,e{1) la constante de transfert d’énergie de I'ion Yiksuv&on Er sur le niveau (1)
Wh-e(2) la constante de transfert d’énergie de I'ion Ytsvdon Er sur le niveau (2)
NYb) la concentration d’ion Yb a I'état fondamentd)
Dans le cas de I'APTE, I'observation des émissiinaup-conversion » est fonction de,Ne
nombre d’ions EY ayant atteint le niveau 2. En ne considérant aase ghénoménes les plus
probables : les 2 probabilités de transfert d’éieef@/ne(1) et Wpe(2)) , NOUs avons :

& =Na[o (Yb)No (YB)P] Wy 22) —kaN; (111.13)

Avec k la probabilité de désexcitation totale des ionsigeau (2).
N; est le nombre d’Er ayant atteint ce niveau apregpremier transfert d’énergie vers le
niveau (1) et s’exprime par :

N1=c (Yb)No (Yb)P (111.14)
A I'état quasi-stationnaire, I'équation (I1l.13)\dent :
N, =~ P? (111.15)

Nous retrouvons bien avec ce schéma la loi gtigdeadécrite précédemment dans le cas de
2 ions identiques :
l,=P? < Log]l,] = 2 Log[P]
Il existe une compétition entre le phénoméne dp-conversion » et les phénoménes de

relaxation. Pour observer un phénomeéne d’ « up-@mon » efficace, la relaxation multiphonon doit
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étre faible a partir du nivedty,». Plus la durée de vie de lionEg I'état excité est importante, plus
la probabilité du second transfert est grande. darséquent, les matériaux considérés comme
efficaces pour I' « up-conversion » sont général@noeux pour lesquels moins de 5 phonons sont
nécessaires pour combler la transittbrn, — “l15,. Gamelinet al™*® distinguent ainsi deux types de
matériaux, 'un ayant des phonons a haute énengiéné de 5 phonons nécessaires : les fluorures et
les oxydes) et I'autre des phonons a faible éndplies de 5 phonons nécessaires : les chlorurgs, le
bromures et les iodures).

Lion Yb*" présentant une large bande d’absorption entre 92@t 1010 nm avec un
maximum autour de 977 nni®, nous avons étudié le phénomeéne d’ « up-conversisrde nos NPs
de Gd,0s: Er ; Yb excitées dans le NIR a 980 nm

111.1.3.2. Emission des NPs de G®Ds: Er ; Yb

L'analyse du phénoméne d' « up-conversion » deNiBs de GgDs: Er; Yb a été faite en
étudiant l'influence de deux paramétres : le tdexdopage et la puissance d'excitation. Le choix du
taux de dopage résulte de trois aspé&cten taux de dopage entrop élevé favorise la relaxation
croisée entre ions Ef®l15,) + EP'(*Sy) — EP*(lign) + EP*(*len) nuisant ainsi & I'émission dans le
visible. Le taux de dopage en ¥bdoit étre suffisamment élevé pour des transfeténelgie
d’excitation efficaces de I'ion Y vers EF*. Cependant, les taux de dopage ne doivent pasrére

éleveés pour éviter la migration d’énergie entresiantifs.

111.1.3.2.1. Sous excitation NIR

La figure .15 présente le spectre d’émission N&s de GgDs: Er; Yb (1 ; 8%.mol) sous
excitation NIR fexc = 980 nm et P = 800 mW). Lorsque les NPs sonti@sipar un rayonnement
NIR (980 nm), la luminescence par « up-conversi@styvisible a I'eeil nu avec une forte émission
dans le rouge. Le spectre d’émission présente ipdalenent des raies intenses centrées a 660 nm
correspondant aux transitioff&, — “l;5» de I'ion EF*. Les intensités des transitioft$1,— “l11s
et Sy, — *lis, sont relativement faibles. La transition dans taeti ¢Hg, — “l152) n'est en revanche

pas visible.
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Figure 111.15. Spectre d’émission de poudre de NPs dgOgcEr ; Yb (1 ; 8%) sous une excitation
(Aexc = 980 nm et P = 800 mW)

Cette dominance d’émission dans le rouge peupbtier par I'existence d’une compétition
entre la désexcitation non radiative des étd&, et “Fy,. Ces résultats concordent avec ceux
rapportés par Pags d.** dans le cas du matériayQ%: Er ; Yb. Cette dominance d’émission dans le
rouge centrée sur 660 nm est favorable a notrécagiph pour I'imagerie médicaie vivo.

Afin d’estimer le meilleur taux de dopage pour akee I’ « up-conversion », différents
matériaux GgOs: Er; Yb (X ; y) ont été préparés en variant lextde dopage en Erbium (x) et celui

en Ytterbium (y). Ces taux sont définis comme suit

[Er] — et [vs"]
(IGdT] + [Er] +[Yb5+]) (IGd*]+ [EX]+HYB™ D)

=Y

La figure 11.16 présente la variation de linteiésielative de la bande d’émissiolfre, —
4I15,2) en fonction du taux d’Erbium et d’Ytterbium deP&de GgDs: Er ; Yb a puissance d’excitation

égale.
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Figure I11.16. Variation de l'intensité de la bande d’émissionge“Fg,z—» *I.5» en fonction des
taux d’erbium et d’'ytterbium des NPs de,G¢l Er ; Yb sous une excitation NIR(. =980 nm et P =
800 mW)

Pour un taux d'Ytterbium fixe (8%), I'intensité agive de la bande d’émissio‘fF{i,z—> 4I15,2)
croit avec le taux d’Erbium jusgqu’a 1% puis décpmtr des taux supérieurs a 1%. Lorsque le taux
d’Erbium est fixé a 1%, I'optimum est obtenu poartaux en Ytterbium égal a 8%. Ainsi, au-dela de
1% en ions E¥, des processus non radiatifs nuisent fortementnaoanismes d’ « up-conversion ».
Ces résultats signifient donc que l'extinction pancentration (« quenching effect » en anglais) se
situe vers 1% d’ions Bt quand le taux en Ybvaut 8%. Au-dela de 1% en ions’Eres processus
non radiatifs deviennent majoritaires et des tremisfd’énergie entre ions actifs ont lieu. Il psiaigir
de la relaxation croisée entre iond'Enais également des transferts d’énergie de l'iGh\Ers YB".

Le rapport molaire Yb/Er optimal vaut donc 8. Cppart déterminé est proche de celui (Yb/Er = 9)
rapporté par Suyvest al'** pour le matériag-NaYF, :Er ;Yb (2 ; 18%.mol).

En tenant compte de ces résultats, le taux optitealNPs de G@s: Er; Yb (1; 8%) sera
retenu dans la suite de nos travaux.

Pour déterminer le nombre de photons NIR impliqueiss le processus d’ « up-conversion »
des NPs de G@z: Er; Yb (1 ; 8%), les intensités d’émission dénsisible de la transitioffFg, —
s, ont été enregistrées pour différentes puissariegsitation a 980 nm (figure 111.17).
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Figure I11.17. Evolution de l'intensité de la transiti6Ro,— ‘115,  des NPs de GOs: Er ; Yb @;

8%) en fonction de la puissance d’excitation

Nous remarquons que I'émission varie globalemenfogction du carré de la puissance

d’excitation. La luminescence des NPs de@dEr ; Yb suit donc bien un processus a 2 photons.
[11.1.3.2.2. Sous excitation UV

Les propriétés d’émission des NPs de@dEr ; Yb (1; 8%) ont été également observées
sous excitation UV. Le spectre d'excitation obserné& 660 nm (figure I1Il.1&)
présente une bande centrée sur 400 nm (bande tdtowidirecte de l'ion Bf) attribuable a la
transition®l;5;,— Gy

Lorsque ces NPs sont excitées a 400 nm (figurEBllh), nous observons deux raies autour de
544 nm et 655 nm attribuables respectivement ansitions’S;, — “l15, et *Fg— *l15, de Iion
Er**. Ces deux transitions sont majoritaires et lasitam ?H;,, — *l15», N'est pas visible. Sous
excitation UV, les NPs de @0s: Er ; Yb (1 ; 8%) émettent aussi bien dans le (&4 nm) que dans
le rouge (655 nm). Cependant, cette luminescenaelesivement faible et ne permet pas d’envisager

I'utilisation de ces particules pour une applicatavec excitation UV.
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Figure 111.18. Spectres : (a) d’excitation observé a 660 nm et'@mission &y = 400 nmdes NPs
de GdOs: Er; Yb (1 ; 8%)

[11.1.3.3. Emission des NPs de LyO; (Ln = Dy et Ho): Er ; Yb

La figure I11.19 présente les spectres d’émissles NPs de DPs: Er; Yb (1 ; 8%.mol) et
Ho,Os: Er; Yb (1 ; 8%.mol) sous excitation NIR.{. = 980 nm et P = 1500 mW).
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Figure 111.19. Spectres d’émission des NPs de: (a)AyEr ; Yb (1 ; 8%.mol) et (b) H®s: Er ; Yb
(1 ; 8%.mol) sous excitation NIRd: =980 nm et P = 1500 mW).

Les spectres d’émission présentent les différeméessitions de I'ion Ef observées dans le
cas de GgDs. A puissance égale, l'intensité de luminescenckodgde de dysprosium est le double

de celle obtenue avec I'oxyde d’holmium. Toutefdisonvient de remarquer qu'il a fallu augmenter
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la puissance d’excitation jusqu’a 1500 mW avanvaiiaune intensité de I'ordre de 4000 ¢@g$ fois
plus faible que celle de I'oxyde de gadolinium & 8mW). La luminescence de ces deux matériaux

reste donc relativement faible en « up-conversion »
[11.1.3.4. Conclusion

Le protocole de synthese de NPs de@dptimisé au paragraphe 1ll.1, nous a permis de
préparer des NPs de &3 Er ; Yb excitables aussi bien en UV que dansiR.N

Sous excitation laser (980 nm), I'émission des BRrsonstituée majoritairement d’'une bande
intense dans le rouge (autour de 660 nm). L’intérde I'émission visible varie bien comme le carré
de la puissance de I'excitation proche infraroygedessus a 2 photons). Les études faites ont éontr
que ce phénomeéne était le plus efficace pour uagpe 8% en ions Ybet 1% en ions Bf. Dans
les matériaux DyOs: Er; Yb et HeOs: Er; Yb, la luminescence reste relativement faibh « up-
conversion ».

Ces résultats sont donc fortement encourageant® eui concerne I'élaboration de NPs a
« up-conversion ». Jusqu’a ce jour, la majorité @éesles sur le sujet se sont portées sur I'élabarat
de nanocristaugR-NaYF,:Yb ; Er et a leur fonctionnalisation. Nos NPs d&@: Er ; Yb synthétisées

sont donc de bonnes candidates pour le marqualpgiojoe.

[11.2. Synthése et caractérisation des NPs luminesntes a base de Li©,S

[11.2.1. Structure cristalline des oxysulfures de &anthanides Ln,O,S

Les différents types d’oxysulfures de terres ragas existent sont : Li©O,S, Ln0O,S, et
Ln,0S. La structure LyOD,S est une structure en couches, de type Sillergomesiste en un
empilement de feuillets constitués, d’'une part, lpaterre rare et I'oxygéne, et d'autre part, par
plusieurs couches d’atomes de soufre. Les oxysdfgont formés par intercroissance de couches

[Ln,O,]*" et de monocouches d'ion§,Somme le montre la figure 111.20. Les oxysulfureistallisent

dans le groupe d’espac8ri1.®®

Les parametres de la maille trigonale pour@8, HaO,S et DyO,S sont regroupés dans le
tableau 111.3. Leur structure est isomorphe de \iex hexagonab-Ln,O;, qui est la forme basse
température pour Ln = La-Nd. Dans cette structiarggrre rare se situe dans un site de coordinénce
formé par 3 atomes de Soufre et 4 atomes d’Oxyg€reavironnement peut se décrire comme un
antiprisme triangulaire monocappé (Figure 11l.17.ba symétrie ponctuelle ests un atome

d’oxygéne se trouvant sur 'axe.E°
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Figure 111.20. Représentation de : (a) la structure@s$ et (b) des polyedres de coordination

présents dans cette structure (d’aprés la référE3ge

Tableau I1.3. Différents paramétres des oxysulfures@ss.

Groupe Parametres da la maille

d'espace A) Angle (degrés)
Gd,0,S P3ml a =b=3,852 a=p=90
(ICDD Fiche No: 026-1422) Cc=6,667 y=120
H0,0,S P3m1 a ;_b . 536:;79 a=p =90
(ICDD Fiche No: 025-1143) s y=120
Dyzozs — - — Q=
. ) a =b=3,801 a=p=90
(ICDD Fiche No: 026-0592) P3ml c= 6,506 =120

11.2.2. Synthése et caractérisation des NPs de Gd,S :Eu®*

[11.2.2.1. Principe et méthode

Les NPs de G,S :EU" ont été synthétisées par sulfuration de NPs diwgdrarbonate de
gadolinium. Le montage utilisé est celui décrit sldm référence 136 avec quelques modifications.
Dans notre cas, le sulfure d’hydrogengHa été utilisé comme gaz sulfurant. En effgheiimet de
mieux contrdler la quantité de soufre et d’évites impuretés (carbone) gqu’'on pourrait avoir en
utilisant du C& De plus, I'HS pose moins de probléme de sécurité que legQiSest explosif. En

revanche, I'HS est un gaz corrosif et facilement liquéfiabler@idf ce qui a induit beaucoup de
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problemes dans la réalisation technologique deligne d’H,S ». Nous tenons a remercier ici Mr
David NEUMEYER, assistant ingénieur au CEMES, peuemps qu'’il a consacré pour résoudre ce
probleme avec nous. Il convient également de rappdari que notre laboratoire est I'un des rares
laboratoires en France a disposer d’un tel morgagérimental.

La figure 111.21 représente le schéma du montaesél La solution de nitrate de plomb
Pb(NQ), placée a la ¥ extrémité du tube sert & piéger I'excés dSHr'ayant pas réagi par

formation du sulfure de plomb : PbS.

Y///9 9944

@.x Y (s

Nacelle contenant les NPs

- = Débitmetre

/ {\ mélangeur de gaz

L =( N—— ()=

- = E—
Solution de U Tube en quartz
Pb(NOy), |___FOUR

T 77 7 7 7 77777

Support

Figure I11.21. Schéma du montage de sulfuration

Les NPs de Gd(OH)CH,O: EU™* obtenues dans les conditions optimales détermiages
paragraphe 111.1.1.2.2 sont mises dans une naeallgilice qui est placée dans le tube en quartz du
four a sulfuration. Apres un balayage sous gazténékrgon) pendant 30 min, la sulfuration est
effectuée suivant le cycle de sulfuration optingséeprésenté sur la figure I11.22.

» La température dans le four est montée jusqu'a@sous un mélange Ar,B (83 vol.%-17
vol%).
» Le palier est maintenu a 750°C pendant 90 min sausélange Ar-b5 (83 vol.%-17 vol%).

Le gaz sulfurant: kB est arrété et un recuit sous argon est effeatu@ugmentant la
température a 850°C

> Le Z™palier est maintenu & 850°C pendant 4 heures.
» Un refroidissement sous Ar jusqu’a la températumbiante.

La vitesse de chauffe du four au cours de touydtecest fixée a 10°C/min.
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Figure 111.22. Cycle de sulfuration

111.2.2.2. Résultats et discussions

Caractérisations

L’analyse radiocristallographique (figure I11.23-dp la poudre obtenue aprés sulfuration
montre des raies intenses et bien définies, caistagées d’'une bonne cristallisation. L'indexatide
ces raies dans la base de données ICDD nous a spefidentifier la fiche No: 026-1422
correspondant a la phase hexagonale de I'oxysutfergadolinium : GfD,S. Ces résultats montrent

bien la conversion de la poudre amorphe eyOgil

a) b)
¢ |CDD (Fiche No. 026-1422)

T T T T T T r T T T T T T T T T T T T T T
20 30 40 50 60 70 80 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
28(°) Nombre d'ondes (cf)

Figure 111.23. (a) Diffractogramme et (b) Spectre IR de NPs apudfsiration

La figure 111.23-b présente le spectre IR de ces MPrés sulfuration. Ce spectre présente
essentiellement une bande intense & 447, caractéristique de la vibration 6@ et G&-S*¥' Les

bandes moins intenses observées a : 1515 et 14B4am attribuables aux vibrations des liaisons
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C—O provenant de la décomposition incompléte delsoretes, 1646 et 3412 ¢rsont attribuables
aux vibrations des liaisons+D provenant de l'adsorption d’eau de I'atmosph&es résultats
confortent la formation de NPs de &84S :Eu*.

L’'observation en MET des NPs obtenues apres stilbargfigure 111.24) montre des NPs
sphériques, monodisperses en taille et de dianmdtngen égal & 60 nm. Rappelons que les NPs
initiales de Gd(OH)C@H,O: EU*" ayant servies a la sulfuration avaient un diam@iwgen de 90 nm.
Ce traitement de sulfuration s’accompagne alors@’forte densification des particules sans pour
autant générer d’agglomération.

A notre connaissance, cest |&™1fois que des NPs de @S :EU* sphériques, et
monodisperses de taille nanométrique sont synéeitipar coprécipitation suivie d’une sulfuration.

Ceci nous a amené au dép6t d’un brevEt pour ce nouveau matériau

Figure I11.24. Images MET de NPs de Go,S :EU*

Propriétés optiques

Afin d’aborder les propriétés optiques de ce nanén@u, Nnous nous sommes intéressés a
I'étude de la luminescence des NPs de,GB8 :EU*. La figure I11.25 présente les spectres :
d’émission et d’excitation des NPs de,GgS :EU*. Le spectre d’émission (figure 111.25.a) enregistr
aprés excitation & 363 nm présente des bandespon®ant aux transitioil®, — 'F; (J =0, 1, 2, 3 et
4) dont la plus intense est a 624 nm. Cette band&e au matériau une luminescence rouge et est
caractéristique de la transition dipolaire électeitp, — ‘F, des ions Etl en symétrie ..

Le spectre d’excitation (figure 111.25.b) observé624 nm peut étre décomposé en 3 zones
correspondant chacune a un mode d'excitation difterDans la zone 390-500 nm, ce sont les
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transitions entre les niveaux 4f de I'ion *Eucorrespondant a I'excitation directe de I'ion qui

apparaissent.
a) 7x10° D—'F
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Figure 111.25. Spectres : a) d’émissiorg. = 363 nm et b) d’excitation observé a 624 nm ;s
de GdO,S :Eu*

Dans la zone de 390-270 nm, I'émission se faitl'ekcitation dans la bande de transfert de
charge § — EU** centrée & 355 nmL'intérét majeur de ce matériau réside dans cettedrge
bande de transfert de charge située dans le proch#/ contrairement a I'oxyde Gd,O3: Eu®*. En
effet, I'excitation d’'un nanomarqueur dans I'UVintain (<330 nm) ne présente que peu d’intéréts en
biologie, car totalement incompatible avec la tethgie des microscopes a épifluorescence
commerciaux. Certes, une excitation directement dare bande d’absorption de la terre rare est
toujours possible. Cependant, le faible coefficdabsorption de ces bandes nécessite I'utilisadien

laser de puissance couteux qui existe sur les sgopes dédiés a ces expérimentations mais pas sur |

62
These de doctorat Séemiyou Ayel®SSENI



CHAPITRE Il : SYNTHESE ET CARACTERISATIONS DE NANO PARTICULES LUMINESCENTES

microscope du « biologiste ordinaire ». En revandbe lampes a mercure qui équipent souvent les
microscopes commerciaux présentent une bande dargese sur 365 nm totalement adaptée avec ce
nouveau nanomarqueu6d,0.S :Eu**. Telle est 'une des contributions majeures de ceawail de
thése'®

Enfin, en dessous de 270 nm la bande de trarddecharge ® — EU" a été détectée. Les
fines raies qui apparaissent au pied de la bandeadsfert de charge correspondent aux absorptions
du gadolinium.

Il existe une relation entre lintensité de la bardiémission 1D, — F,) de 'EV*" et la
concentration [EXl]. Dans les matériaux luminescents, lintensitéceéte bande augmente avec le
nombre de centres activateurs a faibles concemsatilors qu’a fortes concentrations un phénomene
d’'atténuation (quenching) de l'intensité luminest observé. Dans la littérature, différentes valeu
de la concentration [B{] pour une intensité maximale d'émission ont étppoatées pour les
oxysulfures de lanthanides. A titre d’exemples,ussexcitation a 330 nm, la valeur maximale de
lintensité de la bande d’émissionDy — 'F,) est obtenue pour [E = 0,5 mol.% pour des
microparticules de L®,S :Ed* **alors qu’elle a été rapportée d’autres parts fPuréme matériau
a [EW] = 10 mol.% pour des microparticules et fHu= 20 mol.% dans les nanocristaux de
La,0,S :Eu* .

Il nous a semblé alors nécessaire d'étudier I'evilte de la concentration en ions>Bur

lintensité de la bande d’émissionDy — F,) de nos NPs de G@,S :Ed*. Pour ce faire, des

[Eu”]

échantillons ayant différentes teneurs en europi . _
y P e

= x mol. % (avec x variant de 0,5 a

9) ont été préparés. Afin de travailler dans deslitions proches de celles des applications pour le
marquage biologique, les spectres d’émission deNf@s ont été enregistrésia. = 363nm en
suspension dans I'eau a une concentration de 3y7Hlm

La figure I11.26 présente I'évolution de l'intensitle la bande d’émission en fonction de la
teneur en EU. Pour des teneurs inférieures & 5 mol.%, l'inténsimineuse augmente avec le nombre
de centres luminescents @ualors qu’elle décroit significativement pour deseurs supérieures a 5
mol.%. Cette diminution de I'intensité luminescemst due aux interactions dip6le — dipdéle et dipble
— quadripdle des centres luminescents®{(E{f L’intensité optimale est obtenue pour une teneur e
europium égale a 5 mol.%. Cette valeur détermirstadiéférente de celle rapportée précédemment
dans la littérature. Ces différences observéesigmdraient des modes de synthese des matériaux
et/ou des conditions de mesures expérimentalesoimgposition optimale : G®,S :Ed* (5 mol.%)

déterminée ici pour nos particules sera alorsséslidans la suite de nos travaux.
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Figure 111.26. Graphe montrant I'évolution de l'intensité de labla d’émission°Dy, — 'F,) en

fonction de la teneur en europium exprimée( djf‘:_[]Eus_D = x mol. % des NPs de G&,S :EU”*

L’étude sous excitation X des propriétés de luminase des NPs de @S :EU* a été
également faite. La figure I11.27 montre le spectfémission des NPs de @S :EU" sous
excitation X. Toutes les transitior®, — 'F; (J=0,1,2, 3et4)de I'Blobservées sous excitation

UV sont présentes et la bande d’émission la pliemge est également centrée a 624 nm.
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Figure I111.27. Spectre d’émission des NPs de,Gsb ‘EU* sous excitation X

Ces résultats montrent que les NPs dg058l :EU" synthétisées par précipitation suivie d’'une

sulfuration sont de bonnes candidates pour descafiphs en marquage biologique, imagerie et en
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PhotoThérapie activée par rayons X. Ce derniercaspg, dépasse ma thése, est encore totalement

confidentiel a I'heure ou j'écris ces lignes etseea pas développé dans ce document.

111.2.3. Synthése et caractérisation des NPs de h0,S :Eu** et Dy,0,S :Eu**

Comme nous avons synthétisé des NPs dgOg&U** et DyOs: EUP* au paragraphe
l11.1.2, les NPs d’'oxysulfure correspondantes oté# également préparées par la méme
méthode décrite au paragraphe 111.2.2 afin d’&stées comme marqueurs luminescents.

La figure 111.28 montre les diffactogrammes des énalix préparés. L'indexation de
ces raies dans la base de données ICDD, nous aspdidentifier la fiche No : 025-1143
correspondant a la phase hexagonale de I'oxysutfin@mium : HeO,S (figure I11.28.a) et
la fiche No : 026-0592 correspondant a la phasadmnale de I'oxysulfure de dysprosium :
Dy»0,S (figure 111.28.b).

a) b)

L e ICDD (Fiche No. 025-1143) . e ICDD (Fiche No. 026-0592)

T T T T T T T 1
20 30 0 40 50 60 70 80

20 (°) 20 (°)
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° * e L'} .
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Figure 111.28. Diffractogrammes des NPs de : (a),8¢5: EG* et (b) DyO,S : EU".

Les images MET des NPs de #gS: EU* et Dy0O,S: EU* obtenues sont présentées dans la
figure I11.26. Les particules sont sphériques, ndigperses en taille et de diamétre égal a 53 nart(éc
type = 3 nm) pour H®,S: EUG” (figure 111.29.a-b) et 170 nm (écart type = 18 rpour Dy0,S : EG*
(figure 111.29.c-d).

Comme nous l'avons remarqué dans le cas des oxidbi)s de HgD,S: EU" et Dy0O,S:

Eu®* ne sont pas du tout luminescentes sous excitatB88 nm.
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Figure 111.29. Images MET des NPs de : (a-b)S: EU* et (c-d) DyO,S : EU".

[11.2.4. NPs a base de GgD,S pour I’ « up-conversion »

Les NPs de G®,S: Er ; Ybont été synthétisées par le procédé décrit au phag I11.2.1 et
'étude du phénoméne d’ « up-conversion » a étie fair les NPs de @d,S: Er; Yb (1; 8%)

comme pour les NPs d’oxyde de gadolinium

111.2.4.1. Sous excitation NIR

La figure 111.30 présente le spectre d’émission % de GgD,S: Er; Yb (1; 8%) sous
excitation NIR fexc = 980 nm et P = 800 mW). Lorsque les NPs sonttésipar un rayonnement
NIR (980 nm), la luminescence par « up-conversi@stwisible a I'eeil nu avec une forte émission de
couleur jaune verdatre. Le spectre d’émission ptésplusieurs raies autour de 530 nm, 550 nm et
670 nm correspondant respectivement aux transiftdns — *lis “Ss — “l1sn et *Fop— *lisp de
l'ion Er**. Les transitiondH;1,— 15, et *Sy— *l15 sont bien visibles, contrairement a ce que nous
avons observé dans le cas de I'oxyde@sdEr ; Yb (1 ; 8%). Ces résultats permettent d’eer
I'émission de couleur jaune verdatre observée. fiat, éémission dans le vert étant plus importante

gue celle observée dans le cas de I'oxydgdaEr ; Yb (1 ; 8%); la combinaison des couleursuge
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et vert engendre une couleur intermédiaire. Néamsndémission dans le rouge profond§70 nm)

reste dominante.
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Figure 111.30. Spectre d’émission de poudre de NPs dgO8l: Er; Yb (1 ; 8%) sous une excitation
(Aexc =980 nm et P = 800 mW)

Le nombre de photons NIR impliqués dans le procesbu« up-conversion » des NPs de
GdO,S: Er; Yb (1; 8%) a été également déterminé. ihtmnsités d’émission dans le visible des
transitions’Sy, — ‘15, et *For, — “l15, ONt été enregistrées pour différentes puissaneesithtion a
980 nm (figure 111.31). Pour les transitions daes/ért et rouge, I'émission varie globalement comme
le carré de I'excitation. La luminescence des N®&d0O,S : Er; Yb (1 ; 8%) se fait donc bien par un

processus a 2 photons comme nous I'avons mont=eldaas de I'oxyde G@s: Er ; Yb (1 ; 8%).
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Figure 111.31. Evolution des intensités des transitid®s, — *l1s, et *Foo— ‘15,  des NPs de
Gd,0,S : Er; Yb (1; 8%) en fonction de la puissan@xcitation
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La figure 111.32 montre la comparaison des spectfémission des NPs de &¥S: Er; Yb
(1; 8%) et GgDs: Er; Yb (1; 8%). Nous remarquons bien qu'a pamee d'excitation égale,
l'intensité de luminescence est plus importante cglee des oxydes. Dans le cas des oxysulfures, le
maximum d’intensité est & 670 nm contrairementoxylle ou il est a 660 nm. Donc les NPs
d’oxysulfure sont plus intéressantes pour des egiphns en imagerig vivo en raison de leur forte
luminescence et leur longueur d’onde d’émissionsgusitue dans le « domaine de transparence » des
tissus biologiques (650-1200 nm).

350000

— Gd203:Er;Yb(1;8%)

300000
—— Gd,0,S:Er;Yb(1;8%)

250000
200000

150000 +

I (cps)

100000 +

50000

aon I\

0

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700
A (hm)

Figure 111.32. Comparaison des spectres d’émission des mat&iquxissance d’'excitation égale.

I11.2.4.2. Sous excitation UV

Les propriétés d’émission des NPs de,@8: Er; Yb (1; 8%) ont été observées sous
excitation UV. Le spectre d'excitation observé a 067nm (figure [11.33.a)
présente une bande d’excitation centrée sur 380(mBnde d’excitation directe de I'ion ¥y
attribuable a la transitiots,— “Gyi/

Sous excitation a 380 nm (figure 111.33.b), nousetons plusieurs raies autour de 530 nm,
550 nm et 670 nm correspondant respectivementrangitions’Hy1,— *l1s/2 *Szo— *lisp et ‘Fop—
5> de I'ion EF*.
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Figure 111.33. Spectres : (a) d’excitation observé a 670 nm et’@mission &, = 380 nm des
NPs de GgD,S : Er; Yb (1 ; 8%)

111.2.5. Emission des NPs de G.,S (Ln = Dy et Ho): Er; Yb

La figure 111.34 présente les spectres d’émisslen NPs de DP,S: Er; Yb (1 ; 8%.mol) et
Ho,0,S :Er; Yb (1 ; 8%.mol) sous excitation NIR,( = 980 nm et P = 1500 mW).

1600

1 (cps)

A (nm)
Figure 111.34. Spectres d’émission des NPs de: (a)®48 : Er ; Yb (1 ; 8%.mol) et (b) D@,S: Er ;
Yb (1 ; 8%.mol) sous excitation NIRg. = 980 nm et P = 1500 mW).

Les spectres d’émission présentent les différemtesitions de I'ion E¥ observées dans le
cas de HgD; et DyO; La luminescence de ces deux matériaux reste tauj@lativement faible
comme nous l'avons observé dans le cas des oxydesspondants. Cela pourrait s’expliquer par un

couplage entre I'ion Bt et les niveaux électroniques du dysprosium ouhdénhium.
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I11.3. Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons optimisé un procédésyaehése de différentes NPs
luminescentes de L®; et LnO,S (Ln = Gd, Dy et Ho), sphériques et monodispeesesaille. Le
diameétre des NPs obtenues est compris entre 5@ hraDexm.

Si les NPs de G®,S :EU" et GgO; :EU** sont fortement luminescentes sous excitation UV,
les NPs de LiOs:EU* et LnO,S:EU* (Ln = Dy et Ho) quant a elles; ont révélé uneblfai
luminescence sous excitation UV.

Les NPs de G&s: Er; Yb et GdO,S : Er ; Yb sont aussi bien excitables en UV (40888
nm) que dans le NIR (980 nm). Ce qui fait d’elfles NPs trés versatilesitilisables aussi bien pour
I'imagerie in vivo gquin vitro. Les études faites ont montré que ce phénomeitdestaus efficace
pour un dopage de 8% en ions®Ybt 1% en ions BFf. Sous excitation laser (980 nm), I'émission des
NPs est constituée majoritairement d’'une bandesetelans le rouge (autour de 660 nm pour I'oxyde
et 670 nm pour I'oxysulfure). L'intensité de I'émisn visible varie bien comme le carré de la
puissance de I'excitation proche infrarouge (preassa 2 photons). Par ailleurs, les résultats abten
avec le dysprosium et I’holmium montrent une lurstence toujours relativement faible.

Ces résultats sont donc fortement encourageante eui concerne I'élaboration de NPs a
« up-conversion ». A ce jour, la majorité des ésusier le sujet se sont portées sur I'élaboration de
nanocristaux3-NaYF,:Yb ; Er et a leur fonctionnalisation. Nos NPs dé,@S: Er; Yb sont plus
intéressantes pour des applications en imagerigvo en raison de leur forte luminescence et leur
longueur d’onde d’émission qui se situe dans l®malne de transparence » des tissus biologiques
(650-1200 nm).

Ainsi, nous utiliserons les NPs synthétisées id,(S :Eu”, Dy,0,S :EUd* et HgO,S :EU*
pour les différentes applications (marquage bigogj imagerie par résonance magnétique nucléaire

et en tomographie par rayons X) visées dans lgsitcbs a venir.
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Comme nous I'avons évoqué dans le chapitre Itihésessaire de modifier chimiquement la
surface des NPs afin de la rendre plus réactiv@-wis des récepteurs biologiques mais aussi pour
augmenter la durée de vie de ces NPs dans le ctmgat sanguin. Dans ce chapitre, nous ferons
dans une ¥° partie un rappel bibliographique sur quelques ¢ués permettant de modifier la surface
des NPs puis dans un&"2partie seront présentés et discutés les résoliéeésius pour les procédés de

revétement retenus.

IV.1. Rappel bibliographique

Dans la littérature, un grand nombre de procédémettent de modifier chimiquement la
surface des particules en solution. Le plus répaudhsiste en une polymérisation inorganique par
voie sol-gel de divers précurseurs (organo)alcdeyss (RSi(OR’),« avec x=0,1,2) qui aboutit a la
formation d'une couche de polysiloxane couvrantéfféients matériaux nanométriques ont été
étudiés. Par exemple, GelamosikEt" ont montré la possibilité de conjuguer la protd@SA (Bovine
Serum Albumin) avec des particules dgO¥YS:Er,Yb amino-fonctionnalisées. Les particules de
Y,0,S:Er,Yb ont été recouvertes par une couche deesdiminée formée par voie sol-gel par
condensation du tétraéthylorthosilicate (TEOS) &indorganoalcoxysilane fonctionnalisé (3-
aminopropyl-triethoxysilane (APTS)). La réaction clendensation a été effectuée dans un mélange
eau/éthanol a pH=10 a 30°C pendant 24 h.

Wang etal.** ont synthétisé des NPs de Na¥#b,Er pour applications en imagerie cellulaire
et en immuno-marquage (procédé permettant de $ecalians les tissus un antigéne spécifique a un
anticorps greffé sur les particules luminescent®ur rendre réactive la surface des NPs de
NaYF,Yb,Er , une couche de silice aminée (5 nm d’égaigsa été formée par voie sol-gel a leur
surface par condensation du TEOS et du 3-aminoptdpyéthoxysilane (APTMS) en milieu basique
et dans un mélange eau/propanol a 35°C pendantSeirhces mémes particules, Luabf*® ont
montré la possibilité de recouvrir leur surfacen#couche de silice aminée (30 nm d’épaisseur) par
voie sol-gel. La couche de silice aminée a étéedgaiht formée par condensation du TEOS et du 3-
aminopropyl-triméthoxysilane (APTMS) en milieu liast et dans un mélange eau/propanol a 40°C

pendant 4h.

Plusieurs groupes de recherche ont également wéfectes travaux sur la formation d'une

£® qui, au cours de

couche de silice mésoporeuse autour des partictilest le cas de Gorelikov a
leurs travaux, ont montré la possibilité d’enrodes NPs d’'or d’'une couche de silice mésoporeuse.
Des nano batonnets d’or dont la surface est caerderbromure de cétyltriméthylammine (CTAB) ont

été enrobés d'une couche de silice mésoporeusar(ilf’épaisseur) formée par condensation du

TEOS et des molécules de CTAB. Le CTAB a servi sealement de surfactant pour stabiliser les
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NPs en phase aqueuse mais aussi de «templater»lgpdiormation de la couche de silice
meésoporeuse. Cette couche de silice est assezpgreur permettre I'interaction entre la NP du cceur
et son environnement. Elle peut également servipldieforme pour le greffage ultérieur d’autres
molécules.

Qian etal.**” ont synthétisé des NPs de Na¥b,Er enrobées d’'une double couche (12 nm
d’épaisseur) : de silice et de silice mésoporeuser @applications en imagerie et en Thérapie
PhotoDynamique (PDT). La®f couche (couche de silice) est formée par réaatibydrolyse du
TEOS a la surface des particules pendant 2 jowss ajue la 2" couche (couche de silice
meésoporeuse) est formée par condensation du TE@Suretsurfactant : octadécyltriméthoxysilane
(C18TMS). La réaction de formation de la couchesitiee mésoporeuse a été faite en milieu basique
pendant 6 h. Le surfactant est éliminé par caliwinaties particules obtenues a 500°C (1°C/ min)
pendant 7h. Il a été montré une bonne incorporatiophotosensibilisateur dans les mésopores de la
couche de silice autour des particules ce qui enigeune bonne interaction entre la particule et le
photosensibilisateur lors de la PDT.

D’autres parts, Kim eal.X*® ont synthétisé des NPs de;Bgenrobées d’'une couche de silice
mésoporeuse pour la résonance magnétique et I'meage fluorescence. La couche de silice
mésoporeuse est également formée par condensatiene TEOS et le CTAB. Le CTAB est éliminé
par chauffage sous reflux d’éthanol a pH=1,4. Getiqules « core-shell » peuvent étre aussi utiisé
pour la délivrance de médicaments. La couche perexderne pouvant servir de réservoir au

médicament.

En tenant compte des résultats trouvés dans léralitire, nous avons envisagée la
fonctionnalisation des nanoparticules d’oxysulfdeegadolinium dopé a I'europium par enrobage des
particules d’'une couche de silice aminée par hydestondensation de tétraéthylorthosilicate (TEOS)
et d’'organoalcoxysilane fonctionnalisé (3-aminopttpméthoxysilane (APTMS)) d'une part, et
d’autre part par enrobage d’une couche de siliceop@reuse par hydrolyse-condensation du TEOS et
d’'un surfactant : le CTAB. Le tableau IV.1 récafgtles précurseurs retenus pour I'enrobage de nos
NPs.

Tableau IV.1. Récapitulatif des précurseurs retenus pour I'eagelde NPs luminescentes

TEOS Si(OCHy),
(Tétraéthylorthosilicate)
APTMS H,N(CH,);-Si(OCH,),
(3-aminopropyltriméthoxysilane )
CTAB CH,;(CH,);sN(Br)(CH,),

(Bromure de cétyltriméthylamine )
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L'utilisation d’APTMS permet d’introduire dans lauche de polysiloxane des groupements
amines reéactifs qui serviront ultérieurement dessitle couplage. Le surfactant CTAB sert de

« template » pour la formation de la couche deesihésoporeuse.

IV.2. Revétement des NPs par une couche de siliomiaée

IV.2.1. Principe et méthode

Les nanoparticules d'oxysulfure de gadolinium dop& des ions europium ont été
synthétisées selon la méthode optimisée au chdpitieour I'optimisation du protocole d’enrobage,
des NPs de G@,S :EU" sphériques, monodisperses en taille et de diamédsen égal a 94 nm
(écart-type de 10 nm) ont été utilisées. Le ptéaenrobage utilisé est une adaptation des travau
de Stobeet al®

Deux précurseurs ont été choisis selon deux csit@mncipaux : leur réactivité et les
groupements accessibles pour la fonctionnalisatibm.mélange de deux types de précurseurs du
polysiloxane est utilisé pour I'enrobage :

» L'APTMS, apres hydrolyse et la formation de polggdne autour des particules,
permet d’envisager un greffage par I'apport de gemoents actifs (-Np en surface.

» Le TEOS, trés réactif, permet de réticuler la t@uprotectrice initiée et de la rendre
plus compacte.

L'optimisation du procédé est basée sur le rappBITMS/TEOS, le contrdle de la quantité
d’eau ou de base ajoutée lors de I'hydrolyse rfapérature de chauffadfg.

Environ 30 mg de NPs de @S :EU" sont dispersées aux ultrasons dans 80 mL de propan
1-ol pendant 2 h. Ensuite 8,94 mL d’ammoniaque%2iass), 7,5 mL d’eau distillée et différents
volumes V = (0,025, 0,05 et 0,1 mL) de TEOS sootid@s a la suspension de particules. Le mélange
est maintenu a 40°C dans un bain d’huile soustagitaApres 2 h de réaction, 0,1 mL d’APTMS est
rajouté au mélange et la réaction est complétés agitation pendant 1h. Les NPs obtenues sont
séparees par centrifugation (3500 trs/min pendanhih) et séchées a 80°C durant 12h. Les NPs de
Gd,0,S :EU* enrobées dans une couche de silice aminéeOSdEF @SiO-APTMS sont alors
obtenues. La figure IV.1 schématise la réactionégle d’enrobage des nanoparticules dans une

couche de silice aminée.

. TEOS/APTMS

Gd,0,S :Eudt

Figure IV.1. Principe général d’enrobage de NPs deGB8 :EU" par une couche de silice aminée
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Nous ferons remarquer ici que 'APTMS est ajouté 2apres le TEOS de telle maniére a

former en premier lieu une couche dense proteatiécgilice pure avant d’ajouter les fonctions ammine
a la surface.

IV.2.2. Résultats et discussions

Les images MET des NPs de &S :EU"@SiO-APTMS présentées sur la figure V.2
montrent pour Meos)= 0,1 mL, la présence de NPs deG :EU* co-encapsulées par une couche

de silice aminée d’épaissenr30 nm et quelques agrégats de particules de giiceendroits (figure
IV.a-b).

Figure IV.2. Images MET de GD,S ‘EG" @SiO-APTMS avec \reos)= 0,1 mL (a-b),
0,05 mL (c-d) et 0,025 mL (e-f)
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Lorsque le volume de TEOS 1¥os) décroit de 0,1 a 0,025 mL, les particules sonvedes
d’une couche de silice aminée dont I'épaisseurevadspectivement de 30 a 10 nm (figure 1V.2.a-f).
A V(teos) = 0,025 mL, le revétement est bien régulier et'yl a pas d’agrégats de particules. Ces
résultats montrent bien que I'épaisseur de la aautehsilice peut étre contrélée par changement de
quelques parametres expérimentaux tels que la itpiase TEOS. Le tableau IV.2 résume les
observations effectuées en fonction du rapporteelatrquantité d’APTMS et de TEOS utilisé. Le
meilleur revétement est obtenu pouris/Nteos = 5. Ces conditions seront utilisées dans la slgte

nos travaux.

Tableau IV.2. Récapitulatif des précurseurs retenus pour I'eagele NPs luminescentes

Vreos(mL) N re0s N apTis N aptms/N Te0S Observations
(mol/mol de Gd,0,S) (molimol de Gd,0,S)

0,1 5,65 7,23 1,28 Présence d'agglomérats
Epaisseur = 30 nm

0,05 2,83 7,23 2,55 Pas d'agglomérats.
Bon revétement
Epaisseur = 18 nm

0,025 141 7,23 513 Pas d'agglomérats.
Bon revétement
Epaisseur = 10 nm

La figure IV.3 présente les spectres IR des NPG@®,S :EU” avant et aprés le revétement

par une couche de silice aminée.

(b)
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Figure IV.3. Spectres IR de NPs @&1,0,S :EU*: (a) avant et (b) aprés ; revétement de silicenéeni
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Aprés revétement (figure IV.3.b), il y a apparitide 2 nouvelles bandes : I§®lintense
centrée & 1150 cfet la 2™ moins intense & 800 chattribuables toutes deux aux vibrations du
réseau StO—Si. Il y a également la présence d’un épaulem@&0acn attribuable aux vibrations
SOH ainsi que de faibles bandes caractéristiquese eéd700-3000 cih et 1400-1450 cih

attribuables aux vibrations<€H de la couche d’ « amino-silane ».

Quantification du nombre de groupesNH,) a la surface des NPs de &3S :EU* @SiQ-APTMS

Le nombre de groupesKIH,) réactifs a la surface des NPs de@& :E0*@SiQ-APTMS
est un paramétre fondamental pour un greffageieltéde molécules biologiques. Il a été déterminé
par réaction de couplage entre les NPs et la Fdgéine Isothiocyanate (FITC). Cette molécule est un
colorant organique (excitable a 490 nm/émission2& Bm) ayant une grande affinité avec les

fonctions amines sur lesquelles la réaction de legepse fait mole a mole (figure 1V.4). Le protacol

I 150

de dosage utilisé est une adaptation de ceuxédtilgmr Nichkova eal.”" et dans les références

13611

Figure 1V.4. Réaction de couplage entre le FITC et les group&svaatifs NH a la surface des NPs.

Environ 3 mg de NPs de @,S :E0*@SiO-APTMS sont mises en suspension dans du DMF
a une concentration de 1 mg/mL, puis un volume@g!ll de triéthylammine (TEA) a 0,1 mol-let
300 pL d’une solution de FITC (1,4*Enol.L™") sont rajoutés. La TEA est une base faible peemett
de rendre légérement basique le milieu afin quefdestions amines présentes a la surface des
particules se déprotonnent pour former ,N# non NH™ qui est non réactif vis-a-vis du FITC. Le
mélange est agité a température ambiante a I'alda thmiere pendant 3 h. Les particules sont émsui

séparées par centrifugation et lavées a I'éthahdbi€) pour éliminer I'excés de FITC. Ensuite les
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particules couplées avec le FITC sont remises spesision dans de I'éthanol & une concentration de
0,5 mg/mL.

L’intensité de fluorescence du FITC couplé avecN@s de GgD,S :EU" @SiOQ-APTMS et
celle des ions europium au sein de ces NPs omh@&sérées sous excitation UV-visible a 393 nm. En
effet, a cette longueur d’'onde d’excitation, noxsitens simultanément le FITC (émission a 525 nm)

et légérement les ions Eyémission & 625 nm) servant d’étalon interne (Bgy.5).

FITC

Eu3*(°Dy — 7F»)

T T T T T T T
500 550 600 650

A (nm)

Figure IV.5. Spectre d’émission des NPs de,G¢b ‘EG" @SiO-APTMS couplées avec le FITC

sous excitation a 393 nm.

Une droite d’étalonnage du FITC dans de I'éthamoitenant la méme quantité de particules
nues : Ge0,S :EU* (tenant compte ainsi de I'effet d’atténuation suliminescence du FITC créé par
la présence des NPs de.OgS :EU* en solution) ; a été utilisée pour déterminer lartité de FITC
greffé & la surface des particules. L’évolution rdpport d'intensité lumineuse I(FITC)/I(E) en
fonction de [FITC] est une droite reportée suridgaufe IV.6, dont I'’équation permet de déterminer la
concentration de FITC donc d’amines accessibles Béchantillon analysé.

Pour des particules de 70 nm de diameétreQg8l:EU" de 50 nm de diamétre et revétues
d'une couche de SKAPTMS ayant 10 nm d’épaisseur), la quantité dections (NH,) accessibles
déterminée est de 7,6 *1amol de (NH)/ g de particules ou 2,88*f0Omole de (NH)/ mol de
particules ou 600 molécules de (Niparticule ou encore 0,04 molécule de gMhhY si on assimile
la masse molaire de @S :EF"@SiO-APTMS a la masse molaire de £4S :Eu”. Ces résultats
confortent la présence de fonctions (@)ld la surface des NPs. Toutefois ces concentsatianient
dans la littérature selon le mode de revétemeliséjtie type de particules, ... ; la quantité de gNH
dosée a la surface varie énormément dans la tiitéraC’est le cas par exemple des particules de

Y,0,S:Er,Yb amino-fonctionnalisées avec 3,9%1fiol de (NH)/g de particule$’et des particules de
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Gd,04:Eu amino-fonctionnalisées avec 3,5%1@ol de (NH)/g de particule$®® Lechevallier e@l.***

ont également quantifié les Midccessibles a la surface des NPSOReEEW @APTES (Re = Y, Gd).

Au cours de ces travaux, les NPs utilisées ontiamétre de 150 nm et le revétement de couche de
silice aminée a été effectué uniquement par comdiens de 'APTES et non d’'un mélange
TEOS/APTMS comme nous l'avons fait ici. Les rédsltaapportés montrent un taux d’amines
accessibles de I'ordre de 0,4 molécule de AT contre 0, 04 molécule de (Myhnt calculé ici.

Ces différences peuvent s’expliquer par le modeedétement utilisé.

4,00E-07 -
y=2E-07x - 6E-09

3,50E-07 A
’ R?=0,9984

3,00E-07 -
2,50E-07

2,00E-07

[FITC] (M)

1,50E-07 -
1,00E-07 -

5,00E-08 -

0,00E+00 T T . )
0 0,5 1 1,5 2

I(FITC)/1(Eu3+)

Figure IV.6. Courbe d’étalonnage représentant I'évolution d& (iflen fonction du rapport

d’intensité I(FITC)/I(EG") suite & une excitation & 393 nm.
IV.3. Revétement des NPs par une couche de silicésoporeuse

IV.3.1. Principe et méthode

Pour le revétement des NPs avec la couche de sil&soporeuse, la quantité de TEOS
optimisée dans le paragraphe V.2 a été utilisée.

Environ 30 mg de NPs de @S :Eu* sont dispersées aux ultrasons dans 80 mL de propan
1-ol pendant 2 h. Ensuite 8,94 mL de solution diamiac (28 %.mass), 7,5 mL d’eau distillée et un
volume V = 0,025 mL de TEOS et 100 mg de CTAB smoutés a la suspension de particules. Le
mélange est maintenu a 40°C dans un bain d’huile agitation pendant 6 h. Les NPs obtenues sont
séparées par centrifugation (3500 trs/min pendamhih) et séchées a 80°C durant 24 h. L'exces de
CTAB a été éliminé par calcination sous air degi@aes obtenues a 500°C (1°C/min) pendant 7 h.
Les NPs de GD,S :EU* enrobées dans une couche de silice mésoporeusZGDéQElf+ @msSiQ
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sont alors obtenues. La figure IV.7 schématisédation générale d’enrobage des nanoparticules dans

une couche de silice mésoporeuse.

TEOS/CTAB (a \\

y/

Calcination
> |

500 C pendant 7 h (1 C/min)'\

>

Gd,0,S :Eut
Figure IV.7. Schéma montrant la formation de NPs de@@8 ‘EG" @mSio

IV.3.2. Résultats et discussions

Les images MET des NPs de £dS:EF*@mSiQ présentées sur la figure IV.8 montrent des
NPs de GgD,S :EU" enrobées par une couche de silice mésoporeusdsépe: 15 nm.

Figure IV.8. Images MET de NPs de gobS EG" @mSio

La figure IV.9 présente les spectres IR des NPSa@©,S :EU* avant et aprés le revétement
par une couche de silice mésoporeuse. Toutes hdebadentifiées dans le cas de,G& :EU”
@SiO-APTMS (paragraphe IV.2.1) sont détectables safdébles bandes entre 2700-3000 'cat
1400-1450 cm attribuables aux vibrations-& qui ne sont pas ici détectables. Cela indiqué gty
a plus de traces d’éléments organiques apreés iféiion du CTAB.

82
These de doctorat Séemiyou Ayel®SSENI



CHAPITRE IV : FONCTIONALISATION DE SURFACE
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Figure IV.9. Spectres IR de NPs @&,0,S :Eu*: (a) avant et (b) aprés ; revétement de silice
mésoporeuse

Propriétés optiques des NPs apres revétement

Les spectres d’émission des NPs avant et aprés les 2 modes de revétement (couche de silice
aminée et couche de silice mésoporeuse) ont été reportés sur la figure 1V.10. Toutes les mesures ont

été effectuées sous excitation UV-visible a 363 nm avec des suspensions de particules de méme

concentration (3,75 mg/mL).
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Figure 1V.10. Spectres d’émission de NPs de :@a)0,S :EU": (b) GO,S :EW*@mSIQ et (c)
Gd,0,S :EF"@Si0-APTMS sous excitation & 363 nm
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Les spectres d’émission montrent la présence desdes bandes de transition de l'ior’Eu
observées dans les NPs avant revétement. Cesatésulbntrent que le centre luminescent n’a subi
aucune dégradation apres le procédé de revétement.

Dans le cas du revétement par une couche de ailieée (figure IV.10-c), nous observons
un fond continu important ; au niveau de la ligreldise d’émission qui proviendrait de la couche
d’ « amino-silane ».

Pour les NPs revétues d’'une couche de silice mésog® (figure 1V-b), il n'y a pas de fond
continu et toutes les transitions de FEsont significativement plus importantes (3 foisieccelles
observées dans les NPs «nues ». Cette exaltagoturdinescence pourrait s’expliquer par la
calcination a 500°C effectuée pour éliminer le CTABuisant ainsi les désexcitations non radiatives
des ions Etf a la surface des NPs et par substitution des ligifo—OH par des liaisons E4D—Si.

Ces résultats confirment que le revétement degcpkas par une couche de silice aminée ou
par une couche de silice mésoporeuse préservemeéime améliore significativement leurs propriétés

de luminescence.

IV.4. Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons optimisé un procéagté de la littérature pour I'enrobage des
NPs de GgD,S :Eui*d’'une couche de silice d’épaisseur et de compeositimtrolables. Le revétement
préserve et améliore significativement les propaétiminescentes des NPs.

Les NPs de GO,S :EF" @SiO-APTMS synthétisées constituent des nanoplateforsoes
lesquelles peuvent se greffer des molécules bigpleg ou pourront servir de sondes luminescentes
et/ou d’agent de contraste en IRM.

Les nanoplateformes de @S :EW*@mSiQ synthétisées pourraient étre utilisées dans les
systémes de délivrance des médicaments vers leseggibles : la couche de silice mésoporeuse
agissant comme réservoir de principe actif et larc@g,0,S :EU* permettant le suivin vivo de la

nanoplateforme.

Le chapitre suivant sera consacré au développeteequielques applications de ces nouvelles

nanoplateformes ainsi « designées ».
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La mise au point et le développement de nanoplatef® multifonctionnelles (a des fins
thérapeutiques ou de diagnostic) requiert bon nembe caractéristiques physico-chimiques
permettant d’envisager a terme une utilisation ¢tézmme.

Outre les aspects purement liés a I'élaboratiorietles nanoplateformes, I'étude du mode
d’interaction avec les cellules/tissus biologiqsésvére indispensable. Dans ce contexte, nous nous
sommes penchés dans ce chapitre sur divers aspéstsa ces considérations d’ordre
interdisciplinaires et se rapprochant de problég&s concretes liées a une possible utilisation
biomédicale. En particulier, nous nous sommesess#s ici a :

» I'étudein vitro de l'internalisation des NPs par les cellules,

> I'évaluationin vitro des effets d’'internalisation des NPs sur la Vitgbcellulaire,

» la possibilité de détecter les NPs par microscapdpifluorescence couplée a un
spectrofluorimetre,

> le greffage sur nos NPs, de molécules biologigqnmes applications en diagnostic et
thérapie médicale,

» l'étude des propriétés relaxométrigues des narefplames synthétisées pour

l'imagerie par résonance magnétique et pour la gpaphie par rayons X.
V.1.Etude de la cytotoxicité des NPs et imagerie dieiorescence

V.1.1. Principe et méthode

Afin d’évaluer le potentiel cytotoxique des NPsp@eées au cours ce travail, nous avons fait
réaliser des tests de type MTT sur des cellulesodes de type NIH3T3 par la société ICELLTIS. Ces
tests ont pour but d’évaluer la viabilité celluaaprés mise en contact des NPs avec les cellnles e
suivant leur activité mitochondriale.

La viabilité cellulaire est évaluée grace a uneysm mitochondriale, la « succinate
déshydrogénase » synthétisée par la cellule loeguést vivante. Cette enzyme, en présence du
réactif MTT (bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-3,5-diphenyl tetrazolium) précipite pour donner
des cristaux de coloration violette de « Formazarkba quantité de Formazan produite est
proportionnelle a la quantité de cellules vivantesuffit donc d’'incuber, le MTT avec des cellules
ayant été incubées au préalable avec des NPs amtend certain temps a 37 °C. Ensuite, dissoudre
les cellules, leur mitochondries et donc les pi&gspde Formazan violets dans du DMSO pur. Le
dosage par spectrophotométrie & 570 nm de la solabtenue permet de connaitre la quantité relative
de cellules vivantes ou actives métaboliqguementsduee les cellules sont mises en présence des NPs,

deux cas de figure peuvent se présenter :
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» soit la quantité de Formazan reste constante (@pigenente) au cours du temps : cela
signifie alors que les cellules ont une activitdlutgire normale (voire qu’elles
proliferent dans le cas d’'une augmentation). Lastuire ainsi testée n’a alors pas
d’effet de toxicité visible sur les cellules.

» soit la quantité de Formazan diminue (& une vitpdse ou moins rapide). Plus cette
diminution est rapide, plus la toxicité de la sabse est importante.

Ainsi le test MTT constitue un bon indicateur devltalité cellulaire. Notons que ce test ne
présente aucune interférence avec la présenceogdiaor compte tenu de I'absence d’excitation de
I'europium a cette longueur d’onde.

Le protocole utilisé est une adaptation de celgriti@ar Mosmann>® Les cellules de souris
de type NIH3T3 ont été ensemencées dans 96 paits gvec une densité de 3*Id®llules/puits &
37°C sous une atmosphére humidifiée a 95% et canté&? de CQ Le milieu a été renouvelé toutes
les 24 h et les cellules rincées (2 fois) avec @8 FPhosphate Buffered Saline). Les NPs de
Gd,0,S :EU* sont mises en suspension dans du PBS a différemtesntrations et rajoutées au milieu
cellulaire. Aprés des périodes d'incubation de 4et711 jours des NPs, des essais MTT ont été
réalisés. Les mesures de densité optigue des@muibtenues ont été effectuéas,e= 570 nm.

Pour limagerie cellulaire, les NPs de £&4dS ‘EU* sont incubées avec les cellules & une
concentration de 0.1 mg/mL pendant 24 h dans lesas&onditions que les tests de cytotoxicité. Les
images cellulaires sont obtenues en microscogigodelscence avec une longueur d’'onde d’excitation

a 365 nm et possibilité d’observation a 605/640 nm.

V.1.2. Résultats et discussions

La figure V.1 présente I'évolution de la proliféoat des cellules NIH3T3 incubées avec les
NPs de GgD,S :EU* (diameétre = 105 nm avec un écartype de 10 nm) perddaurs (J4), 7 jours (J7)
et 11 jours (J11) & différentes concentrations QQL;; 1; 3 et 5 mg/mL). Nous observons une
diminution sensible de la viabilité cellulaire Ique la concentration en NPs est supérieure a 3 Img/m
guelle que soit la période d’incubation. Pour laséds d’incubation J4 et J7, nous avons une bonne
viabilité cellulaire lorsque la concentration eRNest comprise entre 0,1 et 1 mg/mL. En revanche,
lorsque la durée d'incubation est prolongée a 1tsjqJ11), la prolifération des cellules diminue
guand la concentration est supérieure a 1 mg/mlcdagéquence, il n'y a pas d'effet cytotoxique des
NPs sur les cellules jusqu’a une concentration degdmL. Cette valeur de concentration peut étre
considérée comme le seuil de biocompatibilité.

Nous ferons remarquer que c’est un seuil élevépguiet de dire que nos NPs sont non ou
peu toxiques. Il faut également noter que jusquiaglmL, la croissance cellulaire semble accélérée
par nos NPs. Ce phénomene qui est reproductiblbleames étrange et n'a, a notre connaissance
jamais été rapporté. Dire si ce phénomene de fadeeroissance est bénéfique ou non dépend des
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applications visées. Dans le cas du marquage dlafesecancéreuses, un tel phénoméne pourrait bien

évidemment apparaitre comme embétant.

-
Effets des NPs de Gd,0,S:Eu3* sur les cellules NIH3T3

06
05
g Omg/mL
0,4 s 0,1mg/mL
o, g 1mg/mL
g 3mg/mL
02 , 5mg/mL
01 -
[]_

Figure V.1. Tests de cytotoxicité des NRBd,0,S :Eu* effectués sur des cellules de souris de type
NIH3T3

La figure V.2 présente les images des NPs d©g:EU" & 0,1 mg/mL internalisées par des
cellules de souris de type NIH3T3 pendant une etudbservées en microscopie a fluorescence. Ces
images révelent une bonne internalisation des NiP$eg cellules (figure V.2-b et ¢) avec une forte

fluorescence rouge dans leur cytoplasme (figureeve2f).
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Figure V.2.Images en microscopie de fluorescence des NPs #&,&d=U" aprés internalisation par
des cellules NIH3T3 pendant une nuit : (a et d)gesaen mode contraste de phase ; (b et e) images en
mode fluorescent et (c et f) images fusionnéesemsms de (a et b) et (d et e). Grandissements :
(x100 pour a-c) et (x200 pour d-f) avec une batéettlle de 50 um

V.1.3. Conclusion

Nous avons montré que les NPs sphériques et meeodes de GO,S :EU* sont,
facilement internalisables par les cellules NIH3T®n cytotoxiques jusqu’a une concentration de 1
mg/mL et sont fortement luminescentes en microgcapfluorescence excitée a 365 nm. Ces NPs
peuvent étre considérées comme des marqueursdsioaints tres efficaces apres internalisation par
endocytose. Néanmoins cette technique, si elle gtedm suivre des cellules précédemment incubées
avec le marqueur ; ne présente aucune sélectivigag ou les cellules a marquer sont mélangées a
d’autres. Dans ce cas, le greffage d’'une « cle¢etonnaissance biologique a la surface des NPs
devient indispensable afin d’assurer la sélectifiténarquage.

V.2. Greffage de molécules biologiques a la surfades NPs

Ce paragraphe sera dédié au greffage de biomotéauke surface des NPs synthétisées pour

des applications en thérapie ou imagerie médiaateaine.
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V.2.1. Greffage de la streptavidine

La streptavidine est une protéine de masse moléeula 60 kD&°. Elle est formée de quatre
sous-unités pouvant chacune se lier & une biotindgfortes interactions non covalentes, la cortsta
de dissociation étant de 10 mol.L". D’autre part, son point isoélectrique se situereeld et 6.
L’intérét du greffage de la streptavidine sur nd3sMst de pouvoir y coupler des anticorps biotgylé
commerciaux spécifiques, grace au fort couplagst@xi entre la streptavidine et la biotine.

Le greffage de la streptavidine consiste a la faxéa surface des NPs tout en lui conservant sa
fonctionnalité, c'est-a-dire sans altérer sa atrectqui est a l'origine de sa fonctich Nous
souhaitons également contréler la quantité de pmtgreffée et maitriser la stabilité du greffage a
cours du temps.

Nous disposons principalement de 2 voies expériah@nipour accrocher la streptavidine a la
surface de nos NPs : un greffage par adsorption greffage par couplage covalent. Les principes du
greffage se révelent étre tres empiriques et reposeuvent sur des « recettes », car ils restent
fortement dépendants des surfaces et des protéomssdérées. Cependant, nous pouvons dégager
guelques solutions pour optimiser les conditiongrdéfage.

Les conditions d’adsorption sont fortement influees par les conditions physicochimiques
du milieu, comme la force ionique, le pH ou la price de tensioactifs. La quantité adsorbée dépend
ensuite principalement de la concentration en pretd.a température et le temps d’incubation sont
des parametres plus ou moins secondaires car sisusat toujours dans une méme fenétre (T< 45°C,
le temps d’adsorption se situe entre quelques egnat quelques heur&S) Le pH est sans aucun
doute le parametre clé car il joue sur la chargbaje des protéines, et dans le cas ou les sudaoes
chargées, les interactions électrostatiques pe@mnte moteur ou le frein a I'adsorption.

La seconde méthode de greffage consiste a créetiaisen chimique covalente entre la
protéine et la surface de la NP. Il s’agit de dédher une réaction entre une fonction chimiqueade |
surface et une fonction de la protéine, et le plusvent en utilisant un agent de couplage. Un grand
nombre de réactions de couplage peuvent étre idegifh La nature de la surface fixe généralement
la réaction empruntée. Les parametres jouant sugrééfage covalent sont principalement les
concentrations relatives en réactifs, le tempa &trhpérature de réaction.

Choisir un greffage par physisorption peut étré&riggsant car la mise en ceuvre est assez
simple : lorsque I'on connait les conditions exménmtales, la physisorption consiste en une étape
unique. En revanche, cette voie n'assure pas ufageeirréversible dans le temps et ne permet pas
d’orienter les protéines ni d’éviter leur dénatimat Dans la suite de nos travaux nous retiendi@ns

2éme

méthode de greffage.
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V.2.1.1. Principe et méthode

Dans le cas de nos NPs de,Gsb :EF*@SiO-APTMS, les fonctions Nkprésentes a leur
surface sont activées par du glutaraldehyde. Apeéte activation, les NPs sont couplées par liaison
covalente avec la streptavidine. Nous utilisonscdmes fonctions pour former des liaisons peptidique
avec les fonctions amine de la streptavidine. lgaré V.3 présente le schéma réactionnel de ce
greffage. Le protocole de greffage utilisé est adaptation de celui rapporté par Ashtarmlet’

Les NPs de G,S :EW*@SIOQ-APTMS utilisées ont un diamétre moyen de 110 nm
(diamétre du cceur : 90 nm et épaisseur de la coarde silice aminée : 10 nm).

v" Environ 10 mg de ces NPs sont mis en suspensios SlamL d'une solution de
Phosphate Buffered Saline (PBS ; 0,01 md).L

v' 500 pL d'une solution de glutaraldéhyde (25%.mass)t ajoutés a la suspension de
NPs et le mélange est placé aux ultrasons pen@antr8a température ambiante.

v La réaction d’'activation des fonctions amine eshgl&tée par agitation a température
ambiante pendant 3 h. Les NPs activées sont s&ppa¢eentrifugation et lavées au
PBS (0,01 M).

v' Les NPs obtenues sont remises en suspension @ooentration de 2,5 mg/mL dans
des différentes solutions de streptavidine (0,1225 ; 0,5 mg/mL). Ensuite, les
différents mélanges sont maintenus sous agitattiCgpendant 24 a 48 heures.

v Aprés cette période d'incubation, les NPs sontrggsapar centrifugation et lavées au

PBS puis remises en suspension dans du PBS a noent@tion de 2 mg/mL.

(o]

o)
| _ .
HJ.\/\)LH — O=CH—CH,)s—CH=0

Glutaraldéhyde

NH PBS
2+ O=CH—(CH,)y~CH=0 =3 H,N
Tamb; 3 h

Gd,0,S :Eud* @SI0-APTMS

Streptavidine

Figure V.3. Schéma réactionnel du greffage de la streptavidiaesurface des NPs de &dS :EJ*
@SiO-APTMS
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Quantification du nombre de sites actifs pouvantesea la biotine

Lorsque la molécule de streptavidine est lieesutéace d’'une NP, certains de ses quatre sites
peuvent étre devenus inaccessibles. Il est aléressaire de quantifier le nombre de sites réadsifs
a-vis de la biotine. Le dosage a été effectué paplage de la biotine 4-fluoroscéine : B4F (exdéab
a 494 nm/émission a 523 nm) avec la streptavidine!agit d'un dosage direct effectué par
fluorométrie car il est possible de mesurer l'isighde fluorescence de la B4F greffée sur nosexiPs
suspension. En effet, celles-ci diffusent peu taiéwe a cause de leur taille nanométrique.

Les différentes NPs greffées avec de la streptawidiont mises en suspension a une
concentration de 2 mg/mL puis incubées dans 4 mbelsolution de B4F (T0mol.L™") par agitation
a l'abri de la lumiére pendant 3 h. La concentrago B4F utilisée est suffisamment importante pour
gue tous les sites actifs de la streptavidine sogaturés. Les NPs ainsi couplées avec de la Bdf s
séparées par centrifugation et lavées 4 fois au @B®. mol.l*). Ensuite, elles sont remises en
suspension dans du PBS a une concentration der@Lnpgyur le dosage par fluorométrie.

L'intensité de fluorescence de la B4F couplée deedNPs greffées avec de la streptavidine a
été mesurée sous excitation UV-visible a 495 nne thoite d’étalonnage de la solution de B4F a été
utilisée pour déterminer la quantité de B4F coupleéec la streptavidine. L'évolution de l'intensité
lumineuse I(B4F) en fonction de [B4F] est une draibnt I'équation permet de déterminer le nombre
de B4F pouvant se lier aux sites libres de la sdkégine donc du nombre de sites actifs par mg de
NPs.

V.2.1.2. Résultats et discussions

La figure V.4 présente le spectre d’émission des greffées avec la streptavidine aprés
couplage avec la B4F. La bande d’émission obseavg&21 nm est attribuable a la bande d’émission
de la B4F. Ce résultat illustre la présence de 4& B la surface des NPs greffées avec de la

streptavidine.
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Figure V.4. Spectre d’émission des NPs greffées apres couplaggela B4F sous excitation UV a
495 nm.
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Pour avoir des NPs stables présentant une qualisireptavidine connue, nous avons fait
varier la durée de greffage et la concentratiostegptavidine. La figure V.5 présente I'évolutiom d
nombre de sites actifs en fonction de la conceatratle streptavidine utilisée pour le greffage.
Lorsque la concentration en streptavidine augmgrggu’a 0,25 mg/mL, le nombre de sites actifs
dosés augmente également. Au-dela de 0,25 mg/mmorigbre de sites actifs dosés varie tres peu
quelque soit le temps de greffage. La concentraiorstreptavidine (0,25 mg/mL) correspond a la
valeur de saturation. Le nombre maximal de sitéifsadosés est de 22 pmol/mg de particules ou 67

sites actifs /particule pour un temps de greffag@4ih.
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Figure V.5. Variation du nombre de sites actifs en fonctioiadeoncentration de streptavidine

utilisée pour le greffage pendant les durées dhations de 24 et 48 h.

La diminution du nombre de sites actifs dosés alésetorsque la période de greffage est de
48 h pourrait s’expliquer par une dénaturation aestreptavidine pour des périodes de greffage
supérieures a 24 h. Il serait peut étre intéressantéaliser le greffage aux périodes d’'incubation
inférieures a 24h.

Ces conditions permettent de greffer au maximunpr@l de sites actifs/mg de particules ou
67 sites actifs /particule. La surface d’'une NmMgéestimée & 37994 rinchaque site actif occupe une
surface de 567 nfrsur la NP. Il est connu dans la littérature qu’'nmaiécule de streptavidine a un
volume de (4,5 * 4,5 * 5 ni>%oit une surface latérale estimée a 4%.ria comparaison de ces
résultats confirme que tous les sites de la swajitee ne sont pas accessibles apres greffage. La
différence entre la surface occupée par un sii€ @0t une NP et celle d'une streptavidine pourrait
s'expliquer par la formation de quelques agrégats ¢lu greffage ou la présence d'espace entre les
molécules de streptavidine greffées sur la NP.

Cette quantité est suffisante pour utiliser cettéthmde dans le but d'un greffage d'un

anticorps biotinylé. En effet, des manipulatioms été effectuées sur ces mémes particules par S.
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LECHEVALLIER au cours de son stage a I'Universiteadquarie de Sydney (Australie) dans le
laboratoire du Dr Dayong Jin (Inventeur du Time é8lat uminescence Microscope : TGML). Le
greffage de la streptavidine sur nos NPs a étdroodfpar la conjugaison des particules greffées ave
des cellules exprimant le récepteur CD34 biotinyle.figure V.6 montre en champ clair (a) et en
mode fluorescent (b) la cellule exprimant le réeaptCD34 biotinylé aprés conjugaison avec les NPs
greffées avec de la streptavidine. Sous excitai@65 nm avec une diode pulsée, nous observons
clairement en mode fluorescent les NPs grefféesuaute la cellule avec une forte luminescence. Ce
qui confirme qu'il y a assez de sites actifs depavidine sur les NPs greffées pour une bonne

conjugaison avec un anticorps biotinylé.

a)

Figure V.6.Images de cellule exprimant le récepteur CD34ihj# conjuguée avec des NPs de

Gd,0,S :EU* greffées avec de la streptavidine. (a) champ etalib) mode fluorescent.

V.2.1.3. Conclusion

Les conditions expérimentales utilisées nous armjs de greffer la streptavidine, a la
surface des NPs de @S :EF'@SiO-APTMS, par formation de liaison peptidique suiteige
activation des fonctions Nipar le glutaraldéhyde. La quantité maximale depsavidine greffée est
estimée a 22 pmol de sites actifs/mg de particule8? sites actifs /particule.

Cette quantité est suffisante pour utiliser cettéthmde dans le but d’'un greffage d'un
anticorps biotinylé.

V.2.2. Greffage d’anticorps a la surface des NPs d&d,0,S :EW** @SiO-APTMS pour détection
d’ Escherichia coli

En mai 2011, la bactéri&scherichia colientéro-hémorragique (EHEC), rencontrée dans

l'intestin de la majorité des humains et des awrémaux a sang chaud ou dans notre environnement
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naturel a causé plusieurs déces en Allemagne, @beSau Danemark, en Angleterre, aux Pays-Bas et
en FrancE®. Ainsi, il y a eu une demande accrue de méthodpisles de détection de la bactérie
Escherichia coli dans les domaines de la biotechnologie, de larié&alimentaire et en diagnostic
meédical. Les méthodes conventionnelles de déteaticrobiologique de. coli basées sur la culture
cellulaire restent encore les méthodes les plusga® Mais elles nécessitent une période d'inmrbat
trop longue (24-48 h) pour répondre aux besoin;ali@se ce qui ne satisfait pas les pouvoirs
publicg®.

Les « quantum dots » utilisés comme marqueurs lesaints ont permis la détection de deux
types de bactérieE. coli et Staphylococcus aureu€ette méthode de fluorescence permet de détecter
un nombre total de £0- 10" ufc / mL (unité formant une colonie : désigne tembre de colonies de
bactéries contenues dans 1 mi’E. coli et S. aureusians un délai de 1-2% Mais il est connu que
ces guantum dots sont toxiques et trés colteux.

Cheng etl.’®? ont développé une autre méthode basée sur lageeffanticorps sur les NPs
magnétiques aminofonctionnalisées pour la détediBrcoli dans du lait pasteurisé. Cette méthode
permet une détection de 2*2*10° ufc / mL avec une limite de détection de 20 ufc/etlun temps
total de détection d’environ 1 h. Dans cette dymamj nous proposons alors une nouvelle méthode de
détection d’E.coli en utilisant un greffage d’anticorps IgGl spécifiga I'E.coli sur nos
nanoplateformes GO,S:EU*@SiO-APTMS synthétisées dans le chapitre IV. Ces travant été
effectués au sein du laboratoire des matériauxgaroques et de physicochimie de surface -USP
(Ribeiréo Preto Sao PauloBrésil), a I'Institut de chimie d’Araraquara et a la fiéude pharmacie
d’Araraquara -UNESP Araraquarg Sao PauloBrésil) ; grace a une collaboration établie avec le Dr.
José Mauricio A. CAIUT.

V.2.2.1. Principe et méthode

Le greffage de I'anticorps IgG1 sur nos nanoplate&s a été effectué par deux méthodes. La
premiére méthode consiste initialement a greffdg surface des nanoplateformes, une protéine : la
protéine A qui a une forte affinité vis-a-vis dariticorps IgG1. Puis, la protéine A, a la surfaes d
nanoplateformes est mise en réaction avec l'aqictgG1l. La protéine A est une protéine de masse
de 64 kDa et possédant quatre récepteurs de li&gsaffrragment cristallisable). La capacité de la
protéine A a se lier sélectivement aux groupemEantdes immunoglobulines permet d’améliorer la
détection des antigenes. Ce procédé est générdlamibeé pour greffer la protéine de facon
covalente a une sonde luminescente possédanuéaeesdes groupes-H,)'®

La seconde méthode consiste en une simple réamtiom les groupes-NH.) a la surface des
nanoplateformes et les fonctions carboxyliques'algitorps 1gG1 par I'utilisation des catalyseurs :
N-ethylN'-[3-(dimethylamino) propyl] carbodiimide hydrochilde (EDC) etN-hydroxysuccinimide
(NHS).
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V.2.2.1.1. Greffage de la protéine A sur les NPs &d,0,S:EU* @SiO-APTMS

Avant le greffage de la protéine A sur les NPs dg0z5:EU*@SiO-APTMS, un dipeptide
protégé par un groupement fluorenylmethoxycarbo(fyeoc) a été d’abord greffé en utilisant I'acide
Fmoc-6-aminohexanoique (Fmog-Ahx-OH). Cette méthode permet d’augmenter I'espattee les
NPs et I'anticorps. La synthése peptidique a éicefée par la méthode de synthése de peptide en
phase solide (« Solid Phase Peptide Synthesisanglaisj®* **

Environ 125 mg de Fmo&Ahx-OH et 31,5 pL du catalyseur N, N-diisopropgrbodiimide
(DIC) sont dissous dans 5 mL de dichlorométhanemB&ange est agité pendant 30 min a 0°C. Il se
forme un anhydride selon la réaction décrite suidare V.7. Le solvant est évaporé sous pression
réduite a 25°C. L'anhydride obtenu est dissous @amd. de diméthylformamide (DMF) et rajouté a
une suspension de 56,3 mg de,G&:EF" @SiO-APTMS dans 2 mL de DMF. Enstuite, 7 mg du
catalyseur 4-(dimethylamino) pyridine (DMAP) somfautés et le mélange est agité a température
ambiante pendant 24 h. Les particules sont sépaagesentrifugation, lavées 3 fois avec du DMF

puis & I'eau et séchées sous vide pendant 10 h.
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Figure V.7. Synthése peptidique en phase solide utilisantd&aé&moc-6-aminochexanoique (Fmoc-
&-Ahx-OH)

Les particules obtenues ont été traitées avec uange alcalin : DMF-Pipéridine (80 vol%-
20 vol%) pour éliminer et doser le groupement Fignedfé. Environ 40 mg de particules greffées sont

mises en suspension dans 2 mL d’'un mélange DMFiBipé (80 vol%-20 vol%) pendant 45 min
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(figure V.8). Le surnageant est analysé par abisorpUV-visible pour doser le groupement

chromophore éliminé. Les particules sont sépgvaesentrifugation et lavées 4 fois avec du DMF.

20% Pipéridine dans du DMF
-NH-CO-(CH,)s-NH-Fmoc - -NH-CO-(CH,)s-NH, +Fmoc-H

9 o\
h - o]
Ny
6 o—’é) = 0—’1 R
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Systéme aromatique
— - . Y
=—(CH3z + oY

,"' ™ TI + HzN/R
P

Figure V.8. Elimination du groupement Fmoc par un mélange DNfié#dine (80 vol%-20 vol%)

Les particules séparées apres élimination du Frmotremises en suspension dans 5 mL de
DMF, 90 mg d'anhydride glutariqgue sont rajoutédecimélange est agité a température ambiante
pendant 24 h. Ensuite les particules sont sépaaesentrifugation, lavées au DMF puis a I'eau et
séchées sous vides pendant 10 h.

Enfin, environ 24,8 mg de particules activées aHialride glutarigue sont mis en suspension
dans 2,5 mL de PBS (0,1 mof), 125 uL d’'une solution de protéine A (0,5 mg/ndt)5,8 mg du
catalyseur EDC sont rajoutés et le mélange esé¢ ggihdant 150 min a température ambiante. Les

particules greffées a la protéine A sont alors ¥gsapar centrifugation et lavées a I'eau milliQ.

V.2.2.1.2. Conjugaison des NPs avec I'anticorps 1dG

La conjugaison des NPs avec I'anticorps 1gG1 a&figetuée par 2 méthodes.

Méthode indirecte par le biais de la protéine A

Elle consiste a faire réagir la protéine A greféée les NPs avec I'anticorps IgG1. Les NPs

greffées avec la protéine A sont remises en sugpendsns 4 mL de PBS (0,1 M), 12& d'une
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solution (1,45 mg / mL) de l'anticorps IgGl sonfjordés. Le mélange est agité a température
ambiante pendant 3 h. Enfin, les particules soparg&s par centrifugation, lavées au PBS, remises e

suspension dans du PBS et conservées a 4°C poutilisegion ultérieure.

Méthode directe

Elle est décrite par Wang &tt'® et est basée sur la réaction de condensationlestgeoupes
carboxyliques de I'anticorps IgG1 et les aminempiies présentes a la surface des NROSI:EG"
@SIiO-APTMS grace a l'utilisation de catalyseurs NHSE®IC. Environ 5,4 mg de G@,S :EU”*
@SIOG-APTMS sont mis en suspension dans 2 mL de PBSM},187 pL d’'une solution (1,45 mg /
mL) d’anticorps IgG1, 31L d’'une solution (8,7 mg / mL) d’EDC et 42 d’'une solution (11,7 mg /

mL) de NHS sont rajoutés et le mélange est agiténgpérature ambiante pendant 2 h. Enfin, les
particules sont séparées par centrifugation, lagéd2BS, remises en suspension dans 1 mL de PBS et

conservées a 4°C pour une utilisation ultérieure.

V.2.2.1.3. Immuno-essais et imagerie de fluorescenc

Les bactérie&. coli ont été utilisées pour les tests d'immuno-essais

Une colonie dE. Coli a été prélevée de la souche de la culture BHI étgrain Heart
Infusion”, Sigma-Aldrich) et redispersée dans dul Blide (Sigma-Aldrich). Apres la croissance de
la culture, les bactéries ont été déposées surlame de microscopie préalablement séchée a
température ambiante. Ensuite, les bactéries saFasf en passant la lame sur le feu (Bec Bunsen).
Une suspension de particules (conjuguées ou nen Banticorps), diluée avec du RPMI-1640
(Roswell Park Memorial Institute — milieu de cu#ucode 1640, Sigma Aldrich, + des antibiotiques et
des éléments nutritifs) a été déposée sur lesrieEgtéées. L'incubation se fait pendant 30 nasu
température ambiante. Ensuite la lame est lavégs3alec une solution RPMI-1640-C et séchée a
température ambiante pour I'analyse en microscdpidluorescence. Les différents essais effectués

sont résumés dans le tableau V.1
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Tableau V.1. Récapitulatif des essais effectués

Particules Préparation des lames Essais

Gd,0,S: EB*@SIO-APTMS NPs seules 0

Gd,0,S: EB*@Si0-APTMS NPs+ bactéries Blanc

Gd;0,S: EL?+@,S'OZ.'APTMS NPs+ bactéries
conjugué avec I'anticorps 1IgG1 1
(methode avec protéine A)

Gd?OZS:,EW@?'OZ'.APTMS NPs+ bactéries
conjugaté avec l'anticorps IgG1 2
(methode directe)

V.2.2.2. Résultats et discussions

Les NPs de G®.S :EF"@SiO-APTMS utilisées ont une taille de 55 nm (écapetyde 5

nm) et sont présentées sur la figure V.9.

100 nm
—

Figure V.9.Images MET des NPs de &3S ‘Ed" @SiO-APTMS.

La quantité d'acide aminé greffé sur les particuesété dosée indirectement par la
quantification du groupement chromophore Fmoc papgption UV-visible. Le spectre d’absorption
du surnageant issu de [I'élimination du groupememiormophore Fmoc présente deux bandes
d’absorption respectivement a 289 nm et a 300 rgur¢ V.10).
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Figure V.10. Spectres d’absorption : a) Surnageant Fdd¢x-OH dans du DMF-Pipéridine et b)
Surnageant issu des NPs greffées dans du DMF-&iipei(i80 vol%-20 vol%).

Différentes solutions de FmdeAhx-OH dans du DMF-Pipéridine ont été préparéas [
courbe d'étalonnage. Les mesures d’absorbancet@efféctuées a = 289 nm. La quantité de Fmoc
dosé est égale a 0,175 mmol/g de particules, cesjuiomparable aux valeurs rapportées par Gude et
al’® sur la quantité maximale de Fmoc éliminée pouragees résines. L’analyse chimique

élémentaire des NPs avant et apres le greffagaddd aminé est présentée sur le tableau V.2.

Tableau V.2. Analyse chimique élémentaire avant et aprés greffag

N (%) C (%) H (%)
Avant greffage 0,23 1,19 0,80
Apres greffage 0,24 2,21 1,39

Aprés le greffage, nous observons une augmentaionmasse de 4%, 86% et 74%
respectivement pour l'azote, le carbone et I'hyérag Ces résultats confortent ceux obtenus en
absorption UV-visible et montrent bien que I'aci@®iné se greffe sur les NPs lors du procédé de
greffage.

Le greffage de l'anticorps IgGl sur les NPs a ébpaatérisé a I'Institut de chimie
d’Araraquara -UNESP Araraquara Sao PauloBrésil) et confirmé en microscopie de fluorescence a
la faculté de pharmacie d’Araraquara -UNESRafaquarg Sao PauloBrésil). Les bactérie&. coli
ont été utilisées pour détecter la présence deid@aps sur les NPs selon la procédure décrite au
paragraphe V.2.2.1.3. Lorsque les NPs de0z® :EU* sont immobilisées seules sur la lame (figure
V.11-essai 0), nous observons une luminescenceesaitstion UV {~365 nm). Cet essai permet de

vérifier la luminescence de nos NPs. Lorsque les §it mises en réaction avec les bactéries (figure
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V.11-blanc), seules quelques traces de luminesceockt observées et attribuables aux résidus de
particules qui sont restés sur la lame apres lavagedes interactions non spécifiques pouvantezxis
entre NPs et bactéries. Ces observations montreatles NPs a elles seules ne peuvent pas
reconnaitre les bactéries. Lorsque I'anticorps Igsi greffé sur les NPs suivant les 2 différentes
méthodes, nous observons une intense luminescenseexcitation UV (figure V.11-1et 2). Avec la
1°® méthode (figure V.11-1), nous observons une lustierce répartie de facon homogéne sur la
lame alors qu'avec |a*% méthode nous observons une répartition de lumémescnon homogéne sur
la lame. Cette hétérogénéité pourrait s’expliquarlp présence de bactéries ou groupe de bactéries
entourées de NPs de @84S :EU" @SiO-APTMS.

Ces résultats montrent que le greffage d’anticegien la i méthode éviterait la formation
d'agglomérat donc favoriserait une bonne dispersies NPs. Les NPs de &3S ‘EG" @SIiO-
APTMS greffées avec I'anticorps ont une bonne Btatiiologique et permettent la reconnaissance de

cibles sur la membrane des bactékeli.

: -
- -

Figure V.11.Images en microscopie de fluorescence : (essaP8)dules, (blanc) NPs seules +

bactéries, (1) NPs conjuguées avec IgGT iéthode) et (2) NPs conjuguées avec IgG1%(2

méthode)
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V.2.2.3. Conclusion

Dans cette partie, nous proposons une nouvelleadéttie détectiod’E.coli en utilisant nos
nanoplateformes G@,S:EW*"@SIiO-APTMS fonctionnalisées par un anticorps : IgG1lciimie a
I'E.coli. La méthode de greffage utilisant un espaceuedagr NPs et I'anticorps semble étre la plus
adaptée pour éviter la formation d’agglomérats busgreffage. Le temps d’incubation nécessaire
pour la détection des bactéries est de 30 mirstlpkis court que ceux rapportés jusque la dans la
littérature. Des expériences supplémentaires doigee effectuées pour déterminer le nombie. d’

coli détectables dans un milieu donné et précisemigelide détection de la méthode.

V.3. Utilisation des NPs a base de lanthanides (GH0 et Dy) comme agents de contraste pour

I'lmagerie par Résonance Magnétique (IRM)

Comme nous I'avons exposé brievement dans le chdples agents de contraste pour I'lRM
peuvent étre classés en agents de contrastef pdsidu en agents de contraste négatif T2 seldls qu
donnent lieu a un renforcement ou un affaiblisséndencontraste de limage en IRM. Les agents de
contraste positif ont un effet prédominant sur élamation du temps de relaxation T1, alors que les
agents de contraste négatif affectent principaléreetemps de relaxation T2. A ce jour, la majorité
des agents de contraste positif disponibles dansrfenerce sont des chélates dé'G@ndis que les
particules d'oxyde de fer sont utilisées comme tsgéa contraste négafft 1

Nous présenterons dans ce paragraphe, I'étuderoeségés relaxométriquede suspensions
aqueuses de LO; et LnO,S (Ln= Gd*, Ho™ et Dy") ainsi que les différentes potentialités

d'utilisation des matériaux synthétisés au courselte thése comme agents de contraste pour I'IRM.

V.3.1. Etude des propriétés relaxométriques des susnsions aqueuses de LO; et Ln,0O,S (Ln=
Gd*, Ho* et Dy*")

Lorsqu’'un composé paramagnétique a base de ladtéseist ajouté a un milieu aqueux, la
relaxation des protons de I'eau augmEht&n régle générale, 'efficacité d’'un agent detraste est
déterminée par sa relaxivité, qui est la capacité domposé magnétique d’augmenter la vitesse de
relaxation des spins des protons qui I'entourehié &t exprimée en (§mM™) de I'ion métallique
paramagnétique. L'augmentation de la relaxatimfuite par la présence du composé paramagnétique
a base de lanthanides est la somme de quatrelngitris différentes : diamagnétiqueydR dipolaire

(Rip), de contact (R) et de Curie () exprimée par :

R=Rdga* Ro+Rc+R, avecR=1/T;;i=1, 2. (V.1)
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En général, la composante diamagnétique est rédpig, la composante dipolaire exprime un
effet spatial résultant du couplage dipolaire elgsespins des électrons célibataires de I'iorhiamide
et les spins du noyall. L’effet de contact est transmis par liaison chjng et résulte du couplage
scalaire entre les spins des électrons célibatatrées spins du noydd La composante de Curie ou
spin de relaxation de Curie provient de l'interaetdipolaire entre le noyau et la polarisation pies
d’électrort”. Pour des raisons de simplicité, toute la thésueles propriétés relaxométriques des

suspensions aqueuses a été mise en annexe.

V.3.1.1. Principe et méthode

Les NPs de L3O; et LnO,S (Ln= Gd*, Ho*" et Dy*") utilisées sont celles synthétisées dans le
chapitre Ill. Ces NPs sont de diametre compriseeb@r et 170 nm. Les temps de relaxation T1 et T2

des protons de I'eau en présence de nos matésanixmesures a faible et fort champ.

A faible champ :B=1,4 Tesla

Les mesures ont été effectuées dans les labomatbéireéecherche : Matériaux : Ingénierie et
Sciences (MATEIS) et au laboratoire de physico-éhides matériaux luminescents de Lyon grace a
une collaboration établie avec le Pr P. Perriét & O. Tillement.

Le temps de relaxation longitudinale, T1, et le gende relaxation transversale, T2 ont été
mesurés a bas champ (1,4T) avec un relaxométre RBAtker Minispec 60 MHz, 25°C). Pour
I'étude des propriétés relaxométriques, des sugpeisde NPs de G@,S: EU* ont été préparées en
meélangeant les particules avec du gel d'agar (17886s). La variation des taux de relaxation (14T1 e

1/T2) en fonction de la concentration en*Galpermis de calculer les relaxivitgét r.

A fort champ :B=7 Tesla et 9,4 Tesla

Les temps de relaxation T1 et T2 des protonsaiilen présence de nos matériaux ont été
mesurés par un spectrometre RMN (Varian-INOVA gpectter) a 300 MHz et utilisant un systéme
de séquences d'impulsions CPMG (Carr-Purcell-Meibagill). Ces manipulations ont été effectuées
au sein du laboratoire de Biocatalyse et de choni@anique de I'Université de Technologie de Delft
(Pays-Bas), grace a une collaboration établie vBe. Ir. J. A. Peters

Les NPs de L4O; et Ln,O,S (Ln= Gd*, Ho* et Dy*") sont dispersées aux ultrasons pendant 5
min dans une solution aqueuse de Xanthane a 1%.tm@as&nthane est utilisé comme dispersant et
surfactant pour éviter les problémes de précipitatjui pourraient avoir lieu lors de l'applicatide

fort champ magnétique. Toutes les valeurs de tetapglaxation ont été corrigées par soustraction de
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la ligne de base du Xanthane et des valeurs deviédades suspensions de composés diamagnétiques
(Y205 pour les LaO; et Y,0,S pour les LpO,S).

Les relaxivités transversales, fexprimées en™ sont déterminées par application d’une
séquence d'impulsions de 180°. Parftasrelaxation transversale peut étre plus rapide emaison
des inhomogénéités du champ magnétique exterrgans ce cas, le déphasage des spins dans le plan
transversal est accéléré puisque la vitesse de¢iomtdes protons varie en fonction du champ
magnétique. Le temps de relaxation transversaldiepti compte dd’interaction spin-spin et des

inhomogénéités du champ magnétiquest alors désigné pBy et exprimé comme suit :
Ty, = T, + Temps de relaxation di aux inhomogénéités du champ magnétique

La relaxivité transversal®; (exprimées en™y est déterminée & partir de la constante de

tempsT, mesurée a partir du signal RMN.

V.3.1.2. Résultats et discussions

A faible champ: B=1,4 Tesla

Les relaxivités ret , ont été estimées a partir de la pente de la desgeimant la variation
des taux de relaxation (1/T1 et 1/T2) en fonctienla concentration en &d Les résultats sont
présentés dans le tableau V.3. Il est connu quagdests de contraste pour I'lRM, peuvent étre émss
a partir du rapport ,ir; selon qu’ils améliorent T1 ou T2. Lorsque la valelr; = 1, 'agent est dit de
contraste positif alors que lorsqugrr> 1,5 il est dit de contraste négdfif Les relaxivités des NPs
de GdO,S:EU", montrent que le rappori/r, augmente de 32,61 & 65,58 lorsque le rayon des NPs
augmente de 25,5 nm a 110 nm. Ces valeurgdesont largement supérieures a celles des agents de
contraste positif a base de complexes de gadoliniale que: Gd-DTPA — Gadopentetate
Dimeglumine (=3,4 s:mM™ et r =3,8 ssmM* & 1Tesla (37°C)), Gd-DOTA — Gadoterate
Meglumine (;=3,4 s~"mM™* et , =4,8 s-:mM™ & 1Tesla (37°C)) et Gd-DTPA-BMA -Gadodiamine
(r:=3,9 s~:mM™ et , =4,3 s".mM*a 1Tesla (37°C}}°. Lorsque la taille des NPs augmente le temps de
relaxation transversale T2 devient plus court etqoamséquent les NPs de &dS:EU™" peuvent étre
utilisées comme agent de contraste négatif poRM’I En revanche, la taille de ces particules est un

peu grande pour leur utilisation comme agent déraste positif.
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Tableau V.3. Relaxivités 1et K, df suspensions aquedses dedz8:EU dans du gel d’agar (1,5 wt
%) B=1,4T et T = 25°C.

rver (nm) r,(mmM-1si) r,(mmM-si) Iyt
25,5 15 0,46 32,61
59 20,12 0,33 60,97
110 24,92 0,38 65,58

A fort champ :B=7 Tesla et 9,4 Tesla

Les valeurs de;mesurées pour des suspensions d®©4.pt LnO,S sont présentées dans le
tableau V.4. Pour le gadolinium, la relaxivité linginale est presque constante,24 s.mM™)
quelle que soit la taille des NPs utilisées dansde de I'oxysulfure alors qu’elle augmente
sensiblement (0,10 a 0,97'snM™) lorsque la taille des NPs diminue dans le ca&dgde. Pour les
autres lanthanides paramagnétiques, les valeurs deesurées sont trés faibles 4 a 12 fois
inférieures a celles observées pour le gadolinilweg.faibles valeurs mesurées pourraient s’explique
par plusieurs facteurs : un échange insuffisamedet protons en coordination avec le lanthanide e
les protons libres dans l'eau induisant ainsi ungn@entation du temps de résideneg) (des
molécules d’eau dans la sphere interne de coordimat une diffusion des molécules d’eau entravée
par la présence d’'une couche de Xanthane autoyragsules.

Les relaxivités transversales @xprimées en™y ont été déterminées a partir des temps de
relaxation T mesurés par CPMG. L’évolution de la relaxivité seersale s (s~.mM™), en fonction

de r¢p (moitié de lintervalle de temps séparant 2 imus consécutives) et variange de 0,2 & 5
ms est reportée sur la figure V.12.

Pour tous les composés augmente avergp et atteint la saturation a forte valeurwie (> 3
ms). La valeur de,robtenue a la saturation est considérablementfaible que la valeur d&; (r; =
6 — 10-) obtenue a partir du signal RMN. Le tableau V dsgnte les différentes valeurs de relaxivité

obtenues en comparaison avec celles rapportéedaguak etal'’®. L'évolution des courbes obtenue
est identique a celle rapportée Norekakt™ et est caractéristique d’'un systéme en régiméyseat
1

Aaw(ry)

est le rayon de la particule, D : le coefficient diusion de I'eau etAw(r,): la différence de

2
déphasé « Static Dephasing Regime (SDR) » ou ldittam 7, > est satisfaiterf, = % ou I,

fréquence de Lamor & la surface de la partitUleJontrairement aux résultats de nos travaux, Rs N
de DyO; revétues par une couche de dextfaet les NPs d’HgD; stabilisées dans du CTAB
(0,05%.mass§° présentent un comportement qui est typique pourégime suivant la théorie de la
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sphére externe de coordination (OS) avec des wtiugetr, pratiquement égales. Dans les deux

cas, il n'a pas été nécessaire d'ajouter du Xaethmour éviter la précipitation. En conséquence, le
comportement d’'un systéme en régime statique dépf&BR) présenté par les composés étudiés au
cours de cette these et les,Qp précédemment étudiés peut étre attribué a l'atisorgd'une épaisse

couche de Xanthane a la surface des NPs.

160

*
Dy,0,S:Eu3*(85 nm)
140 *

1204 Gd,0,S:EW* (59 nm)

100

1 4 10,0,S:EW3*(26,5 nm)
80 /‘/}/

Gd,0,S:Eud*(25,5 nm)
Ho,05:Eus*(25,5 nm)

-1 -1
r, (s-mM?)

60
]

® :d,0,S:Eu3 (30 nm)

40

Gd,03:Eu*(35,5 nm)

Gd,03:Eu*(69,5 nm)
20

Figure V.12.Evolution de 5 en fonction de¢» pour des suspensions aqueuses, @@t Ln0,S

de différents rayons ; contenant du Xanthane (1%sh@B =7 T et T =25 °C.

Les relaxations transversaleseRR; ont été simultanément calculées avec les équatic@y
et (V.5) en utilisand w (rp), 1p (rdw), et i/ rgix comme parametres ajustables.

R; _ % _ Rg n 2nv§fﬂw(rp)

T; 9

(V.2)

La différence de fréquence angulaida(r,), & la surface des particules est reliée a la

magnetisation d’'une particulf,, et donc éetroitement liée a la taille des paréisuPour une particule
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sphérique,aw(rp) peut étre exprimée par I'équation V.3 guest le rapport gyromagnétique du

protort®.
M
Ao(r,) =y (V.3)

Pour les particules paramagnétiques, la magnétisbfj, s'exprime par I'equation V.4 ou le

volumev et le nombre de molessont déterminés a partir de la taille de la paktiecnesurée en MET.

M, = E HoHc (V.4)

R, =RY + [&w(?’dfff)]zf(?’d;ff)‘ﬂa (raiff)F(x) V.5)

. 1 oo e ¥ 1 T
ou F(x) = v_’Efo dyv—,i [1 . tanh(xy)] et x = TD‘ET:;}P)

Les valeurs deAw(rair7) , To (rairs) €tf (rairs ) peuvent étre exprimées comme suit :

Ao (rgipr) = Aw(ry) (Td P f) (V.6)
o (aisr) = To(%) (%)2 (D%) .7
f(rairs) = F(% )(wa)a (V-8)

2
Pour x<< 1F(x) = % et pour x>> 1,F (x) = 1. Ainsi,

_ po [Aw(?’dfff)]zf(?’dfff)‘f%p
Rp=Ry + 2zp(raifr)

Sl Top K TD(rdiﬁ} (V.9)

Et

2
R, = Rg n [Aw(rairr)] f(z?’dfff)‘fp (raiff) Si Tep > Tp (rdiff) (V.10)
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Tableau V.4. Relaxivités de suspensions aqueuses d@iet LnO,S (Ln= Gd*, Ho> et Dy") B=7 T et T = 25°€

MaASa  (hp  Gmmh  (Gmmte Gy a0 Sy G0 e doter W Gy Gy
Gd,0,S:Eus* 25,5 0,24 55,12 483,42 13%’;5 7,772 iig 2820%9 59,9 2673,4
Gd;0,S:Eul* 30,0 0,24 48,42 490,17 182205 7,772 i]éh 28]6]6%4 72,2 6330,2
Gd;0,S:Eus* 59,0 0,23 114,52 639,03 igcz)if 7,772 i%]é 28]6%%3 92,3 8731,3
Dy,O,S:Eud+ 85,0 0,06 152,11 1086,45 i%%8287 14,298 ijig% 2800%702 84,0 14750,6
Ho20,S:Eu3* 26,5 0,05 91,30 824,53 i309§f'1 14,510 Z_%]% 2800%503 67,4 7906,2
Gd2O3:Eus* 35,5 0,97 32,18 465,05 13%004 8,191 i9787 28002303 77,5 10660,5
Gd,O3:Eu3* 69,5 0,10 26,46 525,63 ig%?c’)?, 8,191 166% 28%%%2 64,0 9435,7

Ho>O03:Eus* 25,5 0,02 59,60 871,37 i%%%g 15,770 i9141 28%%%’; 50,6 6072,0

iGd,0O3 50-10C 1,67 25,48 237,00 ig%%s 8,525 i71£:1|. 2_00(3)31 65,0 575,0
iDy,O3 50-10C 0,38 62,26 300,00 ig](')827 15,570 i§5 28%%4 50,0 658,0

2Xanthane (1%.mass}Mesures en MET'Mesures en DLSPour 7cp = 5 ms Valeurs obtenues a partir de I'ajustement des desiagpérimentales selon
les équations V.2 et V.3Valeurs calculées a partir des équations V.3 et%dleurs calculées a partir des meilleures valeajsistement dep(r i), /T i
etDo= 1.9%10° n’s?, "Valeurs fixées lors de I'ajustemehtaleurs de référence gt’= 0.
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Lors des simulations avec le logiciel Micromath, Variation de la valeur d&®? nous
permettait d’obtenir des valeurs négatives ou denés valeurs des parameétres ajustables avec un
écart-type élevé. Pour remédier a cela, nous afiw@skR? = 0 et une bonne concordance entre les
valeurs expérimentales et celles calculées parlaiion a été obtenue (voir figure V.12 et tableau

V.3). A partir des valeurs de,(ra;sr) et Dy = 1,9x 10° n’s?, les valeurs dey; s etr, ont été
calculées. Les valeurs d@igobtenues sont en parfaite concordance avec cediesrées en MET.
Puisquerg;¢ est le rayon de la sphere, dans laquelle les pgade I'eau n’influent pas sur la

relaxivité transversale, les résultats obtenusteft aussi qu'il y a une épaisse couche de Xaathan
autour de la particule. L'épaisseur de cette coypehe étre estimée a 3-ln, ce qui est supérieur a
la valeur rapportée précédemment dans le cas desdBR.RO;'"®. Une autre différence avec les

particules précédemment étudiées, est que lesrsalgpres un meilleur ajustement &i@(rp) sont

plus proches des valeurs maximales calculées gmparameétre a partir des équations V.20 et V.21.

Au cours de cette étude, les valeursﬂa@(rp) évaluées étaient significativement plus petites qu
&m(rp)mm. Cette différence peut s'expliquer par la difféemde la forme des NPs. Le matériau

étudié précédemment était constitué d'agrégatsbdesfde forme plate, avec une taille de 5-10 nm;
qui en suspension forment des agrégats de 50+0ferrayon. Contrairement a ce qui a été rapporté

précédemment, il n'a pas été nécessaire d'avoifotes valeurs deR$ pour obtenir un meilleur
ajustement. ProbablemerR? est principalement déterminé par un échange éedrgrotons de la

sphére de coordination et les protons libres deffe

Il convient de noter que dans le cas des oxysufurgO,S, les valeurs dﬁm(rp) évaluées
sont nettement plus élevées que les valeurs mee@rﬁaﬁ(rp)maxde ce parametre calculées avec les

équations V.20 et V.21. Plusieurs explications gassibles :
> Les incertitudes dans les concentrations' ldes échantillons, causées par des erreurs
de volume prélevé avec les pipettes en raison destasité élevée des suspensions
aqueuses de Xanthane.
> Les interactions magnétiques entre les ion& EhEJ* conduisant & des valeurs plus

élevees dp. s et donc une augmentation des contributions deivéiéx

» Un échange de contributions. Les simulations nemtgu'il devrait étre mineur.
Les résultats obtenus pour les NPs de@z8 démontrent bien I'effet du rayon de la particule
sur la relaxivité. Nous pouvons expliquer cette mmegtation des relaxivités transversales par une
augmentation dep (dif f).

La figure V.13 montre que les relaxivitégg sont presque indépendantes du rayon des

particules ce qui correspond aux résultats escanifatés le cas d’un régime SBR
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Figure V.13. Relaxivités mesurées a partir de la largeur dua$iBiVIN de’H des NPs LD,

et Ln,O,S en suspension dans du Xanthane (1%.mass)
Effet du champ magnétique appliqué

Les suspensions de nanoparticulegQ.8 ont été également étudiées a un champ magnétique
de 9,4 T. Les résultats obtenus sont résumés datableau V.5. La comparaison avec les résultats
obtenus a 7 T suggeére queetr, sont linéairement proportionnelles a la force Hansp magnétique
B. La figure V.14 montre qus, varie linéairement en fonction de B quelle quit Isctaille des NPs

de GdO,S :Eu*.Ces résultats concordent bien avec ceux rapptaésle cas des k@;'"°.

Tableau V.5. Effet du Champ magnétique sur les rakivités de suspensions aqueuses de,3
et Ln,O,S (Ln= Gd**, Ho> et Dy**) T = 25°C

(o) rz(zllznTM'l) rz(s; r;lM'l) Ratio r' (g;n;M'l) r' (571 ;nM'l) Ratio

Gd,0,S:Eus 30 60,55 48,42 1,21 671,96 490,17 1,37

Gd,0,S:Eu* 59 157,36 114,52 1,37 880,30 639,03 1,38

Ho,0,S:Eus* 26,5 130,84 91,30 1,43 1042,79 824,53 1,26

Dy,0,S:Eu’* 85 192,62 152,11 1,27 1727,39 1086 1,59
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Gd,0,S:Eu*(30 nm)
Gd,0,S:Eu*(59 nm)

B(M

Figure V.14.Variation de la relaxivité transversale des suspassaqueuses de NPs de,Gs6 EG*

en fonction du champ externe B appliqué.

V.3.1.3. Conclusion

Les valeurs de relaxivité transversale les plus/égle sont obtenues dans le cas des
oxysulfures. La relaxivité transversatemaximale est de 91,30.snM*, 114,52 $.mM™ et 152,11
tmmt respectivement pour les NPs de 85, GdO,S et DyO,S. La relaxivité transversate est
dépendante du rayon des NPs dans le cas g&;6tGgdO,S alors que; est indépendante de la taille
des NPs pour tous les composésQet LnO,S étudiésLa valeur maximale de relaxivité §o =
152,11 . mM™, B= 7T et T = 25°C) obtenue pour des NPs de F,S de 85 nm de rayon, est
meilleure que celle mesurée pour les agents de casdte négatif commercialisés tels que le
Ferumoxide (AMI-125) et le Ferumoxtran-10 (AMI-227) qui ont respectivement des relaxivités
égales a 130 smM™ et 71 §.mM™ a B= 7,1T et T = 25°C®. Lorsque le champ magnétique
appliqué augmente, la relaxivité augmente égaletmedrirement comme ce qui est attendu dans le
cas d’'un régime statique déphasé.

Grace a leurs excellentes propriétés relaxométriqee les NPs LpO; et Ln,O,S
synthétisées peuvent étre utilisées avantageusemamtmme agent de contraste négatif a fort

champ magnétique pour I'lRM.

V.3.2. Imagerie des fantbmes par résonance magrdie

Nous avons évalué les potentialités d'utilisatites NPs de GO.S: EJ* et Dy.0O,S: EU*
comme agents de contraste négatif pour I'lRM. Neens fait des essdis vitro (imagerie pondérée
T2) de suspensions de NPs contenues dans du ger ¢B5%.mass). La concentration erf*L{hn=
Gd, Dy) était comprise entre 0 etl5 mM. Les imatgsfantdmes en IRM ont été effectuées avec un

appareil clinigue de 3 T situé sur la plateformandgerie médicale de I'hépital de Purpan
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(Toulouse). Des séquences d'écho de spin pondéréEd avec un temps de répétition (TR) égal a
1500 ms et un temps d’écho (TE) égal & 11 ms. ihagés ont été acquises sur une matrice de 160 *
120 mm avec un champ de vue de 1*1*5 mm et unesggai de tranche de 5 mm.

Les images pondérées T2 (figure V.15) montrentlqesgue la concentration en InLn=
Gd, Dy) augmente, l'intensité du signal diminuett€atténuation de l'intensité du signal augmente
lorsque la taille des NPs de &4S: EU* augmente. Ces résultats confirment ceux obtengsdes
études de propriétés relaxométriques et montreuadaibilité d'utilisation des NPs de &dS: EU” et

Dy,0,S: EU* comme agents de contraste négatif pour 'imagexiegsonance magnétique.

GdzOzS:EU3+ Dyzozs:EU3+

e @
bs spmrl 4.033 8.066 ;2100.
0.504 100 2.016
5 =1
'.' : g =
3.522 7.04510.568 : 1.202 2.405

0 0.4400.880 1.761 Dy*](mM) 14.432 9.621 4.810

. i
110nm{ 4.491 8.982 13.474

[Gd*](mM) 0 0.561 1.1222.245

Figure V.15.Images pondérées T2 par RM des fantdmes conteaaméls de GO.S: EU* et
DyZOZS: Elj%+

Pour quantifier la différence de contraste obtesntee les échantillons, nous avons mesuré la
variation des niveaux de gris en fonction de laceaitration en gadolinium. La figure V.16 présente
I'allure des courbes obtenues dans le cas des &lBsiD,S: EU* (figure V.16.a) et de DP,S: EG*
(figure V.16.b). Ces profils de valeurs numérigumagntrent bien I'atténuation du signal quand la
concentration en ¥ Ln= Gd, Dy) augmente. L’intensité du signal augteequand [Gd] augmente
pour des valeurs de concentration inférieures ML A fortes [Gd], nous observons une diminution
de lintensité du signal de 64 a 66%. Ces résujpatsvent s'expliquer par une prédominance de
I'effet T2 & forte concentration et concordent ageax obtenus par A. Klasson @t®. Alors que
dans le cas des NPs de,DyS: EU”, I'intensité du signal diminue de 92 % quand [Dyymente de 0

a 10 mM. Pour [Dy]> 10 mM l'intensité du signal tesjuasiment constante.
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Figure V.16.Variation des valeurs de niveau de gris de I'imagédonction de la concentration en
Ln*". (@) NPs de G®,S: EU" et (b) NPs de DyD,S: EU".

V.4. Tomographie par rayons X

L'acquisition des images par tomographie a étécaffe a linstitut Sainte Cathérine
d’Avignon (France) grace a une collaboration établiec Mr Robin Garcia.
Le scanner (tomodensitometre) est un GE RT16ghé a 100 keV. L'accélérateur équipé des
systémes d'imagerie Portal et OBI (On Board Imaggastyun TrueBeam STX de marque VARIAN.
Les échantillons sont exposés a l'intérieur d’'untdane simulant I'épaisseur moyenne d’'un
patient. lIs sont exposés aux modalités RX suiante
» Tomodensitométrie (scanner)
* Faisceau de traitement (6MV)
* Images planes KV (OBI)
* Images CB-CT (systeme d’imagerie par tomographieique de basse
énergie)
Des échantillons fantémes ont été préparés a mrtsuspensions de NPs de,G&: EU*
(ro = 59 nm) dans du gel d’agar (1,5%.mass), puisdltits dans les trous d'une plaque en plastique
perforée (figure V.17-a). La figure V.17-c, monkimage en tomographie par rayons X. Le point noir
représente un trou vide ou il n'y a pas d'absomti@ rayons X. Lorsque la concentration en Gd
augmente de 0 a 16,64 mM, l'absorption des rayonsaiXles échantillons devient importante et
lintensité du signal en tomographie augmente alsabsorption des rayons X augmente alors
avec la concentration en Gd et par ricochet la deité électronique de I'échantillon A partir de

[Gd*] =~ 4 mM, I'échantillon est détectable sur I'imageerhie en tomodensitométrie.
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Figure V.17.(a) Plaque en plastique contenant des suspenstdNPslde GaD,S:EU* dans du gel
d’agar (1,5%.mass); (b) image de la plaque dassdaner (c) Image en tomographie par rayons
X acquise a l'aide d’'un appareil de radiograpBiecontrol,1: 0,52 mM,2: 1,04 mM,3: 2,08 mM ;
4. 4,16 mM,5: 8,32 mM ,6: 16,64 mM.

Lorsque I'échantillon est irradié par des rayonsl Xe produit des interactions rayonnement-
matiére (atténuations, diffusion Compton, ...). Pguantifier 'image tomodensitométrique, il existe
une échelle d’Unités Hounsfield (UH) qui est urensformation linéaire des mesures des coefficients
d’atténuation linéique (probabilité d'interactioarpnité de longueur des photons avec un matériau)
dans laquelle, la densité de I'eau distillée, tetapérature et la pression standard (20°C et 1@ H
est définie égale a 0 UH. De méme, la densitéaledans ces conditions de température et pression
est définie égale a -1000 U# Pour un matériau X ayant un coefficient d’attéimmalinéique égal a

u x, la valeur UH correspondante est donnée par :

UH=((ux - 2 n20) / (& 120 - 1 i) X 1000

U 20 €t 1 4 Sont respectivement les coefficients d’atténuatin@ique de I'eau et de l'air
dans les conditions standard de température etreisipn. Une Unité Hounsfield représente une
variation de 0,1% de la différence entre les coffits d’atténuation de l'eau et de lair, ou
approximativement 0,1% du coefficient d’atténuatilen’eau puisque celui de 'air est quasi nul.

Influence de I'atténuation des rayons X sur la gifebation des images tomodensitométriques

L'effet de l'atténuation des rayons X sur l'imagembbdensitométrique a été étudié en
mesurant le nombre d'unités Hounsfield de I'imagguise en fonction de la concentration en Gd
donc de la densité électronique de I'échantillooegpour différentes tensions d’énergies X utiksée

La figure V.18 présente les valeurs moyennes meswgé tomodensitométrie en fonction de

la concentration en Gd des échantillons. Nous rgumars qu’il y a une relation linéaire entre le
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nombre d'unités Hounsfield et la concentration dk Gette figure montre également que I'effet de
contraste est plus efficace a faible énergie Xk{@0qu'a forte énergie (140 kV).

Il convient de noter que les NPs de,G&5:EU™" ont un comportement différent de celui des
NPs d'or qui donnent plutét un meilleur effet datcaste & haute énergie (140 kV) qu'a faible éeergi
(80 kV)'®. Pour des échantillons de [&d< 4 mM le nombre d’unités Hounsfield est quasitnen
constant quelle que soit la tension d’énergie Xsée alors que lorsque [&Hi> 4 mM, le nombre
d’'unités Hounsfield mesuré change quand la tendiénergie X change. Cette différence s’observe
clairement a [GH] = 16,6 mM.

160
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100kV ]
120kV
140kV
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<4 peon

120

i
© o
=} S
1 1
<

(2]
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T 1 - 1~ 1 - 1~ 1~ T 1 1
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Figure V.18.Relation entre le nombre d’'unités Hounsfield daméige acquise et la concentration en

Gd de I'échantillon a différentes tensions d'énergi

Ces résultats montrent bien la dépendance enmernfdre d'unités Hounsfield et la densité
électronique de I'échantillon d’'une part et d’aytaat la tension d’énergie de rayons X et le n@mbr

d’'unités Hounsfield de I'image acquise.

Lorsque I'image est acquise par un imageur de K¥N€BI (figure V.19), nous distinguons
bien les échantillons les plus denses (5 et 6).M@@mous I'avons observé en imagerie CT, ces images
permettent également de distinguer les échantillessplus denses (5 et 6). L'augmentation du
contraste observée avec la densité électronigliéadentillon concorde avec les images acquises ou

seules les échantillons les plus denses (5 et )dsstinguables.
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Figure V.19.Images acquises par un imageur de type KV (OBI anagne) a différentes tensions

d’énergie X.

Pour ce type d'imageur, nous avons également dainésure des échantillons a l'aide de
profils de valeurs numériques (figure V.20). Pobague image, la gamme de valeurs dynamigues
dépend de l'acquisition. La variation des valewsn@riques moyennes mesurées en fonction de la
concentration des échantillons est présentée sfiguee V.20. Ces valeurs numériques diminuent

avec [Gd"] pour [GE*] < 4 mM alors qu'au-dela de cette concentratifieseaugmentent & nouveau.
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Figure V.20.Images acquises par un imageur de type KV (OBI anagne) a différentes tensions

d’énergie X.
Les NPs de GO,S:EU™* sont détectables a partir de chh 4 mM en tomodensitométrie par

rayons X et donc potentiellement utilisables conagent de contraste en tomographie par rayons X.
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V.5. Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons exploré les difféserapplications biomédicales des
nanoplateformes multifonctionnelles synthétisées.

Cette étude nous a permis d'une part, de réalisggrhalisation des cellules NIH3T3 par les
NPs de GgD,S :EU" et des tests de cytotoxicité. Ces NPs sont nontayitpies jusqu’a une
concentration de 1 mg/mL et sont fortement lumieates en microscopie a fluorescence sous
excitation & 365 nm. Ces NPs peuvent étre congdécémme des marqueurs luminescents trés
efficaces apres internalisation par endocytoseniés cette technique, si elle permet de suivse de
cellules précédemment incubées avec le marqueprésente aucune sélectivité au cas ou les cellules
a marquer sont mélangées a d’autres. Dans ce eageffage d'une «clef » de reconnaissance
biologique a la surface des NPs devient indispdesain d’assurer la sélectivité du marquage. De ce
fait, le greffage de la streptavidine a été efféctula surface des NPs de 0G5 EG"@SIO-
APTMS ; par formation de liaison peptidique suiteude activation des fonctions MNhHpar le
glutaraldéhyde. La quantité maximale de streptaeidireffée est estimée a 22 pmol de sites actifs/mg
de particules ou 67 sites actifs /particule. Caqttantité est suffisante pour utiliser cette méthdaies
le but d'un greffage d’'un anticorps biotinylé. Leeffage de I'anticorps IgG1 a été également effectu
sur les NPs GO,S:EF*@SiO-APTMS pour la détection de la bactégeoli.

D’autres parts, I'étude des propriétés relaxoméésga montré que les valeurs de relaxivité

transversale les plus élevées sont obtenues daras ldes oxysulfures. La relaxivité transversale

maximale est de 91,30"snM™?, 114,52 €. mM* et 152,11 $mM™ respectivement pour les NPs de
Ho,0,S, GdO.S et DyO,S. La valeur maximale de relaxivitg, = 152,11 8.mM™, B= 7T et T =
25°C) obtenue pour des NPs de,0y5 de 85 nm de rayon, est meilleure que celle mesuwér les
agents de contraste négatif commercialisés teldeggerumoxide (AMI-125kt le Ferumoxtran-10
(AMI-22). La relaxivité transversale augmente linéairena@et le champ magnétique appliqué. Grace
a leurs excellentes propriétés relaxométriquesNRs de LpO,S synthétisées peuvent étre utilisées
comme agent de contraste négatif a fort champ ntiggeépour I'IlRM. Les images obtenues par
résonance magnétique confirment la possibilitélidation des NPs de G@,S: EU* et Dy,O,S: EU*
comme agents de contraste négatif pour I'imagexniegsonance magnétique.

Enfin, les NPs de G®,S:EU"* sont détectables a partir de ft3dz 4 mM en tomographie par

rayons X et donc potentiellement utilisables conagent de contraste en tomographie par rayons X.
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La problématique de ce projet de thése était deaxmir des nanoplateformes multimodales
pour I'imagerie médicale. Pour y répondre, noushawtans un premier temps, optimisé un procédé de
synthése de différentes NPs luminescentes d@ilat LnO,S (Ln = Gd, Dy et Ho), sphériques et
monodisperses en taille. Le diamétre des NPs obseest compris entre 50 nm et 170 nm. Si les NPs
de GdO,S :EU* et GdO; :EU** sont fortement luminescentes sous excitation W& NPs de
Ln,Oz:EU* et LnO,S:EU* (Ln = Dy et Ho) quant a elles, ont révélé une le@iliminescence sous
excitation UV.

Les NPs de G&s: Er; Yb et GdO,S : Er ; Yb sont aussi bien excitables en UV (40888
nm) que dans le NIR (980 nm), ce qui fait d’eltle=s NPs tres versatilesitilisables aussi bien pour
l'imageriein vivo quin vitro. L’émission visible en « up-conversion » se prbdeion un processus a
2 photons. Nos NPs de &b Er; Yb et GdO,S : Er; Yb sont donc de bonnes candidates pour le

marquage biologique.

Dans une 7" partie, nous avons enrobé des NPs deOG®I:EU* d’'une couche de silice
aminée ou mésoporeuse d'épaisseur et de compositiotiblables. Des tests de cytotoxicité et
d’'imagerie cellulaireén vitro ont montré que les NPs de £&4S :EU* sont facilement internalisables
par les cellules NIH3T3, non cytotoxiques jusquite iconcentration de 1 mg/mL et sont fortement
luminescentes en microscopie a fluorescence sooattan a 365 nm. Ces NPs peuvent étre
considérées comme des marqueurs luminescentdficeees apres internalisation par endocytose. Le
greffage de I'anticorps IgG1 effectué sur les NRgGES:EU™ a permis de détecter en une durée de 30
min les bactériek.coli.

Enfin, dans une °3° partie, I'étude des propriétés relaxométriquesoatré que la relaxivité
obtenue pour des NPs de OyS de 85 nm de rayon, est meilleure que celle mequuér les agents
de contraste négatif commercialisés tels quEdeimoxide (AMI-125kt le Ferumoxtran-10 (AMI-
22). La relaxivité transversale augmente linéairena@et le champ magnétique appliqué. Les images
obtenues par résonance magnétique confirment kililié d'utilisation des NPs de @o,S: EU™* et
Dy,0,S: EU* comme agents de contraste négatif pour 'imagexiegsonance magnétique.

A partir de [Gd"] = 4 mM, les NPs de G&,S:EU* sont détectables en tomographie par

rayons X et donc potentiellement utilisables conagent de contraste en tomographie par rayons X.

Ce travail de these constitue une preuve du cortepanoplateformes multimodales pour le
diagnostic. Ces nanoplateformes peuvent étre édsispour la reconnaissance et la capture des
biomolécules ou comme agent de contraste en IRMnoiomographie X. Pour compléter les travaux
réalisés, des étud@s vivo doivent étre menées afin de mieux évaluer lerpi@leprometteur de ces

nanoplateformes.
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I. Diffraction des rayons X (DRX)

La diffraction des rayons X permet didentifier teature des phases présentes dans un
matériau et d’obtenir des informations sur sa stmeccristalline. Les rayons X sont des rayonnement
électromagnétiques présentant des longueurs djamades des distances inter-atomiques des solides
qgue l'on désire analyser. Ainsi, lorsqu’un faiscedai rayons X est envoyé sur un cristal, il y a
diffraction par les atomes du réseau et on obtientdiffractogramme présentant des raies qui
renseignent sur la nature de I'échantillon. Legdimmes de diffraction ont été réalisés a l'aidend’
diffractométre XRD 300TT SEIFERT, en configuratide Bragg-Brentand®¢20), travaillant avec la

radiation K, du cuivre {=1,54064 ). Les échantillons ont été préparés en déposenfine couche de

poudre sur un porte échantillon en aluminium dem2e diamétre spécialement usiné a cette fin.

II. Spectroscopie infrarouge

La spectroscopie infrarouge est basée sur l'alisorpbu la réflexion de radiations
électromagnétiques appartenant au domaine infrar¢ly 000 pum). Les bandes d’absorption situées
dans le moyen IR proviennent de linteraction enwecomposante électrigue du rayonnement
électromagnétique et les dipbles oscillants assamig liaisons chimiques (modes de vibration). En
raison des propriétés de symétrie du champ éleetrigcident, les vibrations symétriques sont
invisibles en IR. Les spectres ont été réalisésisuappareil Perkin EImer Spectrum 100 Series, dans
le domaine 4000-400 chn L’analyse des poudres est réalisée en pastilpapée par frittage de

I’échantillon dans une matrice de bromure de patas$1%.mass).

[Il. Microscopie électronique en transmission

Les observations ont été réalisées sur deux migpescdu CEMES :
« Un CM20 (Philips), équipé dun filament LaB6 et dai caméra Gatan
1024*1024 pixels.
e Un CM30 (Philips), équipé d'un filament LaB6.
Tous les échantillons ont été observés par dépqudklues gouttes de poudre en suspension
dans I'éthanol sur une grille de cuivre recouveften tres fin film de carbone. La mesure de lddall

des particules a été effectuée sur des imagesramitd5-50 particules.

IV. Mesures granulométriques (DLS)

La granulométrie des particules de taille nanomeé&ia été évaluée par diffusion de la

lumiére (DLS), en déterminant le diamétre hydrodyigae des nanoparticules en suspension. Ces
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mesures ont a été effectuées a l'aide d’'un Nanog& Malvern InstrumentA(= 630 nm), en
considérant les caractéristiques du milieu (vigéogndice de réfraction).

V. Spectrophotometre

Cet appareil permet de faire des mesures sur destons solides, déposés sous forme de
poudre dans des portes échantillons spécialemamsua cet effet, ou sur des échantillons liquides,
dans des cuves en quartz. L'appareil utilisé esspectrophotometre Jobin Yvon Fluorolog FL3-22,
équipé d’'un photomultiplicateur Hammamatsu R92&xtitation est réalisée par une lampe Xe 450
W et les bandes spectrales sont sélectionnéesepandnochromateurs comportant chacun un jeu de
deux fentes motorisées dont I'ouverture peut &lecionnée de maniére continlment variable entre 0
et 7 mm. Le Fluorolog-3 comporte également un détecde référence (une photodiode) qui recoit
une fraction de la lumiére incidente et permetdenmalisation du signal de fluorescence par rapgort
l'intensité d’excitation recue. Cette référence tess utile pour corriger les fluctuations de lengee
dans le temps (long terme) et pour les acquisititassspectres d’excitation. Pour I'analyse desimgcl
de luminescence, une lampe Xe pulsée a été employée

L'émission en up-conversion a été obtenue gradaiaceau d'un laser fonctionnant a 980 nm

avec une puissance maximale de 2 Watts.

VI. Spectroscopie d’absorption UV-visible

Les courbes d’absorbance des particules ont éemobs entre 200 et 800 nm a l'aide
du spectrophotometre UV-visible CARY 300 scan @eidh.

VII. Microscopie a fluorescence et internalisatiordes NPs

Les cellules de souris de type NIH3T3 ont été emsedes dans 96 puits plats avec une
densité de 3*10cellules/puits & 37°C dans une atmosphére huraii95% et contenant 5% de O
Le milieu a été renouvelé toutes les 24 h et Idsiles rincées (2 fois) avec du PBS (Phosphate
Buffered Saline). Les NPs de @S :Ed* sont mises en suspension dans du PBS a différentes
concentrations et rajoutées au milieu cellulairprés des périodes d’'incubation de 4, 7 et 11 jdass
NPs, des essais MTT ont été réalisés. Les mesardgrsité optique des solutions obtenues ont été
effectuées aq.= 570 nm.

Pour l'imagerie cellulaire, les NPs de £dS ‘EU* sont incubées avec les cellules a une
concentration de 0,1 mg/mL pendant 24 h dans leses&onditions que les tests de cytotoxicité. Les
images cellulaires sont obtenues avec en microscapfluorescence avec une longueur d’onde

d’excitation & 365 nm et possibilité d’'observat®605/640 nm.
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VIII. Spectroscopie par résonance magnétique nucléa

VIII.1. Théorie

Lorsqu’'un composé paramagnétique a base de ladtéseist ajouté a un milieu aqueux, la
relaxation des protons de I'eau augmehten régle générale, I'efficacité d’un agent de caste est
déterminée par sa relaxivité, qui est la capacité domposé magnétique d’augmenter la vitesse de
relaxation des spins des protons qui I'entourehe &t exprimée en (SmM™) de lion métallique
paramagnétique. L'augmentation de la relaxatiwtuite par la présence du composé paramagnétique
a base de lanthanides est la somme de quatreedifésrcontributions : diamagnétiquey{R dipolaire

(Rip), de contact (R) et de Curie () exprimée par :

R=Rdat+Rp+Rc+R, avec R=1/T;;i=1, 2. (A1)

En général, la composante diamagnétique est rédplig, la composante dipolaire exprime un
effet spatial résultant du couplage dipolaire elgsespins des électrons célibataires de l'iorhiamide
et les spins du noyall. L’effet de contact est transmis par liaison chjng et résulte du couplage
scalaire entre les spins des électrons célibatatréss spins du noy&d La composante de Curie ou
spin de relaxation de Curie provient de l'interaittipolaire entre le noyau et la polarisation pies
d’électrort”

La relaxation de spin de Curie devient un factempdrtant de la relaxivité de l'eau
uniguement lorsque le temps de relaxation éleaen(T,) de l'ion paramagnétique est assez court
pour permettre aux spins de revenir a leur égeilthermique avant le changement de position de la
molécule. En d'autres termes, les molécules dogeatpratiguement immobiles pendant le temps de
relaxation électroniqued, ce qui nécessite; >> T, (tr €St le temps de corrélation rotationnelle).

L’ion Gd *" posséde un état fondamental électronique isotro8S;,) et une orbitalef &
moitié remplie avec 7 électrons non appariés. Sonament orbital est non nul, par conséquent,
son temps de relaxation électronique (d) est relativement long € 5 T, des autres ions
lanthanides paramagnétiques tels que : DY et Ho** qui ont des états fondamentaux fortement
anisotropes) Pour les petits complexes tels que Ln-DTPAz~ 10'°s et donc pour Ln = Gdgx
<< Tic et la contribution de la relaxation de spin est rgligeable.

D'autre part, poules autres Lrii* paramagnétiques,tr est toujours trés supérieur a Te.
Dans ces conditions, le processus de relaxation uitlpar le moment de Curie n'est pas affecté
par le temps de relaxation électronique et peut dewir important, surtout pour les ions Ln*"
ayant un fort moment magnétique (Dy', Ho**).

En raisonde l'anisotropie de I'état fondamental de I'ion pammagnétique Lri** (Ln # Gd),

il existe entre I'ion Ln®*" et les molécules d’eau une différence de fréquende Larmor : Aoy,
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proportionnelle & lintensité du champ magnétique eterne B,'®® Le processus de relaxation
globale est modulé par échange chimique entre éeacoordinence avec lion Eh Il est expliqué

par la théorie de Swift-ConnitK et a été décrit en détail par Vander Elsal&f®.

V.111.1.1. Augmentation de la relaxation longitudinale

La relaxation longitudinale des protons de I'eaul@somme de la relaxation de la sphére de
coordination interne « inner-sphere »/'{Ret celle de la sphére de coordination externatere
sphere » (). Les temps de corrélation gouvernant ces 2 tygeeselaxation sont illustrés sur la
figure V.12.

La relaxation de la sphéere de coordination intasfegprime par :

1
Tim+ Tm

RS = fq (A.2)

« f: rapport molaire entre I'ion ¥ et I'eau.

+ @:nombre de molécules d’eau en coordination avea L'n*".

* 7 : temps de résidence des molécules d’eau en cenmcbret échangeant avec les molécules
d’eau libres.

e Tyv:temps de relaxation du noyaw{R= 1/ Tyy)

Sphére interne
de coordination

Figure 1. Schéma représentatif des temps de corrélationndiétent I'augmentation de la vitesse de

relaxation longitudinale de I'eau par i3S.

La relaxation Ry est composée des contributions provenant desatedag de contact (R,
dipolaire (Rp), et de Curie (B). Pour les lanthanides autres que le gadolinientetme de contact
est beaucoup plus faible que les termes: dipolagte de Curie. Il peut étre ainsi

négligé®® et Ry = Rip + Ry,. Ces deux contributions s’expriment par :
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2
2 (o 2. 2 1| 3104 7Tc2
Reo = 2 (5 22, L | a3
10 = 75 \4n) YiHerrie 1+wits, + 1+twits, (A-3)
R, = E(”_O)z 2,21 | 3%cc TN
1x 5 \dm Yr P:C?’f‘ 1+wizi, '

Dans ces équations,

* o désigne la perméabilité du vide.

« v désigne le rapport gyromagnétique d’un notdu

* L désigne le moment magnétique effectif du lantraeidest calculé par
Hett = Hsgm-

* uc désigne le moment magnétique de Curie et est léalpar uc = ggﬁBoﬁkBT (ks
désignant la constante de Boltzmagrie facteur de Lande &tle nombre quantique total de
spin).

« r:représente la distance entre I'ion®lat le proton de I'eau en coordinence.

* ) etws représentent respectivement la fréquence anguaiprécession du proton et celle de

I'électron.

« 1 estle temps de corrélation modulant les intevastdipolairest;! = 1z + 5 + Tin ).

s 1¢c est le temps de corrélation de Cunigh(= tz* + 137%).

Pour les lanthanides paramagnétiques autres q@dTe le temps de corrélation;; est
dominé par de faible temps de relaxation électumig ~ T;;1). Ainsi la contribution dipolaire & la
vitesse de relaxation est trés petite. En généyakst significativement plus grand qguge et la
composante de Curie devientzz = tz1.

A la limite d’'un échange rapide aj} << Ty, la relaxation longitudinale de la sphére interne
R® devient R, =fqR, (voir équation V.2). A la limite d’'un échange feol ty >> Ty ,
R{® = fq/tu et la relaxivité peut é&tre fortement atténuéefdees valeurs dey'®.

La relaxation longitudinale de la sphére externéJRest également constituée d’un terme
dipolaire (Rp°® modulé par le temps de relaxation électronigue &éerme de Curie( ) modulé
par le temps de corrélation translactionnelig (ty= &/D ; a : représente la distance entre le proton
de I'eau et lion LA™ au centre ; D : constante de diffusion relativégs deux contributions sont

exprimées par les équations suivantes d’'aprési ferted " .

32 (1o M ) .
RD = Tazo0s C:_,r) YiuB 9fNa—s X Bip(wri a5 Tie) + 7jp(ws; 1p; Tie)] (A.5)
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32w (i ,

Avec :
e N4: nombre d’Avogadro.
* g : magnéton de Bohr.
* M concentration molaire de I'ion paramagnétique.
* jp etj, sont respectivement les fonctions de densité spleade l'interaction dipolaire
et de Curie.
Ainsi, tant query << Tyy, la relaxivité longitudinale totale est négligeal faible champ (B

< 1,5T) a cause de la faible valeurgemais devient élevée a forte valeur du chamemraison de

la contribution des termes de Curie et de la spinéeene/externe.
VIII.1.2. Augmentation de la relaxation transversae

Le terme de la relaxation transversale est donnégx@ression suivante.

1 1
+ﬂw§4

s _ 1 713y "MTzM
Ry =1

2
™ ( 1 ) P
—+ +Aw

™™ Tzm M

(A7)

Avec Ty = 1/Roy et Awy (exprimée en rad’ désignant le déplacement chimique du
proton lié avec l'ion paramagnétique par rapportpeaton libre dans I'eau. En génériy,, est la

somme des trois composantésp, Ry, etRye dont les expressions sont décrites comme suit :

2
_ 1 fuo 37c1 137,
RQD o 15 47r) ]/I ’ueff [41-01 T 17%1 t 1+ws'1:62] ! (A8)
2
_1fp, 3T
Ry = g(g) YiHers 5 [41'0: + 1+°’1‘fcc] ; (A.9)
4
RZC = E ﬁ(ﬂgantTM. (AlO)

Aocon représente le déplacement chimique de contast eaulé par :

9)(g;-DupJU+1) A
3kT h

AW ot = (A.11)
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Avec%1 (exprimé en rad’y et désignant la constante de couplage-LiH. A la limite d’'un

échange rapide oty << T,y et quancy << Awy,* I'équation (V.7) peut étre simplifiée comme suit:
RE = fq (- + tyhw}) (A.12)
ZM

Lorsque I'échange de protons devient faible a itpolity > Awy,* et Awy est faible,RE

devient égale afgR,y pour des faibles valeurs du champ magnétiqueicaigpl Mais lorsqu’on

appligue un moyen ou fort champ, I'équation (V.@yps’écrire comme suit :

2
R = fqurm (A.13)

2 2
1+Th,Awyy

De ces équations, nous pouvons tirer deux conelgsimportantes :

> A faible champ oty Awl <<1/Toy etthAw << 1 comme nous I'avons vu poR{®,

la relaxivité transversale s’exprime par :
RIS ~ fqR,y (A.14)

> A des fortes ou moyennes valeurs de champ appliguélaxivité est dominée par un
mécanisme d’échange d’eau et 2 cas peuvent étiegdiés :

o TyAwd >> 1Ty et t3Awf<< 1 ol la relaxivité transversale de la sphére
interne est proportionnelle au produit du tempsédidencew,) de I'eau et a

Aw?, , ce qui nous permet d'écrire I'équation :
RP = fqryAwk (A.15)

o TylAwi >> 1T,y ettiAwy >> 1, ce régime a lieu a fort champ dwg, est
trés grand. AinsiR%® devient indépendante devy, et décroit lorsque le temps

de résidencerf,) de I'eau augmente selon I'équation :

RS =12 (A.16)

™
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Ce qui permet de déduire qu’a la limite de faillkange d’ealRs = RS,
Comme dans le cas de la relaxation longitudinalerelaxation transversale de la sphere

externe(R°%) est également constituée d’un terme dipola®¥s) modulé par le temps de relaxation

électronique et le terme de CurRazﬁg) modulé par le temps de corrélation translactdien .

2
R9S = 25 (L) y2ud gi Ny 22 x [15p(writas Tie) + 2ip(0: Ta3 Tie) + 6,57p(ws: Ta; Tie))(V.17)

135000 \4m

32w

0\ 2 M .
R3; = m(i) Y Up 7Na—; 1% X [L5(wrTa) + 2,(057,)] . (A.18)

En pratique, de nombreux parametres rentrent erdgms la description du mécanisme de
relaxation d’'un agent de contraste. Pour obteng relaxivité élevée, plusieurs paramétres tels qu
le nombre de molécules d’eau dans la sphere de cdoration de l'ion paramagnétique, leur
vitesse d’échange, le temps de corrélation rotatioelle du composé et le temps de relaxation
électronique sont a optimiser De plus]eur influence sur la relaxivité varie en fonctiondu champ
magnétique Ainsi, des propriétés différentes sont requisag fpeur utilisation aux champs forts (7 a
9,4 T) ou aux champs classiques de I'lRM actu€l]é & 1,5 T).

Les ions LA (Ln = Dy, Ho)contrairement au G¢ possédent diaibles temps de relaxation
électronique et sont donc des « relaxers » efficac@ moyens et forts champs magnétique€es
faibles temps de relaxation électronique des ian$ I(Ln = Dy, Ho) sont dus a larte anisotropie
de leur état fondamental, ce qui augmente aussi la différence de déplacerteémique entre les

protons en coordinence avec I'ion*tret les protons libres.

VIII.2. Applications
A faible champ :B=1,4 Tesla

Les mesures ont été effectuées dans les labomatéreéecherche : Matériaux : Ingénierie et
Sciences (MATEIS) et au laboratoire de physico-dhinkes matériaux luminescents de Lyon. Le
temps de relaxation longitudinale, T1, et le tem@gelaxation transversale, T2 ont été mesurés a ba
champ (1,4T) avec un relaxometre RMN (Bruker Mieispg0 MHz, 25°C). Pour l'étude des
propriétés relaxométriques, des suspensions deddlBiO,S: EU* ont été préparées en mélangeant
les particules avec du gel d'agar (1,5% .mass)yarition des taux de relaxation (1/T1 et 1/T2) en

fonction de la concentration en G permis de calculer les relaxivite®t b.

A fort champ: B=7 Tesla et 9,4 Tesla

135
These de doctorat Séemiyou Ayel®SSENI



ANNEXES

Les temps de relaxation T1 et T2 des protonsaiilen présence de nos matériaux ont été
mesurés par un spectrometre RMN (Varian-INOVA gspeceter) a 300 MHz et utilisant un systéme
de séquences d'impulsions CPMG (Carr-Purcell-Meibdaaill). Ces manipulations ont été effectuées
au sein du laboratoire de Biocatalyse et de chorganique de I'Université de Technologie de Delft
(Pays-Bas).

Les NPs de L4O; et Ln,O,S (Ln= Gd*, Ho* et Dy**) sont dispersées aux ultrasons pendant 5
min dans une solution aqueuse de Xanthane a 1%.im@as&nthane est utilisé comme dispersant et
surfactant pour éviter les problémes de précipitatjui pourraient avoir lieu lors de I'applicatide
fort champ magnétique. Toutes les valeurs de tatapglaxation ont été corrigées par soustraction de
la ligne de base du Xanthane et des valeurs deviédades suspensions de composés diamagnétiques
(Y205 pour les LrO; et Y,0,S pour les LpO,S).

Les relaxivités transversales, Rexprimées en™ sont déterminées par application d’une
séquence d'impulsions de 180°. Parftasrelaxation transversale peut étre plus rapide emaison
des inhomogénéités du champ magnétique exterridans ce cas, le déphasage des spins dans le plan
transversal est accéléré puisque la vitesse ddiomotdes protons varie en fonction du champ
magnétique. Le temps de relaxation transversaldiepti compte dd’interaction spin-spin et des

inhomogénéités du champ magnétiquest alors désigné pfy et exprimé comme suit :
T = T, + Temps de relaxation di aux inhomogénéités du champ magnétique

La relaxivité transversal®; (exprimées en™$ est déterminée a partir de la constante de

tempsT, mesurée a partir du signal RMN.

IX. Imagerie par résonance magnétique (IRM)

Nous avons évalué les potentialités d'utilisati@s dNPs comme agents de contraste négatif
pour I'RM. Nous avons fait des essars vitro (imagerie pondérée T2) de suspensions de NPs
contenues dans du gel d’agar (1,5%.mass). La ctratien en LA* (Ln= Gd, Dy) a été variée entre 0
et 15 mM. Les images des fantbmes en IRM ontfé&étaées avec un appareil clinique de 3 T situé
sur la plateforme d’'imagerie médicale de I'h6pdal Purpan (France). Des séquences d’écho de spin
pondérées em2 avec un temps de répétition (TR) égal a 150@ts temps d’écho (TE) égal a 11
ms. Les images ont été acquises sur une matrid®@e¢ 120 mm avec un champ de vue de 1*1*5

mm et une épaisseur de tranche de 5 mm.

136
These de doctorat Séemiyou Ayel®SSENI



ANNEXES

X. Tomographie par rayons X

L’acquisition des images par tomographie a étécaffe a linstitut Sainte Cathérine
d’Avignon (France). Le scanner (tomodensitometeg) un GE RT16 et réglé a 100 keV.
L'accélérateur équipé des systemes d'imagerie |[RaraBl (On Board Imaging) est un TrueBeam
STX de marque VARIAN.

Les échantillons sont exposés a l'intérieur d'untdane simulant I'épaisseur moyenne d’un
patient (figure ci-dessous). lls sont exposés aodatités RX suivantes :

* Tomodensitométrie (scanner)

* Faisceau de traitement (6MV)

* Images planes KV (OBI)

* Images CB-CT (systeme d’imagerie par tomographieique de basse
énergie)

Des échantillons fantémes ont été préparés a mirtsuspensions de NPs de,G&: EU*

dans du gel d’agar (1,5%.mass), puis introduitsdestrous d’une plaque en plastique perforée.

7 cm RW3 Plaque avec

Scanner T schantil
Imageur MV Imageur KV GE/RT16 équivalent echantillons

eau

Figure 2 : Images des différents types d’'imageur iisés et du fantéme.
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Abstract :

This thesis aims to present the concept of multimodal nanoplatforms designed for
medical imaging. Initially, a method of synthesis on different luminescent Ln,O,S (Ln = Gd, Dy and
Ho) NPs, spherical and monodisperse in size was optimized. An experimental control of the synthesis
parameters allows obtaining NPs with average diameter between 50 nm — 170 nm.

If Gd,0,S: Eu** and Gd,Os: Eu®" NPs are strongly luminescent under UV excitation, Ln,Os:
Eu®* and Ln,O,S: Eu** (Ln = Dy and Ho) NPs showed low luminescence. Gd,Os: Er;Yb and Gd,0,S:
Er, Yb NPs are both excitable by UV (400 and 380 nm) as well as by NIR (980nm), which makes
them very versatile NPs, enabling their use in vivo and in vitro imaging.

Then, Gd,0,S: Eu** NPs surface has been modified by an amino-silica or by a mesoporous
silica shell (thickness 10-15 nm). Gd,0,S: Eu*" NPs can be easily internalized in living NIH3T3
mouse cells. It is not cytotoxic up to 1 mg/mL and can be easily imaged by epifluorescence
microscopy with excitation in the NUV. When the 1gG1 antibody is grafted onto Gd,0,S: Eu** NPs, a
good bonding of 1gG1-NPs to the E. coli bacterium surface was obtained. These observations
indicated that the NPs recognized targets on the bacterium membrane through a combination with the
1gG1 antibody.

Finally, relaxometric properties showed that the relaxivity gotten by NPs Dy,0,S (85 nm
in radius) is bigger than the one measured from the commercial negative contrast agents, such as
Ferumoxide (AMI-125 ) and ferumoxtran-10 (AMI-22). This transverse relaxivity increases linearly
with the applied magnetic field. The magnetic resonance images confirm the possibility of using
Gd,0,S: Eu** and Dy,0,S: Eu** NPs as negative contrast agents for magnetic resonance imaging. The
Gd,0,S: Eu** NPs are detectable in X-ray tomography, therefore it is potentially useful as a contrast
agent.

This thesis is a proof of multimodal nanoplatforms concept for diagnosis.

Key words: Rare earth oxysulfide and oxide nanoparticles; luminescence; up-conversion;

bio-labelling; multimodal imaging; Magnetic Resonance Imaging; x-ray tomography.



Résumé :

La problématique de ce projet de thése était de concevoir des nanoplateformes multimodales
pour I’imagerie médicale. Pour y répondre, nous avons dans un premier temps, optimisé un procédé de
synthese de différentes NPs luminescentes de Ln,Os et Ln,O,S (Ln = Gd, Dy et Ho), sphériques et
monodisperses en taille. Le contréle des parameétres expérimentaux a permis de controler le diamétre
moyen des NPs (50 nm - 170 nm). Si les NPs de Gd,0,S ‘Eu¥ et Gd,0s:EU* sont fortement
luminescentes sous excitation UV, les NPs de Ln,Os:Eu®* et Ln,O,S:Eu®* (Ln = Dy et Ho) quant a
elles ; ont révélé une faible luminescence sous excitation UV.

Les NPs de Gd,Os: Er; Yb et Gd,O,S : Er; Yb sont aussi bien excitables en UV (400 et 380
nm) que dans le NIR (980 nm). Ce qui fait d’elles des NPs trés versatiles utilisables aussi bien pour
I’imagerie in vivo qu’in vitro. L’émission visible en « upconversion » se fait selon un processus a 2
photons. Nos NPs de Gd,O3: Er; Yb et Gd,O,S : Er; Yb sont donc de bonnes candidates pour le
marquage biologique.

Dans une 2°™ partie, nous avons enrobé des NPs de Gd,0,S :Eu** d’une couche de silice
aminée ou mésoporeuse d’épaisseur et de composition contrdlables. Des tests de cytotoxicité et
d’imagerie cellulaire in vitro ont montré que les NPs de Gd,0,S :Eu®* sont, facilement internalisables
par les cellules NIH3T3 ; non cytotoxiques jusqu’a une concentration de 1 mg/mL et sont fortement
luminescentes en microscopie a fluorescence sous excitation a 365 nm. Ces NPs peuvent étre
considérées comme des marqueurs luminescents trés efficaces aprés internalisation par endocytose.
Le greffage de ’anticorps IgG1 effectué sur les NPs Gd,0,S:Eu" a permis la détection des bactéries
E.coli.

Enfin, dans une 3°™ partie, I’étude des propriétés relaxométriques a montré que la relaxivité
obtenue pour des NPs de Dy,0,S de 85 nm de rayon, est meilleure que celle mesurée pour les agents
de contraste négatif commercialisés tels que le Ferumoxide (AMI-125) et le Ferumoxtran-10 (AMI-
22). Cette relaxivité transversale augmente linéairement avec le champ magnétique appliqué. Les
images obtenues par résonance magnétique confirment la possibilité d'utilisation des NPs de Gd,0,S:
Eu®* et Dy,0,S: Eu®* comme agents de contraste négatif pour I’imagerie par{résonance magnétiqud.

Les NPs de Gd,0,S:Eu® sont détectables en tomographie par rayons X et donc

potentiellement utilisables comme agent de contraste.

Ce travail de thése constitue une preuve du concept de nanoplateformes multimodales pour le
diagnostic.
Mots clés: Nanoparticules d’oxyde et d’oxysulfure de terres rares; luminescence; up-
conversion; bio-marquage; imagerie multimodale; Imagerie par résonance magnétique;

tomographie par rayons X.
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