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Abréviations 
 

(+)  dextrogyre 
(-)  lévogyre 
α  proportionnalité 
α-Fe2O3  hématite 
β-Fe2O3  une forme allotropique minoritaire de Fe2O3 

  chauffage (pour une réaction chimique) 
ελ  coefficient d’absorption molaire à la longueur d’onde λ 
ε-Fe2O3  une forme allotropique minoritaire de Fe2O3 
γ-Fe2O3  maghémite 
λémi.  longueur d’onde d’émission 
λexc.  longueur d’onde d’excitation 
π  double liaison chimique 

  rendement quantique d’oxygène singulet 

  rendement quantique de fluorescence 
ν  fréquence d’une onde (Hz) 
°C  degrés Celsius 
1
O2  oxygène singulet 

 
 
Aoλ  absorption d’une référence à la longueur d’onde λ 
Aλ  absorption d’une molécule à la longueur d’onde λ 
A.A  acide aminé 
Ac  acétyle 
ACN   acétonitrile  
ADN  acide désoxyribonucléique 
Ahx  acide aminohexanoïque 
Ala (A)  alanine 
ALA  acide 5-aminolévulinique 
AMM  autorisation de mise sur le marché 
APTES   (3-aminopropyl)triéthoxysilane  
APTMS  (3-aminopropyl)triméthoxysilane 
Ar  aryle 
ARC  association pour la Recherche sur le Cancer 
Arg (R)  arginine 
ARN  acide ribonucléique 
Asp (D)  acide aspartique 
ATG  analyse thermogravimétrique 
ATWLPPR séquence peptidique Ala-Thr-Trp-Leu-Pro-Pro-Arg 
AuNps  nanoparticules d’or 
 
 
BF3.OEt2  trifluorure de Bore éthérate 
Boc   tert-butyloxycarbonyle  
BRET  bioluminescence resonance energy transfer 
BtOH   hydroxybenzotriazole (HOBt) 
 
 
C  symbole de la fonction acide carboxylique terminale pour un peptide 
C  concentration (mol.L

-1
) 
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Cα  carbone alpha symétrique 
C1-COOH 5-4-carboxyphényl)-10,15,20-triphényl-21,23-chlorine (ou TPC-COOH) 
CAV  Centre Alexis Vautrin 
CCH  fonction alcyne 
Ce6  chlorine e6 
C6H6  toluène 
CI  conversion interne 
CIP  Cahn-Ingold et Prelog 
CIRC  Centre Internationale de Recherche sur le Cancer 
CIS  conversion inter système 
CNRS   Centre National de la Recherche Scientifique  
COSY   COrrelation SpectroscopY  
cP  centiPoise (unité de viscosité) 
CRAN  Centre de Recherche en Automatique de Nancy 
64

Cu
2+

  ion cuivre (II) isotope 64 
 
 
Da  Dalton 
DCC  dicyclohexylcarbodiimide 
DCM  dichlorométhane 
DCPR  Département de Chimie Physique des Réactions  
DDQ  2,3-dichloro-5,6-dicyanoquinone 
DEG  diéthylèneglycol  
DH  diamètre hydrodynamique 
DL  dose létale 
DLS  dynamic light scattering 
DMLA  dégénérescence maculaire liée à l’âge 
DMF  N,N-diméthylformamide 
DMSO  diméthylsulfoxyde 
DO  densité optique 
DOTA   1,4,7,10-tétraazacyclododécane-1,4,7,10-tétraacétique acide  
DOTAGA 1,4,7,10-tétraazacyclododécane-1,4,7,10-tétraacétique acide -2,2',2''-(10-(2,6-dioxotétrahydro-

2H-pyran-3-yl) 
DTPA  diéthylène triamine penta acide 
DTPABA  diéthylène triamine penta acide dianhydride 
DPBF  1,3 diphénylisobenzofurane  
 
 
EDC  1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl) carbodiimide  
ELISA  Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay  
ENSIC  Ecole Nationale Supérieure des Industries Chimiques  
EPR  Enhanced Permeability and Retention  
EROs  ROS 
eV  électron Volt (1,60217657 × 10

-19
 joule) 

 
 
Fe(III)/Fe(II) couple Fe

3+
/Fe

2+
  

Fe((acac)3) complexe Tris(acétylacétonato) Fe(III) 
FENNEC  Formation et Elaboration de Nanomatériaux et Cristaux 
Fmoc  9-fluorénylméthyloxycarbonyle 
FR  récepteur à l’acide folique (folic receptor) 
FRET  Förster Resonance Energy Transfer 
 



 

27 
 

 
68

Ga
3+

  ion gallium (III) isotope 68 
GC  gros coeur 
Gly (G)  glycine 
 
 
h  constante de Planck (≈ 6,62606957×10

-34
 J⋅s) 

H  heure 
HBTU   hexafluorophosphate de O-benzotriazole-N,N,N’,N’-tétraméthyluronium 
HpD  hematoporphyrin derivative 
HPLC  High Performance Liquid Chromatography 
HOBt  BtOH 
 
 
I0f  intensité de fluorescence d’une référence 
If  intensité de fluorescence d’une molécule 
I0l  intensité de luminescence d’une référence 
Il  intensité de luminescence 
IC  conversion interne 
IDL  intervalle drogue-lumière 
ILM  Institut Lumière Matière 
111

In
3+

  ion indium (III) isotope 111 
IR  infra rouge 
IRM  imagerie par résonance magnétique 
ISC  conversion intersystème 
i.v.  intraveineux 
 
 
K  constante de chélation 
kDa  kiloDalton 
keV  kilo électronvolt 
kPa  kilopascal 
 
 
L  peptide ligand ATWLPPR 
LASER   Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation 
LCPM  Laboratoire de Chimie Physique Macromoléculaire 
Leu (L)  leucine 
LPCML   laboratoire de Physico-chimie des Matériaux Luminescents  
LRET  luminescence resonance energy transfer 
LRGP  Laboratoire Réactions et Génie des Procédés 
LWRPTPA séquence peptidique Leu-Trp-Arg-Pro-Thr-Pro-Ala 
 
 
M  mol.L

-1
 

m-THPC  m-tétrahydroxyphénylchlorine (Foscan®) 
mΩ  milliohm 
MB  bleu de méthylène 
MEC  matrice extracellulaire 
mol%  pourcentage molaire 
mPEG  poly(éthylène glycol) méthyle éther 
MSN  mesoporous silica nanoparticles 
MTT  bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényl tétrazolium 
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MWCO  molecular weight cut off 
 
 
n  indice de réfraction 
n  nombre de moles 
N  fonction amine terminale d’un peptide 
n0  indice de réfraction d’une référence 
NIR  proche infra rouge 
NBS  N-bromosuccinimide 
NHS  N-hydroxysuccinimide 
nm  nanomètre 
nM  nanomoles.litre

-1
 

NMM  N-méthylmorpholine 
nmol.L

-1 
 nano-mole par litre 

NMP  N-méthylpyrrolidone 
NOESY  Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY 
Np  nanoparticule 
Np-Ce6  nanoparticule greffée à la chlorine e6 
NPs  nanoparticules  
NRP  neuropiline 
NRP-1  neuropiline-1 
NRP-2  neuropiline-2 
 
 
OMS  Organisation Mondiale de la Santé 
 
 
p-TSH  para-toluènesulfonylhydrazine 
P1-COOH 5-(4-carboxyphényl)-10,15,20-triphénylporphyrine 
P1-NHS  5-(4-succinimidephényl)-10,15,20-triphénylporphyrine 
Pbf  2,2,4,6,7-pentaméthyl-dihydrobenzofurane-5-sulfonyle 
PC  petit cœur 
PDT  thérapie photodynamique (PhotoDynamic Therapy) 
PEG  polyéthylène glycol 
Ph  phényle 
pH  potentiel hydrogène 
pm  picomètre 
PLGA  poly(D,L-lactide-co-glycolide) 
PpIX  protoporphyrine IX 
Pro (P)  proline 
PS  photosensibilisateur 
 
 
QD  quantum dots 
Qx  bande du spectre d’absorption d’un photosensibilisateur 
 
 
R rectus (D) 
r1  relaxation longitudinale des protons en IRM 
r2  relaxation transversale des protons en IRM 
rayon X rayonnement électromagnétique produit par une désexcitation électronique de longueur d’ondes 

comprises entre 10
-11

 m et 10
-8

 m (X-ray ou RX) 



 

29 
 

rayon γ rayonnement électromagnétique produit par une désexcitation atomique de longueur d’onde 
inférieure à 10

-11
 m (γ-ray) 

RGD  séquence peptidique Arg-Gly-Asp 
RMN  résonance Magnétique Nucléaire 
ROS  reactives oxygen species 
rpm  rotations par minute 
RV  relaxation vibrationnelle 
RX rayon X 
 
 
S  peptide scrambled LWRPTPA 
S  sinister (L) 
s  constante d’interaction mutuelle 
S0  état fondamental singulet 
S1  premier état excité singulet 
Sn  n

ème
 état singulet excité 

SEMA3A  sémaphorine 3A 
SER  système réticulo-endothélial 
Si-C18  silice greffée avec des chaînes carbonée à 18 carbones 
Si-R4  tétraalkyle silicate 
SPPS  synthèse peptidique sur phase solide 
SPR  résonance de plasmon de surface 
SRP  small rigid platform 
 
 
T1  temps de relaxation longitudinale 
T1  premier état triplet excité 
T2  relaxation transversale 
Tn  n

ème
 état excité triplet 

TBO  bleu de toluidine O 
tBu  tertio-butyle 
99m

Tc
4+

  ion technétium (IV) isotope 99m 
TEM  Transmission Electron Microscopy 
TEOS  tétraéthoxysilane 
TEP  tomographie par émission de positrons ou PET (positron emission tomography) 
TFA  acide trifluoroacétique 
TFE  2,2,2-trifluoroéthanol 
TGA  ATG 
Thr (T)  thréonine 
TM  domaine TransMembranaire 
TMOS  tétraméthoxysilane 
TNBSA  acide trinitrobenzènesulfonique 
TOCSY  total Correlation SpectroscopY 
TPC  chlorine 5-(4-carboxyphényl)-10,15,20-triphényl-21,23 
TPC-COOH TPC 
TPP  tétraphénylporphyrine 
Trp (W)  tryptophane 
 
 
u.a  unité arbitraire 
UV  ultra-violet 
UV-visible domaine des longueurs d’onde situé entre 200 nm et 800 nm 
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v/v  composition en volumes d’un mélange 
Val (V)  valine 
VEGF  Vascular Endothelial Growth Factor 
VEGFR  Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 
Vis  domaine du visible situé entre 400 nm et 800 nm  
VTP  Vascular Targeted Photodynamic therapy 
 
 
W  tryptophane 
WST-1  4-[3-(4-Iodophényl)-2-(4-nitrophényl)-2H-5-tétrazolio]-1,3-benzène disulfonate 
 
 
86

Y
3+

  ion yttrium (III) isotope 86 
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I. Introduction générale 

Le traitement potentiel que constitue la thérapie photodynamique (PDT) peut être envisagé comme une 
stratégie thérapeutique anticancéreuse locale dans un but palliatif et/ou curatif. Ce traitement est basé 
sur l’interaction entre trois paramètres essentiels à sa mise en oeuvre : la lumière, un 
photosensibilisateur (PS) et l’oxygène. Après irradiation du tissu à traiter, à l’aide d’une lumière de 
longueur d’onde appropriée, le photosensibilisateur présent dans la zone ciblée est excité 
électroniquement. A partir de cet état, le PS excité va conduire à la formation d’espèces réactives de 
l’oxygène ou ROS (Reactive Oxygen Species). Parmi toutes les espèces formées, l’oxygène singulet (1O2) 
est considéré comme l’espèce principalement responsable des réactions de toxicité cellulaire suite à des 
réactions de photo-oxydation en présence de dioxygène.  
L’intérêt croissant que suscite la PDT réside dans la faible toxicité intrinsèque des photosensibilisateurs 
employés ainsi que la relative sélectivité de cette technique. Cependant, parmi les photosensibilisateurs 
existants, un faible nombre est réellement utilisable en PDT, entre autre, du fait des contraintes 
(hydrosolublité nécessaire, fenêtre thérapeutique) imposées par les milieux biologiques. Ainsi, la 
communauté scientifique est toujours à la recherche de PS plus performants. Afin de détruire les 
tumeurs cancéreuses, deux stratégies sont envisageables : la destruction par effet direct et la destruction 
par effet indirect. La destruction directe s’applique aux cellules cancéreuses elles-mêmes alors que la 
destruction indirecte cherche à détruire les néovaisseaux qui alimentent la tumeur en oxygène et en 
nutriments. La seconde méthode, plus connue sous le nom de Vascular Targeted PDT (VTP), est la 
stratégie retenue par notre équipe. 
Lors des thèses antérieures, une première approche a consisté à cibler l’endothélium vasculaire en 
utilisant une macromolécule formée par le couplage d’un photosensibilisateur (TPC) avec un 
heptapeptide (ATWLPPR) spécifique de NRP-1 ou Neuropiline-1, co-récepteur du récepteur au VEGF 
(VEGFR ou Vascular endothelial growth factor receptor) qui est un récepteur transmembranaire impliqué 
dans la vascularisation tumorale. Des travaux antérieurs ont montré que la macromolécule constituée du 
peptide ATWLPPR lié à la TPC par un bras espaceur Ahx (acide aminohexanoïque) est capable de 
reconnaître NRP-1. Des tests sur des souris greffées avec des cellules MDA-MB-231 ont montré que le 
photosensibilisateur couplé au peptide s’accumule principalement au niveau de l’endothélium tumoral 
et provoque, après son irradiation, un retard de croissance des tumeurs ciblées. Bien que cet assemblage 
ait montré une affinité au NRP-1 inférieure à celle du peptide seul, il a mis en évidence une amélioration 
de l’incorporation intracellulaire et une meilleure activité photodynamique du PS adressé pour les 
cellules surexprimant NRP-1 comparé au PS seul. Cependant, le peptide couplé au PS s’est révélé être 
dégradé par le système réticuloendothélial. Pour remédier à ce problème, une autre approche a été 
envisagée afin de limiter la dégradation du peptide, d’augmenter le nombre de peptides et de PS. La 
solution qui a été retenue consiste à greffer les photosensibilisateurs et les peptides sur des 
nanoparticules multifonctionnelles de type cœur-coquille (core-shell) constituée d’un cœur d’oxyde de 
gadolinium (Gd2O3) enrobé d’une couche de polysiloxane biocompatible (SiOx) qui possède des fonctions 
amines libres (NH2) en surface. Des agents chélatants (nommés également surfactants) sont greffés sur 
ces fonctions amines libres par la formation d’une liaison amide covalente puis les peptides sont greffés 
sur les fonctions acide carboxylique des surfactants par la formation d’une liaison amide (Figure 1). Ces 
nano-objets multifonctionnelles, nommés également SRP (small rigid platforms) permettent ainsi d’allier 
les différentes composantes du traitement en un objet unique pouvant être utilisé en théranostic. 
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Figure 1 : Schéma d'une nanoparticule. 

Le but de ma thèse est de définir et d’optimiser les différentes composants chimiques des nanoparticules 
multifonctionnelles afin d’avoir une efficacité maximale en terme de : 
- sélectivité des nano-objets pour NRP-1, 
- traitement photodynamique par PDT, 
- visualisation tumorale par IRM. 
Pour ce faire, un plan d’expérience a été établi permettant de faire varier les différents paramètres que 
sont le cœur, la couche de silice, le photosensibilisateur et le peptide.  
 

Dans le premier chapitre intitulé « introduction générale » nous aborderons l’histoire du cancer, les 
premiers cas découverts, ceux dont les symptômes ont été décrits et nous aborderons les premiers 
traitements utilisés. La deuxième partie de ce chapitre consistera en la description de ce qu’est le cancer 
et les facteurs influençant son apparition. Il sera également décrit rapidement les différents traitements 
utilisés à l’heure actuelle. 

Le deuxième chapitre traitera de la thérapie photodynamique, les principes généraux, les 
caractéristiques d’un bon photosensibilisateur ainsi que les quatres générations de photosensibilisateurs 
élaborés jusqu’à ce jour. Une description des différents nanoparticules à l’étude pour améliorer la 
vectorisation des photosensibisliateurs concluera ce chapitre.  

Le troisième chapitre portera sur mes travaux de thèse. Une brève introduction sera consacrée aux 
travaux déjà effectués sur les nanoparticules pour le théranostic durant les thèses de Pierre Couleaud et 
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de Denise Bechet. La théorie des plans d’expérience y sera abordée suivie de la description des 
nanoparticules, des peptides et des photosensibilisateurs utilisés pour la réalisation de ce plan 
d’expérience. Ensuite, les manipulations effectuées sur les nanoparticules du plan d’expérience seront 
décrites et les propriétés photophysiques de chaque lot seront analysées. Les premiers résultats 
biologiques obtenus avec le lot 5 et le lot 13 seront décrits en se basant sur les deux publications 
insérées à la suite de ce paragraphe. 

Enfin, ce travail sera finalisé par une partie intitulée « conclusion et perspectives » dans laquelle seront 
exposés les premières conclusions tirées des résultats du plan d’expérience puis plusieurs perspectives y 
seront avancées.  

 

I. 1. Contexte général 

I. 1. a. Histoire du cancer et les premiers traitements 

Les premiers cas hypothétiques de tumeurs datent de bien avant l’apparition de l’espèce humaine. Ainsi, 
une découverte dont le diagnostic est sujet à controverse émet l’hypothèse qu’un fossile de nageoire de 
Dinichthys (un poisson placoderme), datant d’il y a environ 350 millions d’années, présente ce qui 
pourrait être un vestige de tumeur cancéreuse osseuse. Cependant, cette lésion pourrait être due à une 
cicatrisation consécutive à une blessure. Il est important de noter que cet animal préhistorique fait partie 
de l’un des premiers groupes de vertébrés apparus sur Terre ce qui en fait potentiellement le premier 
vertébré connu atteint par une tumeur. D’autres cas, plus concrets, ont été répertoriés sur des animaux 
terrestres vivant durant le Jurassique entre -200 et -70 millions d’années, plus particulièrement chez un 
dinosaure Théropode (Allosaurus Fragillis) qui présente des traces incontestables de vestiges de 
métastases au niveau de l’un de ses humérus [5-7]. 

Maintenant, intéressons nous de plus près au cas de l’espèce Humaine. En ce qui la concerne, des 
paléontologues ont retrouvé un fragment de mâchoire d’un Homo erectus qu’ils ont nommé « Kanam 
mandible ». Celle-ci présente une grosseur dans la partie symphysienne qui a été attribuée à un possible 
lymphome de Burkitt’s ou à un sarcome osseux. Bien que ce diagnostic soit controversé par des 
chercheurs qui attribuent cette déformation à une fracture cicatrisée, cela pourrait faire remonter le 
premier cas de tumeur retrouvée chez les hominidés à 1,5 millions d’années. Cependant, il faudra 
attendre l’invention de l’écriture pour qu’il reste des traces décrivant plus ou moins précisément les 
tissus atteints par de possibles tumeurs chez l’être humain. Dans l’ancienne égypte (3000 à 500 avant 
J.C), les pratiques médicales étaient fortement empreintes de magie et de religion. Les prêtres étaient 
considérés comme les gardiens ultimes du savoir puisque leur sagesse leur venait directement des dieux.  
Ainsi, les cancers et les autres maladies étaient majoritairement vus comme des conséquences directes 
de la « volonté des dieux » et les traitements des maladies étaient donc fortement basés sur la 
spiritualité et le mysticisme [5-7]. 

Il est admis que les premières traces écrites datant de cette époque et faisant référence aux cancers se 
trouvent dans le Papyrus de Edwin Smith (Figure 2). Ce texte égyptien, datant de 1600 avant J.C, 
concerne la chirurgie des traumatismes généraux et présente les traitements effectués suivant l’aspect 
des tumeurs. Par exemple, pour une tumeur rouge, chaude et qui suinte de pus, il était recommandé de 
cautériser au fer rouge ; si la tumeur est froide au touché et non purulente, il était conseillé de la laisser 
telle quelle [5-7]. 
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Figure 2 : Photographie du papyrus de Edwin Smith, d’après la référence [8]. 

A cette époque, une autre façon de traiter les tumeurs consistait en des applications externes dont 
plusieurs formules sont décrites dans un autre papyrus, celui de Ebers, qui date d’environ 1550 ans avant 
J.C. Il contient 876 remèdes médicaux et mentionne 500 substances différentes pour traiter les maladies. 
Celui-ci mentionne notamment un exemple de soins qui consiste en une approche palliative du 
traitement du cancer utérin par l’insertion d’une purée de dattes fraîches. Un cas d’exostose 
cartilagineux, tumeur bénigne caractérisée par une excroissance des tissus, datant de la 12ème dynastie 
d’Egypte a été mis à jour [5-7]. 

Durant la période gréco-romaine (500 avant J.C à 500 après J.C), l’école d’Hippocrate a été la première à 
rédiger des documents concernant l’idée que les Grecs se faisaient des cancers. Le Corpus Hippocratique 
(Corpus Hippocraticum) fut le premier texte à avoir utilisé les mots karkinos pour décrire des grosseurs 
inguérissables ou des ulcérations, karkinoma pour des tumeurs malignes non-guérissables et le mot 
scirrhus pour décrire des tumeurs dures. Les grecs ont cherché une compréhension « naturelle » de la 
maladie sans se cantonner à une description mystique de celle-ci, un déséquilibre des « humeurs 
internes » en devint l’explication. Afin de traiter les maladies et par là même les cancers, il fallait donc 
rééquilibrer les humeurs. Hippocrate faisait également la différence entre les tumeurs malignes 
(karkinoma apertus) et les tumeurs profondes (karkinoma occlusus). Dans le cas de tumeurs 
superficielles, il conseillait de les enlever par une intervention chirurgicale (excision) mais s’il s’agissait de 
tumeurs occultes (internes), il conseillait de ne pas intervenir au risque de causer la mort prématurée du 
patient [5-7]. 

A l’époque Romaine, le savoir en matière de médecine a, quant à lui, été inscrit dans l’Encyclopédie 
médicale de Aulus Cornelius Celsus (25 avant J.C à 50 après J.C) dont une partie décrit les cancers et leurs 
traitements. D’après Celsus, les organes les plus couramment touchés étaient le visage, le nez, les 
oreilles, les lèvres, les seins, le foie et la rate. Il fut également le premier à classer le cancer du sein 
suivant quatre degrés : le stade précoce (cacoethes), le carcinome sans ulcération de la peau, le 
carcinome avec ulcération et un stade avancé exophytique (développement vers l’extérieur) avec 
quelques fois des lésions qui saignent (thymium) [5-7]. 

Plus tard, Claude Galien (Galen de Pergame) (129 à 199 après J.C) a cherché à localiser l’origine des 
maladies, de manière générale, de façon raisonnée avec des concepts rationnels et régionalisés. Il fut le 
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premier à décrire les tumeurs en utilisant le mot cancer qui dérive du mot cancrum signifiant crabe en 
latin parce qu’il pensait que les tumeurs avaient la forme caractéristique d’un crabe. Bien qu’il ait repris 
la théorie erronée d’Hippocrate concernant les humeurs, Galen a étendu la définition concernant le 
cancer et il a affiné ce concept en classant les tumeurs en trois types majeurs : les tumores secondum 
naturam (ex : grossissement des seins à la puberté), les tumores supra naturam (ex : abcès et 
inflammations) ainsi que les tumores praeter naturam (tumeurs contre nature) comprenant les onkoi 
(grosseurs), les karkinos (ulcères malins) et les karkinomas (cancers non-ulcérés). La période du Moyen 
Age, en Europe, (500 à 1450 après J.C) a été caractérisée par un retour en arrière avec la réutilisation des 
théories humorales d’Hippocrates. De plus, à la fin de cette période, le terme cancer regroupait toutes 
sortes d’affliction telles que les grosseurs, les gangrènes, les tumeurs, les abcès et l’herpès douloureux. 
Notons que le squelette d’un jeune Chilien datant de 1100 – 1200 ans après Jésus-Christ, présentant une 
tumeur géante des cellules osseuses au niveau du fémur, a été retrouvé récemment (Figure 3) [5-7]. 

 
Figure 3 : Fémur portant les stigmates 

d'une tumeur osseuse, d’après la 
référence [5]. 

 

 
Figure 4 : Crâne montrant des destructions osseuses 

dûes à un glioblastome non traité, d’après la 
référence [5]. 

En Europe, il fallut donc attendre la période de la Renaissance pour qu’un chirurgien français, Guy de 
Chauliac (1300-1370), réintroduise une définition plus concrète du cancer. Cette pathologie fut alors 
considérée comme correspondante à une tumeur dure, ronde, vascularisée, de couleur foncée, de 
croissance rapide, chaude et douloureuse [5-7]. 

Par la suite, le philosophe et physicien français René Descartes proposa la théorie lymphatique des 
cancers. Suite à cela, Henry Le Dran proposa l’idée que certains cancers ne se propageraient non pas par 
les humeurs mais par le système lymphatique amenant ainsi l’idée que les tumeurs naissent dans des 
endroits localisés du corps et qu’il fallait pratiquer des excisions complètes des tumeurs afin d’éviter leur 
propagation au reste du corps. Ainsi, cette période vit naître de grandes avancées concernant la 
définition de ce qu’est le cancer, en particulier grâce à la légalisation de l’autopsie humaine qui était, 
jusque là, interdite et condamnée. Cela permit à John Hill d’observer, en 1761, que les utilisateurs de 
tabac à priser sont plus susceptibles de développer des cancers nasaux par rapport au reste de la 
population. De plus, en 1775, Percival Pott décrivit pour la première fois une association entre le cancer 
du scrotum et le travail de ramoneur, ce qui constitue le premier cas documenté de cancer lié au travail 
[9]. En 1761, s’appuyant sur les observations de 700 autopsies et ses propres observations 
expérimentales, Giovanni Battista Morgagni fut le premier à désapprouver la théorie cartésienne 
lymphatique du cancer. A la même époque (1740), il fut construit à Reims le premier hôpital du cancer 
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nommé : La Lutte Contre Le Cancer. Il fut suivi par l’ouverture, en Angleterre à Middlesex en 1792, du 
premier Institut pour l’étude de l’histoire naturelle du cancer [5-7]. 

Le 19ème siècle a, quant à lui, marqué un tournant décisif dans la compréhension de ce qu’est le cancer. 
Ainsi, la théorie des humeurs a été totalement abandonnée au profit d’une théorie cellulaire qui est née 
grâce à l’invention du microscope optique. Johannes Müller a été le premier à observer les tissus 
cancéreux ; il put ainsi vérifier, en 1838, que les tumeurs sont faites de cellules et non d’autres 
« substances » [5-7]. 

Suite à l’observation d’échantillons tumoraux, Rudolf Virchow utilisa le principe de « pathologie 
cellulaire » et stipula que les cellules étaient les plus petites unités de corps et que par conséquent les 
maladies devaient y être localisées, concluant ainsi que le cancer se développe à partir des cellules et 
non à partir des fluides ou des fibres du corps. Il soutint ainsi un aphorisme révolutionnaire pour 
l’époque selon lequel chaque cellule vivante provient d’une autre cellule : omnis cellula a cellula. En 
1858, il publia un texte : Die Cellula Pathologie dans lequel il a décrit les détails microscopiques du 
cancer montrant ainsi le potentiel du microscope pour l’analyse des tissus malades. Il proposa également 
que les cellules cancéreuses sont engendrées par deux méthodes : l’hérédité (prédisposition 
constitutionnelle) et l’exposition chronique des cellules à des agents irritants [5-7].  

En 1865, Karl Thiersch émit l’hypothèse selon laquelle des cellules malignes provenant de la tumeur 
principale pouvaient gagner des sites secondaires développant ainsi le concept d’un fluide toxique 
relargué par les tumeurs malignes (les métastases) [5-7]. 

I. 1. b. Qu’est ce que le cancer ? 

L’organisme est composé de milliards de cellules. Elles naissent, croissent et meurent en permanence 
pour maintenir l’équilibre des tissus et organes qu’elles constituent [10]. L’organisme est programmé pour 
maintenir un niveau à peu près constant du nombre de cellules à l’âge adulte. On appelle cela 
l’homéostasie cellulaire et le mécanisme de mort cellulaire naturelle qui lui est associé est l’apoptose. Un 
cancer correspond à la multiplication anarchique de cellules anormales dans n’importe quel endroit du 
corps [10]. D’après l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), le terme de cancer est un terme général 
qui « s’applique à un grand groupe de maladies pouvant toucher n’importe quelle partie de 
l’organisme » qui peuvent également être nommées tumeurs malignes ou néoplasmes. « L’un des traits 
caractéristiques du cancer est la prolifération rapide de cellules anormales qui, au-delà de leur 
délimitation habituelle, peuvent envahir des parties adjacentes de l’organisme, puis essaimer dans 
d’autres organes. On parle alors de métastases […] » qui sont la cause principale de décès par cancer [11]. 
D’après le site internet de cette organisation, il est décrit que le cancer apparait par un processus de 
transformation d’une cellule normale en une cellule tumorale en plusieurs étapes et classiquement par 
une évolution vers une lésion précancéreuse puis vers une tumeur maligne. Les modifications ainsi 
observées proviennent d’interactions entre les facteurs génétiques propres à l’individu et les agents 
extérieurs.  

Le cancer est donc une maladie du génome qui a toujours pour origine une mutation génétique de l’ADN 
contenu dans le noyau de la cellule, héritée ou induite par l’environnement. La nomination du cancer est 
donc faite en fonction de la cellule initiale dont il provient. La première cellule perd ses caractéristiques 
initiales et notamment ses capacités d’apoptose. Elle devient donc immortelle et se clone elle-même 
d’où le terme d’origine monoclonale des cancers [10]. 
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I. 1. c. Les facteurs favorisant l’apparition des cancers 

Les facteurs favorisant l’apparition des cancers sont classés suivant deux familles que nous allons 
brièvement décrire. 

I. 1. c. i. Les facteurs aggravants ou facteurs subis 

Ces agents dangereux sont classés en trois catégories de facteurs aggravants [12] : 

- Les cancérogènes physiques : rayonnements ultra-violet et radiations ionisantes, 
- Les cancérogènes chimiques : amiante, composants de la fumée du tabac, aflatoxine, arsenic, 
- Les cancérogènes biologiques : infections dues à certains virus (Papillomavirus), bactéries, 

parasites. 
Le vieillissement est également un facteur fondamental de l’apparition des cancers étant donné que les 
mécanismes de réparation de l’ADN perdent de leur efficacité avec l’augmentation de la durée de vie [12]. 
 

I. 1. c. ii. Les facteurs de risques comportementaux 

Ils concernent des substances chimiques qui ont été classées par le CIRC (Centre International de 
Recherche sur le Cancer) [10] : les cancérogènes avérés, les cancérogènes probables et les cancérogènes 
possibles. 

Ces facteurs sont à l’origine de 30% de la mortalité liée aux cancers et ils regroupent [10] : 

- Le tabagisme, 
- La surcharge pondérale et l’obésité dues à la sédentarité, 
- La consommation insuffisante de fruits et de légumes, 
- Le manque d’exercice physique, 
- La consommation d’alcool, 
- L’infection par HPV et HBV (hépatites B et C), 
- La pollution de l’air des villes, 
- Les fumées à l’intérieur des habitations dues aux combustibles solides. 

 

Environ 30% des décès dus aux cancers sont imputables aux cinq principaux facteurs à risque 
comportementaux et alimentaires qui sont : un indice élevé de masse corporelle, une faible 
consommation de fruits et de légumes, un manque d’exercice physique, le tabagisme et l’alcool. La 
consommation de tabac représente ainsi le facteur de risque majeur car elle est responsable de 22% de 
la mortalité par cancer dans le monde et 71% des décès par cancer du poumon [10]. Dans les pays dont la 
population possède des revenus faibles ou intermédiaires, 20% des décès par cancers sont corrélés avec  
des infections virales telles que le virus de l’Hépatite B, C et les papillomavirus humains (HPV). Et en 
2008, 70% des décès par cancers sont survenus dans ces pays [10]. L’estimation mondiale du nombre de 
cas de cancers en 2030 est de plus de 13,1 millions de cas [11] (Figure 5). 
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Figure 5 : Planisphère indiquant le nombre de décès dus aux cancers en 2008 et les prévisions pour 2030, d’après la référence [11]. 

De plus, le taux de déclaration de chaque type de cancer dépend du sexe de l’individu [2] (Figure 6). 

 
Figure 6 : Répartition mondiale des cancers, sexes et âges confondus 

en 2008, adapté de la référence [2]. 

En 2011, en France, le nombre total de cancers déclarés tous sexes confondus a été estimé à environ 
365500. Il y a ainsi eu, entre 1995 et 2005, une augmentation de 14% chez l’homme et de 17% chez la 
femme tous cancers confondus [11] (Figure 7). 
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Figure 7 : Carte géographique de la répartition de cancers chez l'homme en France selon les 

régions en 2011, d’après la référence [13]. 

I. 1. d. Classification des cancers 

I. 1. d. i. Les familles de cancers  

Les cancers sont classés en quatre groupes (Tableau 1). 

Tableau 1 : Tableau récapitulatif des types de cancers recensés et de leurs proportions d’après les références [10, 14]. 

Nom 
Proportion par rapport au 
total des cancers humains 

Forme 
Tumeur solide 

Emplacement Exemples 

Carcinome 90% 
se développe sur les couches 

épithéliales et couvre les 
surfaces 

peau, colon Oui 

Sarcome 2% cancers des tissus connectifs 
muscles, os, cartilages, 

tissus fibreux 
Oui 

Leucémie 

8% 

cellules de formation du sang 
et moelle osseuse 

augmentation du nombre 
de globules blancs 

Non 

Lymphome 
cellules du système 

immunitaire 

ganglions lymphatiques, 
amygdales, muqueuse 

intestine 
Oui 

 
En se basant sur leur potentiel métastatique, il est possible de classer les cancers suivant deux groupes 
[14] : 

- Les tumeurs bénignes ou adénomes lorsque la croissance néoplastique reste localisée en une 
masse unique, 

- Les tumeurs malignes ou adénocarcinomes lorsque les tumeurs envahissent les tissus normaux 
et se propagent au reste du corps. 

 
Dans le cadre de ce travail, nous nous sommes intéressés plus spécifiquement aux tumeurs gliales (ou 
gliomes) qui font partie de la famille des sarcomes. 
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I. 1. d. ii. Les glioblastomes 

Avec une incidence de 2400 nouveaux cas par an en France, le glioblastome est la 3ème cause de décès 
par cancer chez l’adulte et le traitement des tumeurs primaires malignes du cerveau représente un des 
plus importants défis. La survie médiane sans traitement à partir du diagnostic est de trois mois. Un âge 
supérieur à 60 ans, une altération de l'état général, une exérèse incomplète sont des facteurs de 
mauvais pronostic. Le décès est habituellement dû à un œdème cérébral qui entraîne une augmentation 
de la pression intracrânienne puis une altération de la vigilance. Le traitement de référence s’appuie sur 
l’exérèse chirurgicale. L’objectif de la chirurgie est d’obtenir une cytoréduction maximale sans altérer le 
pronostic fonctionnel des patients compte tenu de leur pronostic vital péjoratif. Même en cas d’exérèse 
satisfaisant, le caractère invasif du glioblastome ne permet pas son contrôle par les approches 
thérapeutiques conventionnelles. La zone périphérique infiltrante est, quant-à-elle, ciblée par des 
traitements supplémentaires comme la radiothérapie et/ou la chimiothérapie, avec des dégâts 
collatéraux importants. Avec le traitement standard, c'est-à-dire la chirurgie puis la radio-chimiothérapie 
concomitante, la survie médiane est approximativement de 14 mois. 

Les recherches se concentrent sur la mise au point de technologies innovantes visant à éviter les 
dommages observés. Des cas cliniques ont montré que la thérapie photodynamique (PDT) interstitielle 
se présentait comme une alternative thérapeutique intéressante pour les tumeurs astrocytaires de haut 
grade après récidive ou durant la chirurgie ; les îlots tumoraux persistants en berge de la cavité de 
résection pouvant être détruits grâce à cette technique.  

La finalité du projet est donc de proposer une modalité thérapeutique alternative voire complémentaire 
par thérapie photodynamique interstitielle (fibre optique insérée au sein de la zone tumorale) qui, dans 
ce contexte, se présente comme une modalité nouvelle de prise en charge des glioblastomes non-
opérables. Ainsi, grâce à l’optimisation de nanoparticules multifonctionnelles adaptées à une action 
combinée en imagerie par résonance magnétique (IRM) et en thérapie photodynamique, nous 
développons une technologie innovante pour atteindre la vascularisation tumorale, visualiser la tumeur 
par IRM et la traiter par thérapie photodynamique. 

I. 1. e. Les traitements 

De nos jours, pour traiter les cancers, les trois stratégies les plus couramment utilisées sont :  

- L’exerèse qui consiste à enlever la masse tumorale par un procédé chirurgical, 
- La radiothérapie qui, par des rayons X, permet d’irradier la masse tumorale pour induire une 

mort cellulaire localisée au niveau de la tumeur, 
- Les traitements chimiques ou chimiothérapie pour lesquels on injecte au patient des molécules 

chimiques par voie intraveineuse afin de détruire préférentiellement les cellules à croissance 
anarchique par accumulation des molécules à leur niveau. 

Dans le cadre de ce travail, nous nous intéresserons uniquement à l’un des traitements chimiques parmi 
la totalité de ceux-ci, qui sont classés en différentes grandes familles [15] : 

- Les molécules anti-métaboliques, 
- Les molécules qui inhibent l’action hormonale, 
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- Les molécules qui agissent par l’intermédiaire d’espèces radicalaires, les photosensibilisateurs et 
la PDT, 

- Les agents d’alkylation de l’ADN, 
- Les agents alkylants et non-alkylants qui interagissent avec la partie « Minor Groove » de l’ADN, 
- Les molécules d’intercalation dans l’ADN et inhibitrices de la topoisomérase, 
- Les molécules de ciblage des tubulines et des microtubules, 
- Les molécules qui inhibent les signaux favorisant le développement et la croissance des cellules 

tumorales. 

La famille qui nous importe est celle des molécules agissant par l’intermédiaire d’espèces radicalaires ; 
cette famille est composée de deux types de molécules : celles générant des espèces radicalaires et/ou 
des espèces réactives de l’oxygène in situ par réaction chimique et celles nécessitant une excitation 
lumineuse pour agir, les photosensibilisateurs. Les molécules qui agissent chimiquement in situ [15] sont 
regroupées dans le Tableau 2. 

Tableau 2 : Molécules utilisées pour la destruction de cellules cancéreuses par production d’espèces réactives de l’oxygène, 

d’après la référence [15]. 

Nomenclature Structure Provenance Exemples Types de cancers visés 

Antracyclines 

Chromophore 
plan contenant un 

fragment 
anthraquinone 

attaché à un 
sucre aminé 

Streptomyces 

Doxorubicine (DOX) 

Tumeurs solides (cancer du 
sein, tumeurs solides chez 
l’enfant ; sarcome des tissus 
mous ; lymphome agressif 

Daunorubicine (DNR) 
Cancer des lymphocytes aigu ; 
leucémie myéloïde 

Epirubicine 
(Pharmorubicin®) 

Cancer du sein et des 
ovaries ; cancer de l’estomac ; 
cancer du poumon ; 
lymphome 

Idarubicine 
(Zavedos®) 

Leucémie myéloïde aïgue 

Valrubicine (Valstar®) 

Traitement in situ du bacille 
de Calmette-Guérin (BCG) 
dans le cas du carcinome 
résistant de la vessie urinaire 

Mitoxantrone 

Dérivé 
d’anthraquinone 

portant une 
chaîne polyamine 

latérale. 
Considéré comme 
une anthracycline 

portant une 
fonction 

hydroxyquinone 

Anthracène dione 
obtenue par 

synthèse totale 
Novantrone® 

Cancer du sein ; leucémie 
promyélocyte accrue (un sous 
groupe des AML) ; cancer de 
la prostate 
androgénodépendant ; 
sclérose multiple secondaire 
progressive (MS) 

Actinomycine D 

Chromophore 
hétérocyclique et 

deux 
pentapeptides 

cycliques portant 
des fonctions 

lactones 

Chromopeptide 
naturel 

Dactinomycine® 

Maladies trophoblastiques 
gestationnelles (GTD) ; 
tumeur de Wilms 
(néphroblastome) ; 
rhabdomyosarcome (RMS) ; 
sarcome de Ewing (cancer des 
os chez l’enfant) 

Chartreusine Glycoside 
Streptomyces 

Chartreusis 
- 

Leucémie ; mélanome 

Elsamicine A 
Glycoside à 

structure proche 
Streptomyces 

Chartreusis 
- 

Leucémie ; mélanome 
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de celle de la 
chartreusine 

Bléomycine Glycopeptide 
Streptomyces 

Verticillus 

Bléomycine A 
Bléomycines B 

BAPP 
Liblomycine 

Tallysomycine S10b 

Carcinome cellulaire 
squameux (SCC) ; carcinome 
testiculaire ; lymphomes 
malins 

Antibiotique de type 
énédiynes 

Macrocycle avec 
un système 

conjugué 
contenant une 

double liaison et 
deux triples 

liaisons 

Micromonospora 
echinospora 

Micromonospora 
calichensis 

Micromonospora 
chersina 

Néocarzinostatine 
Espéramicine A1 

Dynémicine A 
Calichéamicine γ1 

Carcinome des cellules 
hépatiques ; leucémie 
myéloïde accrue 
 

Tirapazamine 
3-amino-1,4-
dioxo-1,2,4- 

benzotriazine 

Synthèse 
(herbicide) 

SR-4233 

Cellules tumorales 
hypoxiques; cancer du 
poumon (NSCLC) ; tumeurs 
solides résistantes 

Penclomédine 

3,5-dichloro-4,6-
diméthoxy-2-

(trichlorométhyl)
pyridine 

Dérivé de la 2-
trichlorométhylpy

ridine 
- 

Tumeur solide maligne du 
cerveau chez l’animal 
(modèle) 

Molécule 
radiosensibilisante 

- 

Dérivés semi-
synthétiques de 

l'azomycine 
produite par les 

Streptomyces 

Glutathione 
Nitroimidazole 
(étanidazole et 
pimonidazole, 

nimorazole, 
ornidazole) 

Métronidazole 
Misonidazole 
Porfiromycine 

RSU-1069 

Cancers du col de l’utérus ; 
cancer de la tête ; cancer du 
cou ; cancer du poumon 

Photosensibilisateur 
Cycles 

porphyrinoïques 
Synthèse ou 

naturels dérivés 

PpIX, 
Hematoporphyrin 

Derivative, 
Tétraphénylchlorine, 

etc 

Cancers cutanés superficiels ; 
cancers de l’œsophage ; 
cancer de la prostate 

Nous nous intéresserons uniquement aux photosensibilisateurs et à leur utilisation en thérapie 
photodynamique. 

 

I. 2. La Thérapie Photodynamique ou PDT 

I. 2. a. Historique 

I. 2. a. i. Les prémices de la PDT : la photochimiothérapie 

 Les premiers cas d’utilisation de l’interaction molécule-lumière par l’Homme 

Certaines plantes, comme l’Ammi Majus Linneaus sont connues depuis l’Egypte ancienne pour leur 
capacité, due aux psoralènes qu’elle contient, à faire brunir la peau d’une personne après son ingestion 
suivie d’une exposition au soleil (héliothérapie) [16]. L’homme utilisait cette plante 1600 ans avant J.C 
pour traiter le vitiligo par un effet de repigmentation artificielle de la peau. Une autre plante, la babchi 



 

45 
 

(Psoralea Corylifolia) dont l’utilisation est mentionnée dans un livre Indien sacré (Atharava-Veda) datant 
de 1400 ans avant J.C [17] contient également des furocoumarines. 

 Les premières molécules pour la PDT 

- L’acridine  

Cette molécule, apparentée structurellement à l’anthracène (Figure 8), a été isolée de la fraction à haut 
point d’ébullition de la houille en 1871 par Gräbe et Caro [18-20]. 

 
Figure 8 : Structure chimique de l'acridine.  

Figure 9 : Structure chimique de l'acridine orange. 

De nos jours, elle sert de matière première pour la production de pigments et la synthèse de 
médicaments qui possédent une activité antiseptique par intercalation dans l’ADN et l’ARN (l’acridine 
orange ou 3, 6-diméthylaminoacridine) [21, 22] (Figure 9). Elle sert aussi de marqueur cellulaire pour 
connaître leur stade de division [23]. 

En 1900, Raab, étudiant de Von Tappeiner, fit apparaître le concept d’action photodynamique en 
décrivant une utilisation de l’acridine dans le Zeitschrift für Biologie. Raab montra le caractère 
phototoxique de cette molécule en plaçant des paramécies (Paramecium Caudatum) [24] en présence 
d’acridine orange, qu’il a ensuite laissé à la lumière naturelle. Ce traitement a conduit à la mort des 
organismes unicellulaires en une heure et demie au lieu de 15 heures lors de la même expérience par 
temps orageux. Ainsi, il a décrit le rôle clé de la lumière dans le phénomène de phototoxicité [16, 25]. En 
1904, Raab a démontré le rôle crucial de l’oxygène pour la PDT [16, 26]. 

C’est en 1905 que Von Tappeiner et Jodblauer rapportent une expérience pour laquelle un processus de 
consommation de l’oxygène s’opère, dans des protozoaires. Ils émettent l’hypothèse selon laquelle 
l’oxygène est essentiel dans le processus de traitement [24, 27, 28]. Ils introduisent alors le terme d’« effet 
photodynamique ». 

- L’éosine Y 

L'éosine Y ou tétrabromofluorescéine (Figure 10) est un dérivé tétrabromé de la fluorescéine synthétisé 
par Caro en 1874. 

http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Tetrabromofluoresce%C3%AFne&action=edit&redlink=1
http://fr.wikipedia.org/wiki/Brome
http://fr.wikipedia.org/wiki/Fluoresc%C3%A9ine
http://fr.wikipedia.org/wiki/1871
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Figure 10 : Structure chimique de l'éosine Y. 

Cette molécule a été utilisée en 1903 par Jesionek et Von Tappeiner pour traiter un cancer cutané par 
application locale d’éosine suivie d’une exposition à la lumière blanche artificielle montrant ainsi l’effet 
topique de cette molécule. Ils parviennent ainsi à traîter avec succès, chez l’homme des cancers de la 
peau (nonmelanoma skin cancers), la tuberculose cutanée (lupus vulgaris), des infections des parties 
génitales (condyloma). Ils deviennent ainsi les premiers à utiliser la PDT comme traitement [29, 30]. 

- L’hématoporphyrine 

Cette molécule a été produite pour la première fois sous forme impure par Scherer qui, en 1841, a traité 
du sang séché avec de l’acide sulfurique pour en extraite l’ion fer chélaté obtenant ainsi une substance 
rouge cristalline qui fut baptisée « hématoporphyrine » (Hp) par Hoppe-Seyler en 1871 [16](Figure 11). Ce 
ne fut que plus tard, en 1900, que la structure chimique de type tétrapyrrolique de cette porphyrine 
(transformée) endogène au sang fut élucidée par Nencki et Zaleski [31]. 

 
Figure 11 : Structure chimique du mélange d'hématoporphyrines, d’après la référence [5]. 

En 1908, Hasselbach rédigea le premier rapport sur la photoxicité potentielle de l’hématoporphyrine 
chez des souris. Cette hypothèse fut confirmée en 1911 par Hausman qui montra le caractère 
phototoxique de l’Hp chez le cochon d’Inde (Guinea Pig) et la souris, avec une dépendance d’action en 
fonction de la dose de photosensibilisateur injectée et de la quantité de lumière appliquée. Cette 
molécule fut utilisée en 1913 par Meyer-Betz afin de prouver que les résultats de phototoxicité mis en 
évidence chez la souris pouvaient être appliqués à l’homme. Il se servit de son propre corps comme 
cobaye en s’injectant 200 mg d’hématoporphyrine. Tant qu’il resta à l’abri de la lumière du soleil aucune 
réaction ne se produisit mais, une fois exposé à son rayonnement, il se produisit une hyperpigmentation 
de sa peau accompagnée d’un oedème généralisé caractéristique d’une hypersensibilité à la lumière 
dont il souffrit pendant deux mois après l’injection [29] (Figure 12). 
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Figure 12 : Photographies de Meyer-Betz juste après injection (à 

gauche) et après que les symptômes d'hypersensibilité aient 
diminués (à droite), d’après la référence [32]. 

 

En 1924, la rétention sélective des porphyrines dans les tissus tumoraux ainsi que la fluorescence 
spontanée des tumeurs exposées à la lumière ultraviolette fut mise en évidence par Policard, qui 
interpréta ce phénomène comme provenant de l’accumulation de l’hématoporphyrine biosynthétisée 
par le corps dans les cellules tumorales [29]. 

En 1926, Fischer effectua la première synthèse de porphyrine à partir du dipyrrométhane puis il effectua 
la synthèse de l’hème en 1929 [33, 34]. Par la suite, il développa considérablement la chimie des pyrroles, 
ce qui lui valut l’attribution du prix Nobel de chimie en 1930. Ceci servit de base à Auler et Banzer. En 
1942, ils montrèrent que l’Hp est plus concentrée dans certaines tumeurs de la peau que dans les tissus 
environnants et qu’une fois irradiées, ces zones deviennent nécrotiques. Ces observations ont ainsi servi 
de tremplin au développement de la PDT [35, 36]. 

L’affinité de l’hématoporphyrine pour les tissus tumoraux fut confirmée en 1948 par Figge et Weiland 
qui ont alors suggéré la possibilité de l’utiliser pour la localisation des zones tumorales chez l’homme [29, 

37]. Ils ont également rapporté que plusieurs types de porphyrines se concentrent plus facilement dans 
d’autres tissus comme les cellules embryonnaires et les domaines néoplasiques [16, 38]. En 1955, Schwartz 
et al. prouvèrent que l’hématoporphyrine commerciale, obtenue par Nencki et Zaleski (en 1900), issue 
du traitement de l’hémoglobine par l’acide sulfurique pour éliminer les protéines et l’atome de fer liés au 
macrocycle [32] n’était pas un produit pur [39]. Ils la purifièrent en utilisant un mélange d’acide acétique et 
d’acide sulfurique puis, l’hydrolysèrent avec une base [39] et constatèrent que le produit pur était moins 
sélectif que le produit commercial [40, 41]. Cette purification fut reprise par Lipson et al. en 1961 qui 
proposèrent de traiter l’hématoporphyrine avec un mélange d’acide acétique et d’acide sulfurique puis 
de la laver avec une base (NaOH). Il en a résulté un nouveau produit dérivé qu’ils nommèrent 
Hematoporphyrin Derivative (HpD) et qui s’est révélé par la suite être un mélange de monomères et de 
dimères de porphyrines [32, 38, 42]. Il purifia ensuite le mélange par HPLC et il isola un mélange de dimères 
et d’oligomères (Figure 13). 
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Figure 13 : Structure chimique des oligomères de l’hématoporphyrine. 

Cette première génération de photosensibilisateurs porphyriniques développée au début des années 70 
a été brevetée et commercialisée sous le nom de Photofrin® est issue du traitement de 
l’hématoporphyrine monomère est composée uniquement de dérivés de l’hématoporphyrine (HpD) dont 
la structure porphyrinoïde est substituée en position bêta β sur les cycles pyrroliques. Ce produit est un 
mélange d’oligomères formés par des ponts éthers et esters entre plusieurs porphyrines [32] (Figure 13). 
En 1972, Diamond et al. ont montré que l’activation de l’hématoporphyrine par la lumière détruit des 
cellules de gliome de rat in vivo et in vitro [43, 44]. 

En 1975, Dougherty et son équipe ont permis le développement sans précédent du traitement 
anticancéreux émergent que constitue actuellement la thérapie photodynamique [43, 45, 46]. En 1976, 
Dougherty identifie l’1O2 comme étant l’agent cytotoxique [47, 48]. En 1978, L’HpD couplée à une lampe à 
arc au Xénon fut utilisée avec succès par son équipe pour traiter et soigner des tumeurs mammaires 
implantées chez la souris [49]. Ceci a été suivi en 1978 par les premiers essais réalisés chez l’homme par 
Dougherty [30, 49]. La même année, Bonnett et al. ont purifié l’HpD par HPLC afin d’en extraire les 
composés majoritairement efficaces (les DHE pour DiHematoporphyrin Ether and Ester) [30, 50]. 

En 1982, Dougherty effectua le premier traitement du cancer du poumon à l’aide d’HpD et d’une source 
lumineuse [32, 51, 52] puis, en 1984, il remplaça la lampe à arc par un laser (λémi ≈ 630 nm), ce qui a permis 
d’irradier plus précisément et plus efficacement la zone à traiter [53, 54]. Entre 1983 et 1985, il identifie les 
fractions actives de l’HpD reliant ainsi les propriétés photosensibilisantes du mélange initial avec deux 
molécules uniquement : l’éther et l’ester de dihématoporphyrine (Figure 14) [51, 55]. Il fut ainsi le premier 
à introduire une version instrumentalisée du traitement PDT pour des applications cliniques. 

En 1985, Moan et Sommer ont confirmé la nécessité de la présence d’O2 pour avoir un traitement par 
PDT [56]. Cette même année, une nouvelle version de l’HpD a été enrichie en ses deux composés  les plus 
actifs (DHE) pour être commercialisée en 1985 sous le nom de Photofrin II®. Une autre purification par 
des méthodes chromatographiques a été tentée afin d’obtenir un DHE sans monomère mais elle n’a pas 
été concluante [55]. Une autre molécule, l’ester de polyhématoporphyrine (PHE), a été développée. C’est 
un mélange de porphyrines hautement agrégées et stables [55] vendue sous le nom de porfimère sodique 
(dihaematoporphyrindiether) et son efficacité est liée aux différentes proportions de dimères et 
oligomères [57] qui le constituent. 

Aux USA le Photofrin® a été approuvé par la FDA en 1993 pour le traitement des lésions endobronchiales 
telles que la maladie de l’œsophage de Barrett et les lésions cancéreuses obstruantes de l’œsophage ou 
encore le traitement des petits cancers du poumon. Ce médicament a, entre autres, été approuvé 
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mondialement pour le traitement du cancer de la vessie. Ce photosensibilisateur, d’origine naturelle, 
présente l’avantage d’être facilement obtenu et d’être utilisé depuis longtemps. Cependant, il présente 
une faible absorption à 630 nm (Figure 15) et un faible rendement de production d’oxygène singulet. De 
plus, ce photosensibilisateur est peu sélectif et possède une forte photosensibilité rémanente obligeant 
le patient à rester quelques semaines à l’obscurité. 

 
Figure 14 : Structure chimique de l'éther de dihématoporphyrine (en haut à gauche) et de l'ester de 

dihématoporphyrine (en bas à droite). 
 

 
Figure 15 : Spectre d'absorption UV-visible du Photofrin® en 

solution aqueuse, adapté de la référence [58]. 

 

 Les molécules naturelles et de synthèses ne contenant pas de cycle tétrapyrrolique 

Bien que les molécules de type porphyrines soient celles qui nous intéressent pour la suite, il est 
important de noter que d’autres molécules ont été utilisées tout au long de l’histoire. 

- Les molécules naturelles 

 Les furocoumarines (ou psoralènes) et leurs dérivés 
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Les psoralènes sont des molécules chimiques naturelles de la famille des furocoumarines, contenues 
dans les plantes appartenant à la famille des Ombellifères et des Apiacées (Umbelliferae, Apiaceae) 
composées de trois hétérocycles carbonés [59]. Ce type de molécules peut agir suivant deux modes 
d’action distincts. En premier lieu, elles agissent, après photo-activation, en s’intercalant entre les brins 
d’ADN au niveau des bases pyrimidiques [60-62] (Figure 16). Elles sont utilisées par administration orale ou 
cutanée suivie d’une exposition aux UV-A pour le traitement par photothérapie du vitiligo, et de 
l’eczéma des mains. De plus, il est intéressant de noter que ces molécules sont également capables de 
former de l’oxygène singulet lorsqu’elles sont excitées par un rayonnement lumineux [63]. 

 
Figure 16 : Schéma d'intercalation des psoralènes entre 2 brins d'ADN, adapté de la référence [15]. 

Les psoralènes se déclinent en plusieurs isomères dont les cinq principaux sont décrits ci-dessous [64] : 

 Le psoralène 

Le psoralène, a été isolé pour la première fois par Jois et al. en 1933 [65]. On le trouve dans les graines de 
la Psoralea corylifolia (babchi), mais aussi dans l’Ammi Majus Linneaus (Ammi élevée) ou encore la Berce 
du Caucase (Figure 17), ainsi que dans d’autres plantes de la famille des Rutaceae [66, 67]. Cette molécule a 
été utilisée en PUVA-thérapie (psoralène + UVA) pour le traitement de différentes maladies de peau : le 
psoriasis, l'eczéma, le vitiligo, certains lymphomes cutanés (lymphomes à lymphocytes T) [68] par 
interaction avec les rayons lumineux (Figure 18). 

 

Figure 17 : La Berce du Caucase ou Berce de Mantegazzi 
(Heracleum mantegazzianum), une plante invasive en Europe 

de l’ouest, d’après la référence [8]. 

 

Figure 18 : Brûlure photochimique suite au contact avec la 
Berce du Caucase, d’après la référence [8]. 

 

L’hypéricine 

Cette molécule fait partie de la famille des quinones dont la forme la plus simple, la benzoquinone ou 
quinone, a été découverte en 1838 par Woserenski. Cette classe de molécules sert principalement 
d’agent oxydant dans les réactions organiques et entre dans la constitution de molécules plus complexes 
telles que l’ubiquinone (coenzyme Q10) ou la phylloquinone (vitamine K1). L’hypéricine (Figure 19), est 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Furocoumarine
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Psoralea_corylifolia&action=edit&redlink=1
http://fr.wikipedia.org/wiki/Rutaceae
http://fr.wikipedia.org/wiki/PUVA-th%C3%A9rapie
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un colorant rouge isolé dans le millepertuis commun (Hypericum perforatum) (Figure 20) par Brockmann 
et al. en 1942 et dont l’activité en PDT a été mise en évidence en 1996 par Koren et al. [69, 70]. L’hypéricine 
possède un spectre d’absorption UV-visible intéressant pour son utilisation en temps que 
photosensibilisateur, avec une bande d’absorption à 591 nm dont l’epsilon est ε = 45000 L.mol-1.cm-1 
dans l’EtOH et une bande d’absorption plus faible à 548 nm [71, 72]. Son activité photodynamique provient 
de l’action conjuguée d’un radical semi-quinone, de l’oxygène et de l’anion superoxyde [15, 73]. 

 
Figure 19 : Structure chimique de l'hypéricine, d’après la 

référence [71]. 

 
Figure 20 : Schéma botanique de l'Hypericum perforatum L., 

d’après la référence [8]. 

La curcumine 

La curcumine ou diféruloylméthane est un polyphénol présent dans la racine du curcumin (Figure 21) qui 
est une plante de la famille des gingembres (Zingiberaceae). Cette molécule a été extraite en 1904 par 
Perkin puis sa structure chimique a été identifiée en 1910 par Miłobędzka, Kostanecki et Lampe. La 
curcumine présente plusieurs formes tautomères dont la forme 1,3-diketo (Figure 22) et deux formes 
énol équivalentes [74] (Figure 23). Des recherches récentes effectuées avec cette molécule tendent à 
montrer qu’elle possède un potentiel anticancéreux en PDT [75, 76]. 

 
Figure 21 : Schéma botanique du curcuma, 

d’après la référence [8]. 

 
Figure 22 : Structure chimique de la curcumine forme kéto. 

 
Figure 23 : Structure chimique de la curcumine forme énol. 

 

 Les molécules de synthèse 

 Le bleu de méthylène, la première phénothiazine 

Le bleu de méthylène ou chlorure de méthylthioninium [77] (Figure 24) est une molécule cationique qui a 
été synthétisée pour la première fois en 1876 par Caro [78]. Cette molécule soluble dans l’eau a un 

http://en.wikipedia.org/wiki/Zingiberaceae
http://en.wikipedia.org/wiki/Stanis%C5%82aw_Kostanecki
http://en.wikipedia.org/wiki/Ketone
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spectre d’absorption UV-visible possédant une forte bande d’absorption à 664 nm dans l’eau (ε = 85000 
L.mol-1.cm-1) [79] ainsi qu’une bande plus faible à 609 nm. De plus, son rendement quantique de 
formation d’1O2 est bon (φΔ = 0,51) mais, in vivo, la molécule est rapidement dégradée par des réactions 
enzymatiques, ce qui la rend inutilisable telle quelle pour le traitement tumoral [80]. Il est intéressant de 
noter que le bleu de méthylène est utilisé pour l’atténuation virale des unités de plasma, comme 
marqueur de tumeurs(Figure 25) pour aider à la chirurgie et qu’il permet de tester la perméabilité de 
certaines structures tissulaires [79, 81]. Il est aussi utilisé lors de chimiothérapie anti-cancéreuse comme 
antidote à l'ifosfamide afin de prévenir les crises de convulsions liées à la neuro-toxicité du produit [82, 83]. 
Le bleu de méthylène est utilisé pour lutter contre la méthémoglobine ainsi qu’en tant qu’antidote 
contre les cyanides [77]. 

 

Figure 24 : Structure chimique du bleu de méthylène. 
 

Figure 25 : Couche épithéliale visualisée à 660 nm vue au 
microscope électronique après application de bleu de 

méthylène, d’après la référence [6]. 

 

 Le rose de bengale 

Le rose de bengale (4,5,6,7-tétrachloro-2',4',5',7'-tétraiodofluorescéine) (Figure 26) est un colorant 
mentionné pour la première fois par Schultz en 1881 [84]. Cette molécule qui était initialement un 
colorant (Figure 27) pour la laine a été synthétisée par Gnehm en 1882 et posséde des propriétés 
photosensibilisatrices. Elle montre une forte bande d’absorption UV-visible dont le maximum se situe à 
549 nm avec un ε = 99800 M-1.cm-1 dans l’eau [85]. Son rendement quantique de formation d’1O2 a été 
déterminé par Gollnick et al. en 1964 (φΔ = 0,86 dans l’EtOH et de 0,75 dans l’eau) [86, 87]. Le rose de 
bengale a également été utilisé sous forme d’un médicament appelé PV-10 pour le traitement de 
mélanome métastatique [88] . 

 

Figure 26 : Structure chimique du rose de bengale. 

 

Figure 27 : Photographie d'une image au microscope 
électronique d'une Loricifera Spinoloricus marquée au rose 

de bengale, d’après la référence [89]. 
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 Les complexes métalliques 

- Les complexes de ruthénium 

Les complexes de ruthénium se sont révélés être des producteurs efficaces d’1O2 et même plus efficaces 
que d’autres molécules comme le bleu de méthylène et le rose de bengale. En particulier, le complexe de 
Ru(II) tris-bipyridine ([Ru(bpy)3]

2+) (Figure 28) s’est révélé être un photosensibilisateur efficace. Il possède 
un maximum d’absorption à 452 nm (ε452 = 14600 M-1.cm-1) dans l’eau [90] et un rendement quantique de 
production d’1O2 φΔ = 0,86 dans le méthanol saturé en oxygène à une pression de 1 atm [φΔ (CD3OD) = 
0,73 ; φΔ (D2O) = 0,22] [86, 91]. 

 
Figure 28 : Complexe de chlorure de tris(2,2'-bipyridyl)ruthénium(II), d’après la référence [91]. 

 

I. 2. a. ii. Les molécules naturelles tétrapyrroliques (la chlorophylle et ses 

dérivés) 

 La chlorophylle 

La chlorophylle est la molécule de la respiration des végétaux chlorophylliens. Cette molécule naturelle 
(Figure 29) représente en moyenne entre 0,1 et 1% en masse d’une feuille (jusqu’à 1% pour l’épinard) [92] 
et elle peut être est facilement extraite des algues bleues de type Spirula. Son spectre d’absorption UV-
visible possède un maximum à 660 nm pour un ε d’environ 105 M-1.cm-1 et un rendement d’1O2 φΔ = 0,57 
dans le CCl4 

[93, 94]. La production d’1O2 se fait par l’intermédiaire de la chaîne carbonée qui sert d’antenne 
en captant le surplus d’énergie qui n’a pas été utilisé pendant le processus de photosynthèse [95, 96]. 
Malheureusement, elle est insoluble dans l’eau et instable en présence de lumière, d’un acide, d’une 
base ou d’un alcool [93, 97]. 
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Figure 29 : Structure chimique de la chlorophylle a. 

 La chlorophyllide a 

La chlorophyllide a (Figure 30) est obtenue par hydrolyse enzymatique [98] de la chaîne ester phytol fixée 
sur le carbone numéro 17 de la chlorophylle mais, elle entre également dans la réaction de production 
de la chlorophylle [99]. Son rendement d’1O2, assez faible, de 0,3 à 0,4 dans le CCl4 fait que cette molécule 
n’est pas très utilisée [93, 97]. La protochlorophyllide a déjà été testée en PDT pour la destruction de 
bactéries et semble être phototoxique par un mécanisme de type I [100]. 

 
Figure 30 : Structure chimique de la chlorophyllide a. 

 La phéophytine 

Cette molécule (Figure 31) fait partie du cycle de photosynthèse de la chlorophylle a. Elle ne possède pas 
d’ion métallique chélaté contrairement à la chlorophylle [101]. Les phéophytines a et b se sont révélées 
photocytotoxiques vis-à-vis de cellules du cancer du sein sensibles (MCF-7) et multirésistantes à la 
chimiothérapie (MCF-7/ADR) [93, 102, 103]. 
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Figure 31 : Structure chimique de la phéophytine a. 

 La purpurine-18 

Les purpurines ont été identifiées au début des années 1940 en tant que produit de dégradation de la 
chlorophylle puis elles ont été synthétisées en 1960. En 1986, Morgan et Tertel ont rapporté la synthèse 
de la octaéthyl-purpurine et de l’étiopurpurine [104]. La purpurine-18 (Figure 32) possède un cycle 
anhydride qui est le résultat du clivage, par oxydation, du cycle isopentanone E du phéophorbide a et de 
ses esters ou qui est obtenu directement à partir d’un extrait brut de chlorophylle a [105]. Elle est lipophile 
et possède un pic de forte absorption UV-visible à 700 nm avec un φΔ = 0,7 dans le CCl4 

[106, 107]. 
 

 
Figure 32 : Structure chimique de la purpurine-18. 

 Le phéophorbide a 

Cette molécule est obtenue par élimination acide de la chaîne latérale phytol et du Mg central de la 
chlorophylle a [108, 109] (Figure 33). Elle possède un coefficient d’extinction molaire à 660 nm qui est 
d’environ les 2/3 de celui de la chlorophylle a. Elle est stable aussi bien à la lumière que dans le noir avec 
un rendement φΔ d’1O2 d’environ 0,6 dans le CCl4 

[97]. Des études réalisées sur cette molécule ont montré 
que son efficacité de phototoxicité est supérieure à celle du Photofrin® sur les cellules du carcinome du 
colon et du pancréas [97, 110, 111]. 
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Figure 33 : Structure chimique du phéophorbide a. 

 La chlorine e6 

La chlorine e6 (Figure 34) est formée à partir d’une hydrolyse anaérobique en milieu alcalin du 
phéophorbide a pour donner un dérivé tricarboxylique soluble dans l’eau. Elle absorbe à 654 nm et 
possède un rendement φΔ d’1O2 de 0,7 dans le CCl4. Lorsqu’elle est métallée avec des ions SnIV, son pic 
d’absorption maximum UV-visible se décale à 632 nm et elle génère de l’1O2 avec un rendement φΔ = 
0,83 dans le CCl4 

[97]. Cette molécule a montré des propriétés antibactériennes [112] et cytotoxiques en 
PDT [113]. 

 
Figure 34 : Structure chimique de la chlorine e6, d’après la référence [113]. 

 Les bactériochlorophylles 

Ces molécules (Figure 35) possèdent un coefficient d’extinction molaire élevé aux grandes longueurs 
d’onde (λmax = 760-780 nm, ε = (4 à 10) x 104 M-1.cm-1). De plus, elles sont capables de générer des ROS 
avec un fort rendement quantique ; ce rendement variant suivant le métal complexé au centre ainsi que 
les substituants périphériques. Malheureusement, les bactériochlorophylles sont beaucoup moins 
stables que les chlorophylles analogues du fait de leur dégradation par oxydation chimique ou 
photochimique conduisant à la formation de leur chlorophylle correspondante [114, 115]. 
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Figure 35 : Structure chimique de la bactériochlorophylle a, d’après la référence [116]. 

 

I. 3. Etat de l’art de la PDT 

I. 3. a. Principes généraux  

La PDT est une thérapie anticancéreuse basée sur l’association de trois composants :  

- Une molécule photosensibilisatrice (PS), 
- Une source lumineuse, 
- De l’oxygène. 

Après une administration locale ou générale du photosensibilisateur suivie d’un intervalle drogue-
lumière variable (quelques minutes à deux jours), une irradiation sélective est appliquée sur la région à 
traiter avec une lumière de longueur d’onde et une puissance appropriées. Ceci a pour conséquence, en 
présence d’oxygène, de générer des entités réactives de l’oxygène (1O2 et radicaux libres) appelés 
également ROS qui sont capables de détruire le tissu tumoral ciblé [86, 95, 117-121]. 

I. 3. a. i. Les principes photophysiques de la PDT 

 Mécanisme général 

Les molécules photosensibles ont la capacité de passer de leur état fondamental à un état excité par 
absorption d’un photon dont la longueur d’onde se situe dans le domaine du visible (Figure 36). Suite à 
son excitation par un rayon lumineux incident de longueur d’onde définie, le photosensibilisateur passe 
de son état fondamental singulet S0 à un état singulet excité de courte durée de vie (Sn) [32, 86, 122] (Figure 
36.1). Après désexcitation non-radiative, le photosensibilisateur passe à un état excité S1. Depuis cet état 
excité S1 (≈ 200 kJ.mol-1 [32]), le photosensibilisateur va pouvoir retourner à son état fondamental S0 par 
émission de fluorescence (Figure 36.2), un processus non radiatif (Figure 36.3) ou par conversion interne 
(CI). Dans le cas de photosensibilisateurs agrégés, un quenching de fluorescence va également intervenir 
comme mode de désexcitation non radiatif. De cet état S1, le photosensibilisateur peut aussi  passer à 
son premier état excité triplet T1 (≈ 150 kJ.mol-1 [32]) par conversion intersystème (CIS) (Figure 36.4). A 
partir de l’état T1, le PS peut, soit se désexciter par émission de phosphorescence (Figure 36.5), soit 
revenir à son état fondamental S0 par désexcitation non radiative (Figure 36.6). L’état T1 possède un 
temps de vie suffisamment long pour lui permettre d’intervenir dans une réaction chimique de type I 
(Figure 36.7) qui correspond à des transferts d’électrons et/ou des transferts d’atomes hydrogène 
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conduisant à la formation d’espèces hautement réactives de l’oxygène (radicaux libres, oxyanions, …) 
(Figure 36.8). Depuis l’état T1, il peut également se produire une réaction de type II (majoritaire [123]) qui 
correspond à un transfert d’énergie du photosensibilisateur (donneur) vers un accepteur qui est le plus 
fréquemment l’oxygène (Figure 36.9). Ce transfert d’énergie à une molécule d’oxygène se trouvant à 
l’état fondamental triplet (3O2) va conduire à la formation d’une molécule d’oxygène à l’état singulet 
excité (1O2) qui est une espèce hautement réactive (Figure 36.10). Les radicaux libres et l’oxygène 
singulet générés lors de ce processus sont également appelés ROS [95, 117, 118, 124]. Bien que l’oxygène 
singulet soit l’espèce majoritairement formée lors de la PDT, les radicaux libres sont plus facilement 
formés que cette dernière lorsque le milieu est pauvre en oxygène et riche en substrat [125]. 

 
Figure 36 : Diagramme de Jablonski des transferts énergétiques conduisant à la formation de ROS à partir d’un 

photosensibilisateur, adapté de la référence [125]. 

Le ratio entre la production de radicaux libres et d’1O2 dépend de plusieurs facteurs dont font partie le 
type de photosensibilisateur, l’oxygénation du milieu et l’environnement moléculaire dans lequel il se 
trouve. Une forte concentration en O2 favorisera la formation d’1O2 alors qu’une condition hypoxique et 
riche en matière organique favorisera la formation de radicaux libres [125]. 

 Equations de formation des ROS 

- Mécanisme de type I 

                       

                                  

         
        

   
Equation 1 : Equations des réactions photochimiques primaires, d’après les références [86, 122, 126-128]. 

  
      

   
                      
                          

  
         

                       
                                    

  
          

                  
                          

           
                  
                                 

Equation 2 : Equations des réactions photochimiques primaires, d’après les références [126]. 
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- Mécanisme de type II 

                  (1) 
Equation 3 : Réaction d'excitation d'un photosensibilisateur, d’après les références [86, 122, 129, 130]. 

      
       
               (2) 

      
        
           (3) 

      
         
            (4) 

Equation 4 : Réactions de désexcitation d’un photosensibilisateur depuis son état excité S1, d’après les références [130]. 

      
       
               (5) 

      
        
           (6) 

Equation 5 : Réactions de désexcitation d’un photosensibilisateur depuis son état excité T1, d’après les références [130]. 

          
       
          

     
  (7) 

          
       
          

  (8) 

Equation 6 : Réactions de transfert d'énergie du photosensibilisateur au dioxygène, d’après les références [130]. 

I. 3. a. ii. L’oxygène singulet 

Dans la nature, la formation naturelle de l’1O2 est responsable de la coloration rouge des aurores 
boréales (Figure 37). Cette espèce chimique se forme naturellement dans la haute atmosphère lors de la 
photodissociation de l’ozone présent à cette altitude par les électrons provenant des vents solaires [131] 
(Figure 38). 

 
Figure 37 : Aurore boréale montrant la fluorescence 
de l'

1
O2 formé dans la haute atmosphère lors de son 

interaction avec les vents solaires, d’après la 
référence [8]. 

 
Figure 38 : Spectre électronique de l'ozone et de ses produits 

de photodissociation générés suivant différentes bandes 
d'excitation, adapté des références [125, 131]. 

L’idée selon laquelle l’oxygène est une espèce chimique stable qui nécessite des mécanismes d’activation 
spécifiques pour prendre part aux processus biologiques et chimiques est apparue dans la littérature du 
milieu du XIXème siècle. Il semblerait que Schönbein, le découvreur de l’ozone, soit l’auteur de cette 
conception. Ainsi, le terme de « oxygène actif (excité) » a été couramment utilisé dans les travaux de ses 
successeurs [132]. La théorie de la péroxydation formulée à la fois par Bach et Engler en 1897 a constitué 
une étape importante dans la compréhension des mécanismes d’activation de l’oxygène. Bach a défini 
cette théorie à partir de ses travaux sur la photosynthèse alors que, pour sa part, Engler étudia le pétrole 
et sa production [27, 132]. 
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Les orbitales moléculaires de l’oxygène dans son état triplet et ses deux états singulets ont ensuite été 
décrit par Mulliken dans les années 1920 [133]. L’oxygène singulet est un état particulier du dioxygène 
dont la théorie a été proposée en 1924 par Lewis [86, 133]. Dans les années 1960, Foote et Wexler ont 
conduit des expériences grâce auxquelles ils ont mis en évidence qu’il est possible d’obtenir de l’1O2 

suivant deux voies différentes [133] : 

- Une réaction photochimique par photo-oxydation d’un photosensibilisateur, 
- Une réaction chimique entre NaOCl et H2O2. 

En 1931, Kautsky et de Bruijn ont conduit une série d’expériences, à l’aide de la trypaflavine et de la 
leucomalachite green, qui leur ont permis de montrer que les molécules de H2O ne sont pas la source de 
l’O2 intervenant dans la réaction [133]. Sa première synthèse a été effectuée en 1963 par Khan et Kasha 
qui ont mélangé de l’hypochlorite de sodium (Eau de Javel®) avec du peroxyde d’hydrogène, ce qui leur a 
permis d’observer une chimioluminescence rouge. Ils ont alors attribué cette luminescence à la 
libération de molécules d’1O2 

[133]. En 1976, Weishaupt et al. ont proposé l’idée que l’agent cytotoxique 
responsable de la photoinactivation des cellules mises en contact d’un photosensibilisateur irradié est 
l’oxygène singulet [133]. Lors de sa formation, l’oxygène singulet peut atteindre deux états distincts 
suivant la configuration de spin de ses électrons. On trouve donc, pour cette molécule, un premier état 
excité nommé 1Δg possédant une énergie de 95 kJ.mol-1 et un second état excité 1Σg

+ de 158 kJ.mol-1. Les 
molécules de dioxygène à ces deux états d’excitation ne diffèrent que par la structure de leurs orbitales 
π antiliantes (π*). A l’état excité 1Δg (Zwitterion), les deux électrons se trouvent sur la même orbitale π, 
alors que les électrons de l’état excité 1Σg

+ sont répartis sur les deux orbitales π mais avec des spins 
inversés. Les spins inversés des électrons de l’état excité 1Σg

+ sont ce qui différencie cet état de l’état 
fondamental 3Σg

-  [86, 122, 128] (Figure 39). 

 
Figure 39 : Diagramme des orbitales moléculaires du dioxygène, adapté de la référence [127]. 

La transition de l’état 1Δg à l’état 3Σg
- étant interdite, cette propriété confère un temps de vie 

relativement long aux espèces de l’oxygène singulet formées à l’état d’énergie 1Δg. Le second état excité 
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de l’oxygène (1Σg
+) possède, quant à lui, un temps de vie très court du fait de la transition de spin permise 

entre l’état 1Σg
+ et l’état 1Δg. Il y a donc, en solution, des temps de vie radiative très différents entre 

l’oxygène 1O2 à l’état 1Σg
+ (10-11 à 10-9 seconde) et celui à l’état 1Δg (10-6 à 10-3 seconde). L’état 1Δg possède 

un temps de demi-vie suffisamment long (de l’ordre de 1 µs dans l’eau) pour lui permettre de réagir 
chimiquement avec son environnement contrairement à l’oxygène singulet 1Σg

+ [86, 122]. La luminescence 
observée dans le cas de l’1O2 correspond donc à la transition 1Δg → 3Σg

- dont la longueur d’onde maximale 
d’émission se situe à 1268 nm dans l’hypochlorite de sodium acidifié avec de l’HCl [134] et dans le CCl4 

[86, 

122, 135] (Figure 40). 

 
Figure 40 : Courbes des énergies potentielles des électrons de l'oxygène en fonction de 

l'état énergétique de la molécule, adapté de la référence [86]. 

Une fois formé, l’1O2 peut être inhibé selon deux mécanismes : 

- Par quenching physique dans lequel les interactions mènent uniquement à la désactivation de 
l’oxygène singulet en oxygène à l’état triplet sans consommation de O2 ou formation de produit de 
réaction [122] (Equation 7). 

      
      
             

Equation 7 : Réaction de quenching physique de l'oxygène singulet, d’après la référence [122]. 

- Par quenching chimique dans lequel le quencher réagit avec l’1O2 pour donner un nouveau produit 
[86, 122] (Equation 8). 

      
      
       

Equation 8 : Réaction de quenching chimique de l'oxygène singulet, d’après la référence [122]. 

Cette réaction d’oxydation ou d’oxygénation se retrouve pour tous les photosensibilisateurs. L’attaque 
de ces entités hautement réactives se produit sur les doubles liaisons C=C d’alcènes riches en électrons 
(réaction de Diels-Alder, réactions sur les alcènes, 2+2 cyclo-additions) des PS [101, 136]. Ce phénomène est 
la conséquence de la destruction des molécules de photosensibilisateurs (Figure 41). Ce phénomène 
appelé photobleaching (ou photoblanchiment) est caractérisé par une perte du pouvoir sensibilisant des 
photosensibilisateurs après leur exposition prolongée à la lumière. Chaque molécule de 
photosensibilisateur peut produire de 103 à 105 molécules d’oxygène singulet avant d’être dégradée [130] 
par ce même 1O2. 



 

62 
 

 
Figure 41 : Mécanisme de Rotomskis de photo-oxydation de l’hématoporphyrine en présence d’

1
O2, adapté de la 

référence [101]. 

L’1O2 possède également des propriétés de chimioluminescence (CL) uniques qui permettent de le 
détecter lorsqu’il se désexcite. Il peut réagir de deux façons, soit suivant une réaction dimolaire qui émet 
de la lumière à une longueur d’onde de 634 nm et 703 nm soit suivant une réaction monomolaire dont 
l’émission se situe à 1270 nm et que l’on va pouvoir mesurer à l’aide d’un spectrofluorimètre infrarouge 
[32, 137, 138]. 

                    
   

Equation 9 : Réaction de désexcitation dimoléculaire de l'oxygène singulet, d’après la référence [32]. 

    
         

                      
Equation 10 : Réaction de désexcitation monomoléculaire de l'oxygène singulet, d’après la référence [32]. 

Bien qu’il ne soit pas une espèce radicalaire, l’1O2 possède un caractère électrophile ainsi qu’un faible 
potentiel redox qui le rend hautement réactif. Ceci lui permet d’engendrer des réactions d’oxydation 
avec les composés organiques (espèces riches en électrons), sans passer par la formation de radicaux 
libres durant ces réactions. L’hypothèse qui est retenue à l’heure actuelle est celle proposée en 1964 par 
Kautsky, Gollnick et Schenck selon laquelle il se forme une version moloxide (pont peroxyde instable) de 
l’1O2 par réaction avec les alkènes pour donner des hydropéroxydes allyliques dans lesquels la double 
liaison se décale [32, 133]. Cette haute réactivité de l’oxygène singulet vis-à-vis des molécules biologiques 
en fait un agent cytotoxique remarquable [86, 122] dont la durée de vie n’excède pas quelques centaines de 
nanosecondes (≈300 ns ) dans une cellule[96, 122, 139, 140]. Il va donc réagir rapidement avec les molécules 
organiques se trouvant dans son environnement proche (quelques dizaines de nanomètres depuis la 
source) [96, 141, 142]. Si le PS est a été internalisé dans une cellule avant son irradiation, celui-ci va engendrer 
une destruction des lysosomes et de la mitochondrie de la cellule par oxydation des lipides, des acides 
aminés et des acides nucléiques contenus dans l’ADN qui la constituent. Bien que les quatre bases soient 
susceptibles d’être endommagées, cela se produit préférentiellement avec la guanine [129]. Les acides 
aminés les plus oxydés par l’oxygène singulet, sans faire de distinction entre les réactions de 
désexcitation monomoléculaire et dimoléculaire de l’1O2, à pH physiologique sont : His, Tyr, Met, Cys, 
Phe et Trp [129, 138]. Dans le cas d’une production d’1O2 à l’extérieure de la cellule, l’1O2 va réagir avec les 
lipides qui constituent la paroi cellulaire et il va induire des altérations de la perméabilité de cette paroi, 
ce qui va entraîner la mort des cellules et la destruction des tissus ciblés par apoptose et nécrose (Figure 
42) sans endommager les tissus environnants non irradiés [117, 143]. La nécrose et l’apoptose sont les deux 
mécanismes majeurs de destruction cellulaire. Ils se caractérisent de façons distinctes aussi bien du point 
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de vue morphologique que du point de vue mécanistique [144]. L’induction de l’apoptose est une mort 
programmée de la cellule caractérisée par la fragmentation  de l’ADN en l’absence de rupture de la 
membrane cellulaire et la perte de la phosphatidylsérine membranaire sans dommage cellulaire (Figure 
42). Ce mécanisme de mort cellulaire est fréquemment associé au développement de cellules tumorales 
résistantes à la thérapie [144, 145]. La nécrose est, quant à elle, caractérisée par la désintégration de la 
membrane cellulaire et la fragmentation cellulaire (Figure 42). Elle peut donc jouer un rôle important 
dans l’augmentation de la réponse immunitaire contre les tumeurs [14, 144, 146-153]. 

 
Figure 42 : Schémas des étapes des mécanismes de la nécrose et de l'apoptose 

cellulaire, adapté des références [154, 155]. 

 

I. 3. b. Les propriétés photophysiques d’un bon photosensibilisateur 

Malgré le potentiel important de la PDT, celle-ci est utilisée principalement pour le traitement des 
tumeurs superficielles de faible épaisseur et celles accessibles à la lumière. Cette restriction applicative 
vient du fait que la pénétration de la lumière dans les tissus est dépendante de la longueur d’onde de 
celle-ci. En effet, les lumières bleue et verte ne peuvent pas pénétrer à plus de deux millimètres de 
profondeur sans que l’énergie transmise ne décroisse drastiquement annulant ainsi l’effet 
photodynamique. La lumière rouge est, quant à elle, caractérisée par une plus grande pénétration des 
tissus en profondeur de l’ordre du centimètre (Figure 43). Cependant, elle peut être stoppée par des 
sites de pigmentation comme c’est le cas pour certains mélanomes [143]. 
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Figure 43 : Profondeur de pénétration de la lumière suivant sa 

longueur d'onde, adapté de la référence [156]. 

La lumière visible située entre 400 nm et 700 nm est absorbée par les constituants des tissus vivants qui, 
en revanche, deviennent relativement transparents au-delà de 700 nm et jusqu’à 1000 nm [157]. Par 
conséquent, l’utilisation d’un rayonnement rouge et/ou NIR permet de s’affranchir en partie de la 
contrainte de pénétration du faisceau incident dans les tissus (Figure 44). De plus, elle offre une faible 
dispersion et une faible absorption de l’énergie incidente ce qui permet d’inhiber partiellement ou 
totalement l’autofluorescence émis par les tissus irradiés mais non ciblés [158]. Cependant, il paraît 
intéressant de noter qu’un PS commercial, le Levulan®, est utilisé en thérapie par association avec une 
excitation dans le bleu [159]. 

 
Figure 44 : Spectre d’absorption des composants majoritaires des tissus vivants en fonction de 
la longueur d'onde d'absorption et du composant considéré, adapté des références [126, 160]. 

Les chromophores organiques naturellement présents dans le corps pouvant donc être excités dans le 
spectre UV-visible avec des longueurs d’ondes spécifiques à chacun d’eux, il est nécessaire d’utiliser des 
sources d’excitation lumineuses adaptées à la fenêtre thérapeutique. Les longueurs d’ondes d’excitation 
appartenant à ce domaine de transparence des tissus vivants peuvent être obtenues avec des sources 
laser de type Gallium-Arsenic (GaAs) (Figure 45). 
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Figure 45 : Domaines d'absorption UV-visible de différentes molécules endogènes et les 

sources d'excitation correspondantes, adapté de la référence [125]. 

Le photosensibilisateur devant être excité dans le domaine des longueurs d’onde qui définissent la 
fenêtre thérapeutique (Figure 46), des modifications chimiques peuvent être effectuées à différents 
niveaux (chélation d’un métal, ajout de cycles, ajout de chaînes aliphatiques) permettant ainsi d’adapter 
le spectre d’absorption UV-visible des PS ( Figure 46) [161]. 

 
Figure 46 : Spectres d’absorption de différents photosensibilisateurs en comparaison de la 

transmittance des tissus vivants. Les bandes de Soret, QI, QII, QIII et QIV sont celles de la 
porphyrine. La courbe de transmittance a été obtenue avec un morceau de scrotum (7 mm 

d’épaisseur), adapté de la référence [86]. 

Deux paramètres, la puissance du laser et le temps d’irradiation, sont également à prendre en compte 
pour obtenir la quantité de lumière nécessaire au traitement. Cependant, l’utilisateur est limité par 
l’effet thermique local. Une puissance trop élevée entraîne une élévation de température non souhaitée 
qui engendre des variations de l’hémodynamique (ou dynamique du sang) et éventuellement, à plus long 
terme, le développement de phénomènes inflammatoires qui compliquent les suites opératoires [126]. 

Un bon photosensibilisateur doit donc posséder les propriétés suivantes : 
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- Un coefficient d’extinction molaire élevé dans la zone spectrale de l’excitation lumineuse  (Equation 
11) qui est directement lié au pouvoir photosensibilisant de la molécule. Plus il sera élevé, plus la 
dose efficace sera faible [86]. 

                  
  
   

 

Equation 11 : Loi de Beer-Lambert. 

A : absorbance ; C : concentration (mol.L
-1

) ; ε : coefficient d’extinction molaire (L.mol
-1

.cm
-1

) ; L : distance entre la 

source et la molécule à exciter ; Iλ/I0λ : transmittance à la longueur d’onde λ. 

- Un état triplet d’énergie appropriée (ET ≥ 95 kJ.mol-1) [32, 86] pour permettre un transfert d’énergie 
efficace vers l’état fondamental de l’oxygène, un rendement quantique de l’état triplet élevé (φT > 
0,4), un temps de vie à l’état triplet long (τT > 1 µs) (Figure 36) et une bonne photo-stabilité [86, 126]. 

D’un point de vue biologique, il doit [29]:  

- Posséder une balance hydrophile/hydrophobe compatible avec une injection intra-veineuse et 
une incorporation cellulaire, 

- Être non toxique en l’absence de lumière, 
- Présenter une accumulation préférentielle dans les tissus tumoraux par rapport aux tissus sains. 

Les tumeurs accumulent environ trois fois plus de Photofrin® que les tissus normaux 
correspondants [29]. Cette valeur est une moyenne et varie en fonction du tissu, de l’intervalle 
dose-lumière (IDL) et du type de photosensibilisateur. De ceci découle deux paramètres 
importants qui sont : l’intervalle de temps entre l’injection et l’illumination ainsi que la durée 
d’illumination. 

- Avoir une clairance rapide, ce qui correspond à un temps de demi-vie d’élimination faible. La 
clairance correspond à la capacité d’un tissu à éliminer une molécule en fonction du temps 
(Equation 12). On distingue deux types de produits : les produits à longue demi-vie (T1/2 > 24H) 
qui sont les plus anciens (Photofrin®, Foscan®) et les produits à courte demi-vie qui sont plus 
récents (Gliolan®, Metvix®, Visudyne®) et qui permettent une plus grande souplesse de 
traitement [126]. 

                
Equation 12 : Equation reliant la concentration en une molécule en fonction 

du temps et de sa constante d'élimination, d’après la référence [126].
 

Co : concentration à t = 0 ; clairance : capacité d’un tissu à éliminer une substance (mL.min
-1

) ; Vd : volume de 

distribution (mL) ; Ke : constante apparente d’élimination = clairance/Vd. 

 

I. 4. Les 4 générations de photosensibilisateurs 

I. 4. a. Première génération 

Comme nous l’avons décrit dans le paragraphe « II. 1. a. ii. », le Photofrin® (formes I et II) constitue la 
première génération de PS et il sera le seul à être utilisé cliniquement entre 1993 et 2000. Malgré les 
inconvénients qu’il présente (mélange d’oligomères, mauvaise clairance, spectre d’absorption non 
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optimum au-delà de 600 nm). Afin d’améliorer l’efficacité des photosensibilisateurs, une nouvelle classe 
de PS a été développée par les chimistes, constituées de molécules entièrement synthétiques, aux 
propriétés photophysiques adaptées au type de cancer ciblé et de clairance plus rapide. Ce sont les 
photosensibilisateurs de 2ème génération. 

I. 4. b. Deuxième génération 

I. 4. b. i. La structure chimique 

La classe de photosensibilisateurs la plus importante pour la PDT concerne celle des porphyrines et de 
leurs dérivés chlorines et bactériochlorines. L’architecture principale de base de ces composés 
porphynoïques utilisés comme PS ne montre que peu de différences structurelles entre chacune d’elle 
(Figure 47). 

 
Figure 47 : Structures chimiques des squelettes de quatre composés porphyriniques. 

Ce sont des systèmes aromatiques dont l’aromaticité est due à un système cyclique à 18 électrons 
obéissant à la règle de Hückel des  4n+2)     et possédant une énergie de stabilisation par résonance 
d’environ 1200 kJ.mol-1 [32]. Elles sont constituées d’un macrocycle à 20 atomes de carbone d’une largeur 
de 8,8 Å, avec un espace interne d’environ 4,2 Å entre deux atomes d’azote opposés (Figure 48). Les 
distances, en diagonales, séparant les atomes d’azote sont presques équivalentes. Elles ont été évaluées 
à  4,163 Å pour N1-N3 et 4,060 Å pour N2-N4. La longueur des liaisons N-H intérieures a été évaluée à 
1,028 Å (± 0,16 Å) et celle entre les deux atomes d’hydrogènes intérieurs a été évaluée à 2,107 Å. Du fait 
de la symétrie D2h des porphyrines base libre, les liaisons entre les atomes de carbones varient plus 
fortement et mesurent, quant à elles, entre 1,380 Å et 1,456 Å [162]. 

 
Figure 48 : Schéma indiquant la taille du cycle 

porphyrinique, adapté de la référence [32]. 

 
Plus généralement, les porphyrines et les molécules dérivées de porphyrines utilisées en PDT se 
différencient au niveau des substituants situés sur les positions pyrroliques périphériques du macrocycle 
ou encore sur leurs quatre carbones méthine (positions méso). 
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I. 4. b. ii. La nomenclature 

Afin de rendre la lecture du squelette des porphyrines plus facile, un système de nomenclature a été 
développé par Fischer dans les années 1930. Il distingue les carbones pyrroliques, dont les parties liées 
sont dites α-pyrroliques et les parties libres sont notées β-pyrroliques et notées de 1 à 8, et les carbones 
des positions méthines sont dits « méso » et notés α, β, δ, γ. En 1987, une nomenclature systématique 
du macrocycle (IUPAC) a été adoptée, les carbones des positions « méso » sont indexés 5, 10, 15 et 20, 
les azotes sont numérotés 21, 22, 23 et 24 [163] et les noyaux pyrroles sont nommés A, B, C, D (Figure 49). 

 
Figure 49 : Nomenclature du macrocycle avec la numérotation de Fischer (à gauche) et la numérotation 

IUPAC (à droite), d’après les références [163-165]. 

Les porphyrines base libre présentent plusieurs formes tautomères qui sont dues aux échanges des 
protons aux niveaux des liaisons N-H mais qui ne sont pas observables en RMN à température ambiante 
du fait de leur échange trop rapide. Ce phénomène a été mentionné pour la première fois, en 1961, par 
Becker et al. [166, 167]. De plus, la présence de groupements volumineux en position « méso », tels que les 
groupements phényles, créent des encombrements stériques [124] au niveau des hydrogènes situés aux 
positions β-pyrroliques. Ces interactions sont diminuées par l’intermédiaire d’une orientation la plus 
favorable possible de ces groupements. 

I. 4. b. iii. Les propriétés photophysiques des porphyrines 

 Propriétés spectrales d’absorption UV-visible 

La provenance des bandes d’abosorption UV-visible des porphyrines a été décrite dans les années 1960 
par Gouterman suivant son modèle des quatre orbitales moléculaires (« Gouterman four orbitals 
model ») [168]. Ce spectre d’absorption électronique est composé d’une bande typique très intense qui 
s’étend de 400 à 430 nm, appelée bande de Soret (ou bande B) [32], qui est d’autant plus fine que la 
porphyrine est pure et se trouve sous forme non agrégée. Cette bande est constituée de deux bandes Bx 
et By confondues [32]. Elle est suivie de quatre autres bandes réparties entre 480 et 700 nm appelées 
bandes Q (I, II, III, IV) d’intensités beaucoup plus faibles (dix à vingt fois plus faible que la bande 
principale). Les bandes Q des porphyrines libres sont constituées de quatre pics d’absorption qui sont 
typiquement des transitions Qx(0,0), Qx(0,1), Qy(0,0), Qy(0,1) opérant dans les porphyrines 
monomériques (symétrie D2h). Ces bandes situées entre 415 et 650 nm possèdent une intensité variable. 
La bande de Soret provient d’une forte transition électronique π → π* de l’état fondamental vers le 
second état excité (S0 → S2). Cette transition est permise selon la règle de Laporte, ce qui explique le 
coefficient d’absorption molaire élevé de cette bande d’absorption (ε ≈ 105 L.mol-1.cm-1). Les bandes Q, 
quant à elles, proviennent d’une transition électronique π → π* de faible probabilité vers le premier état 
excité (S0 → S1). Ces transitions électroniques sont possibles parce que les substitutions périphériques 
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n’interagissent pas significativement avec les électrons π des cycles internes des macrocycles 
porphynoïques qui sont responsables des transitions électroniques actives du domaine spectral UV-
visible des PS (transitions électroniques π → π*) [32]. D’un point de vue physique, cela s’explique par le 
fait que le nombre et l’intensité des bandes Q dépendent du dégré de symétrie du macrocycle de la 
porphyrine. 
Selon le modèle de Gouterman [32], une porphyrine base libre, neutre est comparable à un système à 18 
centres et 18 électrons, de symétrie D2h ce qui implique que les directions x et y sont différenciées. A 
chaque transition électronique entre les états S0 et S1 correspondent deux bandes d'absorption, il existe 
alors deux états électroniques distincts qui conduisent la formation de quatre bandes Q observables. En 
revanche, une porphyrine métallée ou diprotonnée correspond à un système à 16 centres et à 18 
électrons de symétrie D4h. Dans ce cas, les directions x et y sont équivalentes et les niveaux énergétiques 
sont dégénérés. Ce type de porphyrine possédant un degré de symétrie plus élevée (D4h), les quatres 
bandes présentent pour une porphyrine de symétrie D2h sont donc associées deux à deux. Ceci conduit à 
la modification du spectre d’absorption UV-visible qui ne comporte alors plus que deux bandes Q(0,0) et 
Q(0,1). 
Afin de classer les porphyrines en fonction de leur spectre d’absorption UV-visible, une nomenclature 
des bandes d’absorption UV-visible de ces composés a été établie en 1956 par Platt, les répartissant ainsi 
en plusieurs bandes d’absorption [32]. De plus, un classement empirique en 4 types a été établi afin de 
distinguer ces molécules en fonction du rapport d’intensité entre les différentes bandes Q. Les bandes Q 
sont sensibles à la nature des substituants du macrocycle et peuvent se présenter de quatre façons 
différentes: éthio, rhodo, oxorhodo et phyllo [165] (Figure 50). 
 

 
Figure 50 : Spectres d'absorption UV-visible caractéristiques des différents types de porphyrines, 

adapté de la référence [165]. 

Suite à la complexation d’une porphyrine avec un ion métallique, le nombre de bandes Q décroît du fait 
de l’augmentation de symétrie moléculaire de D2h à D4h. Le spectre d’absorption UV-visible comporte 
alors la bande B et uniquement deux bandes nommées α et β [32]. 

Les chlorines présentent une bande d’absorption QI, aux alentours de 650 nm, qui est environ 3 fois plus 
intense que celle des porphyrines. Les bactériochlorines, quant à elles, ont une bande QI 10 fois plus 
intense que celle des porphyrines et décalée vers 750 nm. L’absorption importante des chlorines à 650 
nm peut être intéressante pour la PDT [32] (Figure 51). 
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Figure 51 : Spectres d'absorption UV-visible d'une porphyrine (5-(4-carboxyphényl)-10,15,20-triphényl-21,23-

porphyrine et de ses formes bactériochlorine et chlorine dans l'EtOH. 

Plus généralement, les molécules de type porphyrine ont une large échelle d’absorption alliée à de fortes 
valeurs de coefficients d’absorption molaire (Figure 52). 

 

 
Figure 52 : Echelle des coefficients d'absorption maximum de différents photosensibilisateurs en fonction de leur longueur 

d'onde d'absorption UV-visible utile en PDT, adaptée de la référence [169]. 

 

I. 4. b. iv. Synthèse des porphyrines 

Les stratégies de synthèse mises en place ont majoritairement visé à contrôler la nature des substituants 
des positions β-pyrroliques et des positions « méso ». Nous ne nous intéresserons ici qu’aux porphyrines 
méso substituées. Cette synthèse peut se faire soit en une étape par oxydation directe des 
porphyrinogènes par l’oxygène de l’air soit en deux étapes par ajout d’un agent oxydant en conditions 
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inertes [170]. Il existe plusieurs méthodes de synthèse qui permettent d’obtenir les porphyrines et les 
principales sont recensées ci-dessous. 

 Synthèse par condensation du pyrrole et d’aldéhyde 

- Synthèse de Fischer 

Fischer et Gleim ont été les premiers à obtenir une porphyrine par synthèse chimique. Ils l’ont obtenu 
par condensation du pyrrole et d’un aldéhyde sous reflux d’acide méthanoïque. Les rendements obtenus 
sont de 0,2 à 20% [171]. 

- Synthèse de Rothemund 

La première synthèse de porphyrines substituées en position « méso » a été décrite par Rothemund en 
1935 [172]. Il a obtenu cette molécule en faisant réagir l’acétaldéhyde et le pyrrole dans le méthanol à 
différentes températures, dans de la verrerie scellée, pour éviter les pertes d’acétaldéhyde. Lors d’une 
autre synthèse, il a chauffé, à 90-95°C pendant 30 heures, une solution contenant ~ 0,44 M de pyrrole et 

~ 0,58 M de formaldéhyde dans le MeOH sous N2 (dans une verrerie scellée) et a obtenu un rendement 

faible de 0,9%. Il a ensuite recommencé l’opération en faisant réagir différents aldéhydes à 140-150°C 
pendant 24 heures, ce qui a permis d’obtenir des porphyrines portant différents substituants méso 
(méthyle, propyle, butyle, isobutyle, phényle, 3-méthoxy-4-hydroxyphényle, 2-hydroxyphényle, 3- 
hydroxyphényle, 4-méthoxyphényle) [34, 173, 174]. Les chlorines (10-20%) obtenues lors de la synthèse ont 
été ensuite réduites en la porphyrine correspondante par la DDQ (2,3-dichloro-5,6-dicyanoquinone) [173, 

175] (Figure 53). En 1941, il détailla la première synthèse de méso-tétraphénylporphyrine (TPP) par une 
réaction dans un milieu concentré à haute température en absence d’agents oxydants. Pour cela, il a 
chauffé 10 mL de pyrrole (3,6 M) et 20 mL de benzaldéhyde (4,9 mL) dans 20 mL de pyridine dans un 
tube scellé à 220 °C pendant 48 heures. Il a ensuite refroidi lentement le milieu réactionnel ce qui lui a 
donné la porphyrine désirée (cristaux bleus luisants en forme d’aiguilles) avec un rendement de 7,5 à 9% 
[34, 164, 176]. En 1946, Calvin et al. ont découvert que l’addition d’un sel métallique (ex : acétate de zinc) 
dans le mélange réactionnel de cette synthèse augmente le rendement de synthèse de la porphyrine 
base libre de 4-5% et diminue le taux de chlorine formée lors de la réaction. Cet ajout leur a également 
permis d’obtenir la méso-tétraphénylporphyrine métallée par du zinc avec un rendement proche de 
11%. Tous produits confondus, le rendement total en TPP (TPP + TPP(Zn)) de cette synthèse atteignait 
donc 20%, ce qui est deux fois plus élevé que les rendements précédents [164, 177]. 

 
Figure 53 : Réaction de la synthèse de la TPP effectuée par Rothemund, adaptée de la référence [164]. 
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- Synthèse de Adler et Longo 

En 1967, Adler et Longo ont synthétisé la TPP par condensation de pyrrole et de benzaldéhyde en milieu 
acide à reflux pendant 30 minutes dans un réacteur ouvert  [178]. Ils ont effectué cette synthèse en 
utilisant différents acides (acide acétique avec ou sans sel métallique, acide chloroacétique, acide 
trifluoroacétique, acide propionique). L’intermédiaire réactionnel a été ensuite oxydé par l’O2, ce qui a 
permis d’obtenir la conjugaison entière du macrocycle par la perte des atomes d’hydrogène situés en 
positions méso. Cependant, cette méthode produit en moyenne 2 à 10% de chlorine qui doit ensuite être 
convertie en la porphyrine correspondante par oxydation avec de la DDQ dans du toluène à reflux [175] 
(Figure 54). Cette synthèse permit d’obtenir la TPP avec un rendement de 20%, avec une plus faible 
quantité de chlorine formée, et dans des conditions de réaction plus douces par rapport à celles de 
Rothemund permettant ainsi l’utilisation d’une grande variété de substituants pour les positions méso 
[164]. En utilisant l’acide éthanoïque à la place de l’acide propionique, ils ont obtenu un rendement de 
synthèse de l’ordre de 40% [173, 174]. 

 
Figure 54 : Schéma de synthèse d’une tétraarylporphyrine suivant la méthode de Alder, adapté de la référence [175]. 

Par la suite, Rocha Gonsalves et al. ont mis au point un procédé de synthèse en deux étapes qui 
consistait à condenser du pyrrole et des aldéhydes aliphatiques dans le CCl4 en présence de TFA à 60°C. 
L’oxydation de l’intermédiaire porphyrinogène se faisait par ajout de DDQ ou de p-chloranil. Ils ont 
également démontré qu’il est possible de préparer la méso-tétraarylporphyrine sans formation de 
chlorine par un procédé à une seule étape. Pour cela, ils ont fait réagir du pyrrole et des aldéhydes dans 
un mélange d’acide (acide acétique ou propionique) avec 30% de nitrobenzène, à 120°C sous air. Ce 
procédé leur a permis d’obtenir de la porphyrine exempte de chlorine [175]. 
 

- Synthèse des « aldéhydes mixtes » (ou synthèse de Little) 

En 1975, Little a utilisé la méthode dite des « aldéhydes mixtes » pour synthétiser une série de méso-
tétraarylporphyrines non symétriques [179]. Elle consiste à faire réagir du pyrrole avec un mélange 
d’aldéhydes en quantités stœchiométriques dans de l’acide propionique à reflux pendant 30 minutes 
(Figure 55). Il a également utilisé l’acide et l’anhydride acétique afin de produire des porphyrines à partir 
de 27 mélanges différents d’aldéhydes [34]. 



 

73 
 

 
Figure 55 : Synthèse d'une porphyrine méso-tétrasubstituée par la méthode des « aldéhydes mixtes » catalysée à l'acide 

propionique, d’après la référence [179]. 

Cette méthode présente l’inconvénient de ne pas permettre le contrôle de la distribution des 
substituants ce qui donne un brut réactionnel constitué d’un mélange d’isomères de positions. A partir 
d’un mélange d’aldéhydes portant les fonctions A et B, on obtient les six porphyrines suivantes : A4, B4 
dites porphyrines parentes et les porphyrines hybrides : A3B, AB3, cis-A2B2 et trans-A2B2 avec des 
distributions statistiques suivant le ratio d’aléhydes utilisés [34] (Figure 56). 

La production d’une porphyrine de type (A3B) se limite généralement à 5% de rendement environ pour 
un total de 20% [34, 175, 179, 180]. Des proportions plus élevées en A favorise la formation de porphyrine A4 et 
diminue la formation de A3B [34]. 

 
Figure 56 : Réaction de synthèse d'une porphyrine par la méthode des "aldéhydes mixtes", adapté de la référence [34]. 

 
- Synthèse de Lindsey 

En 1986, à partir de la synthèse de Rothemund [181], Lindsey a mis au point un protocole qui consiste à 
remplacer l’acide propionique par un acide de Lewis (BF3.OEt2 ou BCl3) en quantité catalytique [175]. Cette 
réaction s’effectue dans le dichlorométhane anhydre (CH2Cl2) à reflux en présence d’un capteur d’eau ou 
« water scavenger » (TEOA pour triethyl orthoacetate  dans le cas de l’utilisation du BF3.OEt2) sous N2 
[174]. Dans ce procédé en deux étapes, la phase d’oxydation de l’intermédiaire porphyrinogène est 
assurée par une quinone : la DDQ ou le p-chloranil [174]. Cette synthèse permet l’obtention de la TPP avec 
un rendement de 46% (Figure 57). Cette méthode est réalisée dans des conditions douces, ce qui permet 
l’utilisation d’une plus grande variété d’aldéhydes, même peu stables. Cependant, cette méthode est 
très dépendante des conditions opératoires (type de solvant, type catalyseur de condensation et 
d’oxydation, structure chimique des substrats, anaérobie) de plus, le rendement optimum n’est atteint 
que pour des solutions très diluées (C < 10-2 M). Cette méthode est également utilisée pour la synthèse 
de porphyrines asymétriques, avec les réactifs introduits en quantités stœchiométriques et elle permet 
d’obtenir des rendements supérieurs à ceux obtenus avec les méthodes précédentes. Notre équipe 
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utilise ce protocole dans la synthèse d’une porphyrine asymétrique (la P1-COOH) dont le protocole exact 
sera détaillé dans la partie expérimentale. Dans cette synthèse, nous utilisons comme acide de Lewis le 
trifluoroborate éthérate (BF3.OEt2) 

[182] et comme agent réducteur une autre quinone : le p-chloranil 
(2,3,5,6-tétrachlorobenzoquinone) [173]. D’autres types de catalyseurs comme le In(OTf)3 (triflate 
d’indium) sont utilisables et ils permettent d’avoir des conditions de synthèses encore plus douces [167]. 

Figure 57 : Synthèse d'une porphyrine tétra-méso-substituée suivant la méthode de Lindsey, d’après la référence [34]. 

Cette méthode a ensuite été utilisée pour la condensation de pyrrole avec différents aldéhydes ainsi que 
des mélanges d’aldéhydes. Elle a également servi à l’élaboration d’un procédé de synthèse de 
porphyrine sur phase solide [175]. 
 

- Synthèse sur phase solide 

Afin d’augmenter la sélectivité dans les substitutions méso et pour faciliter la purification du produit de 
désiré, un protocole de synthèse de porphyrine asymétrique sur phase solide a été proposé en 1978 par 
Leznoff et Svirskaya [183]. Ils ont utilisé un copolymère de polystyrène-divinylbenzène greffé avec des 
groupements chlorure de benzoyle traité avec de l’hydroxybenzaldéhyde pour avoir un polymère portant 
les fonctions benzoylbenzaldéhyde. Cette résine a ensuite été traitée avec du p-toluènealdéhyde et du 
pyrrole dans l’acide propionique chaud pendant 1 heure. Le produit obtenu a ensuite été traité avec du 
K2CO3 dans le MeOH pendant 24 heures ce qui a permis d’obtenir la 5-(4-hydroxyphényl)-10,15,20-
tritolylporphyrine (Figure 58). Cette méthode est plus économique et plus rapide que la synthèse aux 
aldéhydes mixtes cependant, les porphyrines monosusbstituées sont obtenues avec un rendement de 
seulement 2 à 4,5% (4,5% dans le cas de la 5-(4-hydroxyphenyl)-10,15,20-tritolylporphyrine) [183]. 
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Figure 58 : Synthèse sur phase solide d’une porphyrine monohydroxysubstituée, adaptée des références [34, 183]. 

 

 Synthèse à partir de pyrroles-carbinol 

Parallèlement, Lindsey a développé une méthode de synthèse à partir de pyrroles-carbinol. Elle consiste 
classiquement à traiter une molécule de pyrrole avec une cétone afin d’obtenir une cétopyrrole qui sera 
ensuite convertie en pyrrole-carbinol désiré (Figure 59). Cette molécule est ensuite mise à réagir à chaud 
avec un acide en présence d’air pour former la porphyrine méso-substituée correspondante (Figure 59). 
Cette méthode a permis d’obtenir la TPP avec un rendement de synthèse de 41% dans l’acide 
propionique [34]. 

 
Figure 59 : Synthèse d'une porphyrine à partir d’une méthode de synthèse de pyrrole-carbinol, 

adapté de la référence [34]. 

Cependant, en pratique, il existe de nombreuses réactions secondaires pouvant interférer avec la 
formation du macrocycle comme la polymérisation du pyrrole, la formation d’enchaînements chaotiques 
de motifs pyrrole et aldéhyde, la formation de chaînes non cyclisées qui diminuent le rendement de 
synthèse et qui compliquent des phases de purification chromatographiques du produit désiré obtenu. 
D’autres méthodes ont donc été développées pour remédier à ces problèmes. 
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 Synthèse « 2+2 » (couplage direct d’intermédiaires dipyrrole) 

Cette méthode consiste à synthétiser le macrocycle à partir d’un intermédaire (dipyrrométhane ou 
dipyrrométhènes). Les intermédiaires sont synthétisés à partir de monopyrrole puis ils sont assemblés 
pour former le macrocycle porphyrinoïque (Figure 60). Cette réaction permet d’atteindre des 
rendements de synthèse élevés (de l’ordre de 50 à 60 %) et elle est la plus indiquée pour la formation de 
porphyrines portant des groupes fonctionnels en position α. 

 
Figure 60 : Réaction de synthèse d'un dipyrrométhane, adapté de la référence [173]. 

 

Plusieurs types de catalyses peuvent être utilisés (Tableau 3). 

Tableau 3 : Quelques autres types de catalyses utilisées pour la synthèse de porphyrines. 

Type de catalyse (réactifs) Références 

SnCl2, 2H2O [184] 

HCl, H2O [185] 

TFA, InCl3 [186] 

Iode [187, 188] 

BF3OEt2 [189] 

TFA [190, 191] 

- La synthèse à partir des  dipyrrométhanes (synthèse de Woodward et MacDonald) 

Elle a été développée indépendamment par Woodward et MacDonald, au début des années 1960, qui 
furent les premiers à synthétiser des porphyrines à partir de deux entités dipyrrométhanes [192-194]. Ces 
dipyrrométhanes sont le produit de la réaction de condensation entre deux unités pyrrole et un 
aldéhyde, sous catalyse acide, ce qui permet de créer une multitude de synthons possédant des 
fonctions différentes suivant les réactifs utilisés [195] (Figure 61). Lors de cette réaction, il se forme un 
intermédiaire porphyrinogène qui est ensuite oxydé à l’air pour donner la porphyrine correspondante. 
Cette méthode, dite « 2+2 », permet donc d’obtenir facilement des porphyrines asymétriques. Elle 
permet également de synthétiser des porphyrines comportant autant de groupements fonctionnels 
différents qu’il est possible de mettre sur le macrocycle. Cette méthode a été très utilisée pour la 
synthèse de porphyrines asymétriques possédant des substituants β [173]. MacDonald et al. ont montré 
que la condensation de 5,5’-diformyldipyrrométhanes avec des dipyrrométhanes 5,5’ non substitués, 
permettait d’obtenir une porphyrine unique avec un rendement de synthèse de 50 à 60%. De plus, les 
purifications effectuées à chaque étape de synthèse simplifient la purification finale de la porphyrine 
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obtenue [173]. Cependant, cette méthode n’est utilisable que pour synthétiser des dipyrrométhanes 
symétrique [171]. 

 
Figure 61 : Schéma de synthèse de Woodward et MacDonald, adapté de la référence [171]. 

 

Une variante de cette méthode a été développée par Ogoshi et al., qui mentionnent l’utilisation de 
dipyrrométhanes et de phényle portant une fonction aldéhyde. Lawrence et al. ont rapporté la synthèse 
d’une porphyrine par condensation de dipyrrométhanes et de benzaldéhyde dans le dichlorométhane à 
température ambiante en présence d’une catalyse acide (TFA). Lors de cette réaction, le porphyrinogène 
est oxydé avec du p-chloranil [173] (Figure 62). 

 
Figure 62 : Schéma de la synthèse de Ogoshi, adapté de la référence [173]. 

Une autre stratégie, enfin, consiste à constituer un noyau tétrapyrrolique et d’y insérer les groupements 
désirés aux positions « méso ». La réactivité des positions « méso » du macrocycle permet en effet 
l’halogénation de ces positions qui peuvent servir de support à des réactions de type Suzuki [196] (Figure 
63). 
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Figure 63 : Schéma de la synthèse d'une porphyrine méso-substituée par l'intermédiaire de la réaction de Suzuki, 

adapté de la référence [196]. 

Enfin, une dernière méthode consiste à former des dipyrrométhènes à partir des dipyrrométhanes 
préalablement synthétisés [173, 197]. Les dipyrrométhènes sont formés par l’oxydation du dipyrrométhane 
en milieu acide. La présence de la charge électronique modifie considérablement les propriétés de 
stabilité et de réactivité des dipyrrométhènes par rapport aux dipyrrométhanes (Figure 64). Cette 
réaction de couplage nécessite de fondre une des quatre paires d’intermédiaire dipyrrométhène dans 
l’acide succinique (Tfus = 184°C) pendant plusieurs heures à l’air libre. Cette réaction permet de préparer 
uniquement des porphyrines totalement symétriques De plus, les rendements de synthèse sont 
généralement faibles du fait des conditions sévères de réaction qui dégradent les substituants en 
position β. D’autres études ont montré que cette réaction à reflux dans l’acide méthanoïque anhydre 
avec un équivalent de brome permet d’obtenir des rendements de synthèse allant de 20 à 40% [173] 
(Figure 65). 

 
Figure 64 : Formation d'un dipyrrométhène à partir d'un dipyrrométhane, d’après la référence [173]. 

 



 

79 
 

 
Figure 65 : Structures chimiques des dipyrrométhènes couramment utilisés pour la 

synthèse de macrocycles, adapté de la référence [173]. 

Ces molécules peuvent également être obtenues à l’aide d’un agent oxydant [197] (Figure 66). 

 
Figure 66 : Synthèse d’un dipyrrométhène par l’oxydation du dipyrrométhane correspondant, d’après la référence [197]. 

 Synthèse « 3+1 » 

La troisième méthode nommée synthèse « 3+1 » consiste à faire réagir un tripyranne dont les carbones 
en positions 1 et 14 sont non substituées avec un pyrrole portant deux fonctions alcool (par exemple 
(1H-pyrrole-2,5-diyl)diméthanol ou 2,5-bis-hydroxyméthylpyrrole) (Figure 67). Elle permet de synthétiser 
des porphyrines β-substituées mono-fonctionnalisées ou di-fonctionnalisées sur le même pyrrole avec 
des rendements voisins de 35% 

[34, 167, 177, 198]. 

 
Figure 67 : Schéma de la synthèse d'une porphyrine par la méthode "3+1", d’après la référence [167]. 
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 Méthode des bilanes 

Le mécanisme de synthèse de cette réaction fait intervenir un intermédiaire porphyrinogène qui est 
obtenu par la condensation, catalysée par un acide, de plusieurs motifs pyrroliques avec un aldéhyde 
pour former, in situ, un tétrapyrrole linéaire (ou bilane) (Figure 68). Cette chaîne est ensuite cyclisée, le 
plus souvent, avec un catalyseur métallique (comme le Cu(OAc)2) à reflux dans un solvant organique 
(typiquement le CH3OH). Le produit est ensuite traité avec un acide fort (tel que H2SO4) pour éliminer 
l’ion (Cu2+) chélaté dans le macrocycle [173]. Cette méthode de synthèse donne des rendements de 20 à 
30% [173]. 

 
Figure 68 : Schéma de la réaction de synthèse d'une porphyrine à partir de bilanes, adapté de la référence [173]. 

 

 Synthèse micro-onde 

Le procédé de synthèse assisté par microondes est une méthode qui a prouvé sa validité pour la 
synthèse de différents types de composés (Figure 69, Figure 70). L’étape d’irradiation à remplacer celle 
du chauffage utilisé dans la méthode classique de Rothemund. Cette technique montre des avantages 
significatifs d’un point de vue écologique ainsi que de rapidité et de sélectivité des produits obtenus. 
Suite à la première synthèse réussie de la méso-5,10,15,20 tétraphénylporphyrine, une large gamme de 
composés a été obtenue dont les métalloporphyrines [175, 199]. 

 
Figure 69 : Réaction de l'étape de synthèse d’une bactériochlorine, d’après la référence [199]. 
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Figure 70 : Réaction de l'étape de synthèse d'une chlorine d’après la référence [199]. 

 

I. 4. c. Les photosensibilisateurs de deuxième génération utilisés en 

clinique ou en recherche clinique 

Peu de photosensibilisateurs sont utilisés en traitement clinique. Les principales molécules sont citées ci-
après. 

- Le Foscan® ou Temoporfin, un composé de m-THPC (Figure 71), a reçu une AMM européenne 
en 2001 est actuellement utilisé dans le traitement palliatif des carcinomes épidermoïdes avancés de la 
tête et du cou, le cancer de la prostate ainsi que les mélanomes avancés, le traitement des lésions de 
l’œsophage et des bronches liées à cette maladie, après l’échec des traitements antérieurs et chez les 
patients qui ne peuvent pas être traités par radiothérapie, chirurgie ou chimiothérapie systémique 
(Figure 72) [200, 201]. 

 
Figure 71 : Structure chimique de la m-THPC. 

 
Figure 72 : Spectre d'absorption UV-visible de la m-THPC 

dans la DMF. 

- Le Gliolan® ou Levulan® (5 ALA ou Acide 5-aminolévulinique) (Figure 73) est utilisé dans le 
traitement du gliome malin, des tumeurs de l’œsophage par prise des molécules par voie orale et les 
dysplasies de l’épithélium qui a reçu son AMM en France en 2000 et en Allemagne en 2007 [200]. Cet acide 
aminé naturel est en fait un précurseur de la PpIX (Figure 74) qui est obtenue suite à la conversion de 
l’ALA par réaction enzymatique qui elle-même entre dans le cycle de formation de l’hème [202] (Figure 
76). L’administation par voie générale de ce pro-médicament ne présente pas de capacité de sélectivité 
mais, son administration locale permet d’obtenir un traitement sélectif sans qu’il y ait de 
photosensibilité à la lumière des zones non traitées. Cependant, la PpIX est une molécule dont le 
coefficient d’absorption molaire dans le rouge est faible (Figure 75) de plus, malgré l’utilisation 
d’anésthésiques locaux, la PDT à partir du ALA peut être une opération douloureuse [203]. 
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Figure 73 : Structure chimique de l’ALA et de ses dérivés (R = H : ALA, R = CH3 

: méthyl-ALA, R = C6H11 : héxyl-ALA). 

 
Figure 74 : Structure chimique de la PpIX. 

 
Figure 75 : Spectre d’absorption UV-visible de la PpIX dans le DMSO, adapté 

de la référence [204]. 

 

 
Figure 76 : Schéma de synthèse biologique de la protoporphyrine IX, adapté de la référence [202]. 

La forme méthylée de l’ALA (Me-ALA), qui se présente sous forme d’une crème à appliquer localement, 
connue sous le nom commercial de Metvix® en Europe et de Metvixia® aux USA, a été approuvée par la 
FDA pour le traitement à l’aide d’une source de lumière rouge des carcinomes baso-cellulaires 
superficiels, des kératoses actiniques planes ou hyperkératosiques du visage et du cuir chevelu. Ce 
médicament a également été approuvé et a reçu son approbation par une AMM Européenne en 2006 
pour le traitement des carcinomes des cellules basales superficielles [200]. Notons que les deux formes de 
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l’ALA présentées ci-dessus ont également prouvé leur efficacité clinique dans le traitement photo-induit 
de l’acné vulgaire inflammatoire. 

- La Verteporfin (Figure 77) est une molécule qui a reçu son AMM européenne en 2000 et qui est 
commercialisée, encapsulée dans des liposomes, sous le nom de Visudyne [200]. C’est un dérivé de la 
benzoporphyrine qui possède un ε élevé à 680 nm (Figure 78) et qui se présente sous forme d’une 
poudre cliniquement active lorsqu’elle est administrée en solution par perfusion mais qui peut 
également être utilisé encapsulé dans des liposomes. La majorité des réponses cliniques induisent par la 
Verteporfin est basée sur la destruction vasculaire. De plus, cette molécule est rapidement accumulée et 
éliminée par l’organisme ce qui minimise la photosensibilité de la peau. Elle a ainsi été utilisée avec 
succès pour le traitement de la néovascularisation choroïdale liée à la choriorétinopathie séreuse, la 
DMLA (Dégénérescence Maculaire Liée à l’Age) [205]. 

 

 
Figure 77 : Structure chimique de la Verteporfin. 

 
Figure 78 : Spectre d'absorption UV-visible de la Verteporfin 

dans l’eau, adapté de la référence [205]. 

Il existe d’autres molécules en cours de développement clinique et qui sont répertoriées dans le Tableau 
4. 

Tableau 4: Photosensibilisateurs approuvés au niveau clinique, tiré de la référence [156]. 

Nom 
commercial 

Photosensibilisateur Structure 

Longueur 
d’onde 

maximale 
d’excitati
on (nm) 

Niveau 
d’approbation 

Essais cliniques 

Cancers 
concernés Pays Stade 

Photofrin®, 
HpD 

Porfimère disodique Porphyrine 630 Mondial - 
Utilisation 

clinique 

Poumon, 
oesophage, 

canal 
biliaire, 
vessie, 

cerveau, 
ovaire 

Levulan® ALA 
Précurseur de 

porphyrine 
635 Mondial - 

Utilisation 
clinique 

Peau, 
vessie, 

cerveau, 
oesophage 

- Esters d’ALA 
Précurseur de 

porphyrine 
635 Européen - 

Utilisation 
clinique 

Peau, vessie 

Foscan® Témoporfine (m- Chlorine 652 Européen Etats Unis III Tête et cou, 
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THPC) poumon, 
cerveau, 

peau, canal 
biliaire 

Visudyne® 
Verteporfin 

(encapsulée dans des 
liposomes) 

Chlorine 690 

Mondial 
(Dégénérescenc
e maculaire liée 

à l’âge) 

Grande 
Bretagne 

- 

Ophtalmolo
gie, 

pancréas, 
peau 

- HPPH Chlorine 665 - Etats Unis - 
Tête et cou, 
oesophage, 

poumon 

Purlytin SnEt2 Chlorine 660 - Etats Unis - Peau, sein 

LS11, 
MACE, 
NPe6 

Talaporfine Chlorine 660 - Etats Unis - 
Foie, colon, 

cerveau 

Fotolon Ce6-PVP 

Chlorine 660 - 
Biélorussie, 

Russie 
- 

Rhinophary
nx, 

sarcome, 
cerveau 

Radachlorin
, 

Photoditha
zine 

dérivés de Ce6 

Pc4 Phtalocyanine silicée Phtalocyanine 675 - Etats Unis - 
Lymphome 

cutané à 
cellules T 

TOOKAD Padoporfine 
Bactériochlori

nes 
762 - Etats Unis - Prostate 

Lutex Motéxafine lutécium Téxaphyrine 732 - Etats Unis - Sein 

 

Les PS de 2ème génération montrent une affinité pour la tumeur relativement meilleure par rapport aux  
tissus sains du fait de plusieurs paramètres que sont un fort métabolisme des cellules cancéreuses, un 
drainage lymphatique insuffisant, une différence de pH entre tissus sains et tissus tumoraux. Afin de 
favoriser la sélectivité des PS pour les tissus cancéreux, une nouvelle classe de molécules a vu le jour, qui 
consiste en des PS vectorisés ou adressés. Ces molécules représentent les PS de troisième génération. 

I. 4. d. Photosensibilisateurs de troisième génération 

Les PS de troisième génération diffèrent de la seconde génération par l’utilisation d’une molécule 
vectrice ou d’un module d’adressage permettant de délivrer le PS de manière localisée. Cette 
vectorisation peut s’effectuer par l’intermédiaire de modules d’adressage de natures multiples. On 
distingue, dans le ciblage actif, deux catégories qui ont été mentionnées précédemment : le ciblage actif 
direct (qui vise les cellules constitutives de la tumeur) et le ciblage actif indirect (qui vise les néo-
vaisseaux tumoraux). La faible solubilité de la majorité des photosensibilisateurs en solutions aqueuse, et 
plus particulièrement au pH physiologique, empêche leur injection directe dans le système circulatoire 
sanguin. Pour augmenter le ciblage et la phototoxicité par la concentration des PS dans les tissus 
tumoraux, des systèmes permettant le transport des PS jusqu’aux tissus à traiter ont été développées.  

I. 4. e. Intérêt de l’adressage/vectorisation 

Les stratégies de ciblage peuvent être séparées en deux grandes familles : 
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 Le ciblage actif 

Du fait de la surexpression des biomarqueurs dans certaines maladies comme le cancer, les PS peuvent 
être accumulés sélectivement dans la zone ciblée plutôt que dans les autres tissus grâce à l’utilisation 
des molécules d’adressage [206]. Ceci est obtenu par la conjugaison de molécules pour la reconnaissance 
biologique aux nanoparticules. Ces molécules doivent posséder une grande affinité par rapport à des 
molécules uniques de signature (antigènes ou récepteurs) se trouvant à la surface des cellules à cibler. 
Les ligands dont le potentiel est utilisé pour le ciblage des récepteurs cellulaires incluent l’acide folique, 
les peptides, les anticorps et l’acide hyaluronique par exemple [207]. 

- Ciblage actif direct (ciblage de la cellule cancéreuse) 

Il repose sur une internalisation du photosensibilisateur au niveau des cellules tumorales. La 
surexpression de récepteurs à la surface des cellules tumorales permet d’obtenir une bonne affinité du 
PS par reconnaissance de la molécule d’adressage qui lui est liée. Ainsi, il existe différentes molécules 
utilisées à cet effet comme par exemple certains sucres [208, 209] et l’acide folique reconnus [210, 211] par des 
récepteurs surexprimés par certaines lignées tumorales (ovaire, utérus) [212] ou encore des peptides. 

 Les récepteurs à œstrogène 

Les récepteurs à œstrogène (ER : nuclear receptor for œstrogen) représentent une cible potentielle pour 
la PDT puisque ceux-ci sont surexprimés dans les cancers du cerveau, des ovaires et du sein [213, 214]. 
Swamy et al. ont montré qu’une porphyrine, la P1-COOH, couplée à un motif œstradiol (un dérivé C(11)-
bêta de l’œstradiol) par l’intermédiaire d’un bras espaceur (Figure 79) présente une meilleure 
internalisation dans des cellules surexprimant les récepteurs à œstrogène MCF-7 par rapport aux cellules 
ne les exprimant pas (ex : MDA-MB-231). Cette augmentation d’internalisation n’a pas pour autant induit 
une activité photodynamique efficace du PS [215]. Une autre étude plus récente de ciblage des récepteurs 
nucléaires à l’œstradiol fait intervenir le phéophorbide a couplé à un motif œstrogénique [216]. El Akra et 
al. ont notamment prouvé, par microscopie confocale sur la lignée cellulaire MCF-7, que le phéophorbide 
a conjugué à l’œstradiol se localise préférentiellement dans le noyau cellulaire. De plus, ils ont constaté 
que celui-ci possède une efficacité photodynamique 7 fois supérieure à celle observée pour le PS seul [211, 

216]. 

 
Figure 79 : Structure chimique d'un composé porphyrine-œstradiol, d’après la référence [215]. 

 

 Le récepteur de l’acide folique  

Le récepteur à l’acide folique ou FBP (Folate Binding Protein) est un récepteur surexprimé dans plusieurs 
types de cancers notamment ceux de l’ovaire, du rein, des cellules myéloïdes, du poumon et du cerveau 
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et localisé sur la membrane apicale des cellules de l’épithélium. Il est connu que ce répepteur possède 
une forte affinité pour son ligand et que sa densité augmente avec l’avancement du stade cancéreux [210]. 
L’étude de ce récepteur a apporté des résultats très intéressants, qui ont notamment fait l’objet de 
plusieurs publications lors de la thèse de Julien Gravier (2004-2008) [211]. Une chlorine (TPC-COOH) 
couplée à l’acide folique (vitamine B9 hydrosoluble) via deux bras espaceurs (1,6 diaminohexane et 2,2’-
(éthylènedioxy-di-(éthylamine), a été développée et l’étude biologique de ces molécules a été réalisée 
sur des cellules KB surexprimant les récepteurs à l’acide folique [210] (Figure 80). Le PS pouvant être fixé à 
l’acide folique soit par le groupement carboxylique α, soit par le groupement γ de ce dernier, il a été 
prouvé que la liaison par la position γ offre une plus forte affinité pour les FBP que son homologue greffé 
sur la position α. L’incubation de cellules KB au contact des deux assemblages « PS-bras espaceur-acide 
folique » a montré que le PS couplé était sept fois plus internalisé que le PS seul, après 24 h. Deux 
assemblages ont également montré un meilleur effet PDT comparé au PS seul, avec un effet 
photocytotoxique de l’assemblage contenant le bras espaceur 2,2’-(éthylènedioxy-di-(éthylamine) 3,4 
fois supérieur à celui obtenu pour l’assemblage contenant le 1,6 diaminohexane [210]. Il a aussi été 
montré par un test de compétitivité entre l’acide folique seul, l’acide folique conjugué au PS et le PS seul 
que la présence du ligand diminue l’internalisation du PS conjugué mais que cela n’affecte pas l’entré du 
PS seul dans les cellules prouvant ainsi que le mécanisme d’incorporation du conjugué s’effectue 
effectivement par l’intermédiaire du récepteur FBP [210, 211]. Il a également été démontré par 
spectrofluorimétrie, par fibre optique chez la souris xénogreffée, que l’accumulation du PS adressé dans 
les tumeurs exprimant les récepteurs à l’acide folique, 4 h après injection, était deux fois supérieure à 
celle de la chlorine seule et que la sélectivité est améliorée d’un facteur 5 pour le tissu tumoral par 
rapport au tissu sain. Cette étude a notamment été poursuivie en étudiant la vectorisation de quantum 
dots par l’acide folique pour une application en PDT avec les travaux de thèse de Vincent Morosini 
(2006-2010) [217]. 

 
Figure 80 : Structure chimique des conjugués «m-THPC-like» - acide folique synthétisés par Julien Gravier. 

 Les lectines 

Il a été prouvé que certaines cellules cancéreuses surexpriment des récepteurs aux sucres à leur surface, 
les lectines, qui sont des glycoprotéines. Une autre voie de ciblage actif consiste à utiliser des 
photosensibilisateurs glycoconjugués obtenus par couplage d’un photosensibilisateur avec un sucre. 
Notre équipe de recherche a publié des études sur ce type de ciblage, notamment lors de la thèse de 
Benoît Di Stasio (2003-2007) [218] qui a montré une incorporation préférentielle d’une molécule 
composée d’une porphyrine et de dérivés glucosamine dans les cellules HT29 surexprimant ces 
récepteurs par rapport à la porphyrine seule [208, 209] (Figure 81). 
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Figure 81 : Structure chimique d'une porphyrine couplée à des sucres, adapté de la référence [209]. 

D’autres équipes travaillent à l’amélioration de cette voie de ciblage en utilisant différents types de 
sucres (mannose, galactose) [219-224]. Des tétraphénylporphyrines (mono- et di-glucosylée), ainsi qu’une 
tétraphénylchlorine mono-glycosylée ont été testées sur des cellules HT29 (carcinome humain). Ces PS 
ont montré une activité photodynamique sensiblement supérieure à celle de la tétraphénylporphyrine 
seule. Maillard et al. ont synthétisés des porphyrines portant des sucres acétylés (acétyl-β-D-glucose, 
acétylmaltose) [225, 226] déprotégés avant leur utilisation (Figure 82). Les PS ainsi obtenus présentent les 
avantages d’être hydrophiles, non-ionisables et non agrégés du fait de l’encombrement stérique dû aux 
sucres [225, 227]. Le α-D-mannopyranose a été couplés avec succès à des nanoparticules mésoporeuses, 
dans l’équipe de Jean-Olivier Durand [228-230]. 

 
Figure 82 : Schéma de synthèse d'une tétraphénylporphyrine glycosylée, adapté de la référence [225]. 

Cette méthode de synthèse a ensuite a été généralisée à l’étude photophysique et biologique de 
plusieurs dérivés glycosylés de la m-THPC [231-233] et de la m-THPP [231]. Les études menée sur les dérivés 
tri-glycosylés ont montré qu’ils présentent une plus grande activité photodynamique que leurs composés 
parents et que les conjugués tétra-glycosylés possèdent la meilleure internalisation dans les cellules de 
carcinome humain HT29 [226, 231]. Cet effet est attribué en partie à un mécanisme d’endocytose médié par 
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des récepteurs avec une localisation préférentielle dans les mitochondries [231]. De plus, l’activité 
photodynamique est quatre fois supérieure à celle de la m-THPC seule. 

 L’utilisation des métabolites cellulaires 

Au lieu de cibler les récepteurs surexprimés à la surface des cellules cancéreuses, il est également 
possible d’utiliser leur hyperactivité métabolique. En effet, les cellules cancéreuses se trouvant dans une 
phase de développement intense, en comparaison des cellules normales, ont un métabolisme accru qui, 
par l’intermédiaire du PAT (polyamine transport system), favorise l’accumulation des polyamines de type 
spermine, spermidine et putrécines nécessaires à leur croissance [234]. Des études relatant la synthèse et 
l’étude biologique de PS conjugués à des motifs polyamines sont développées notamment par l’équipe 
de Vincent Sol [235, 236]. Ils ont montré que la protoporphyrine IX (PpIX) couplée à deux motifs polyaminés 
(Figure 83) présentent une internalisation et une cytophotoxicité supérieures à celle du Photofrin® pour 
des cellules K562 de la leucémie miélogène humaine [236]. Il a également été montré que cette 
porphyrine couplée à la spermine et à la spermidine s’intercalent entre les brins d’ADN, de plasmides de 
type pBR322 (thymus de veau), qu’elle dénature par formation d’1O2 suite à son excitation. De plus, ces 
assemblages moléculaires possèdent une meilleure hydrophilie et une bonne internalisation dans les 
cellules cancéreuses de types HaCat et MCF7 par rapport au Photofrin® [237] mais il n’y a pas d’influence 
significative de la nature, du nombre et de la position des chaînes polyamines greffées sur le macrocycle 
[237]. 

 
Figure 83 : Formule développée de deux conjugués porphyrine-polyamines, adapté de la référence [236]. 

 

- Ciblage actif indirect : ciblage de la néovascularisation 

Dans les années 70, Folkman, un chirurgien du Children’s Hospital de Boston observa que toute tumeur 
d’une taille supérieure à 1-2 mm3 développait son propre réseau vasculaire [238]. Ces néo-vaisseaux, se 
développant à partir du réseau capillaire pré-existant, vont constituer de nombreux canaux d’irrigation 
prenant naissance au niveau des vaisseaux normaux. On parle alors de phénomène d’angiogenèse. Ce 
mécanisme de vascularisation, indispensable lors de nombreux processus physiologiques, est 
particulièrement important lors du développement tumoral. Ainsi, une néo-angiogenèse importante est 
couramment observée en cas de cancer. L’angiogenèse se décompose en quatre étapes (Figure 84) : la 
première étape consiste en la sécrétion de facteurs préangiogéniques et en la dégradation de la 
membrane basale (I), elle est suivie de la migration des cellules endothéliales (II) puis la prolifération des 
cellules endothéliales (III). Après ces trois étapes, le remodelage vasculaire intervient pour former un 
nouveau vaisseau sanguin (IV). 
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Figure 84 : Les différentes étapes de l'angiogénèse, adapté de la référence [239]. 

La multiplication non contrôlée des cellules tumorales induit une forte demande en oxygène et en 
nutriments pour permettre leur survie. Ceci conduit à la mise en place d’un mécanisme d’angiogenèse 
par l’intermédiaire de facteurs de croissance, sécrétés par les cellules cancéreuses (Figure 85), dont font 
parti les NRPs (NRP-1 et NRP-2) et les VEGFRs (VEGFR-1 et VEGFR-2) (récepteurs à tyrosine kinase du 
VEGF) [240]. Parallèlement, la croissance de la masse tumorale entraîne un stress mécanique qui se traduit 
par une augmentation de pression sur les vaisseaux sanguins et lymphatiques. Ce stress mécanique va 
donc réduire le flux sanguin et lymphatique au niveau de la partie interne de la tumeur. Ceci va alors 
entraîner une diminution de l’apport en nutriments et une réduction du taux d’oxygène utilisable par les 
cellules conduisant à un phénomène d’hypoxie qui va entraîner une glycolyse anaérobie. Pour les 
tumeurs de taille supérieure ou égale à un volume de 1 à 2 mm3, cette compression entraîne également 
une diminution de la capacité d’élimination des déchets produits par les cellules (CO2, acide lactique) 
créant un phénomène d’acidose qui s’ajoute à l’hypoxie intratumorale. L’acidose va entraîner un 
mécanisme d’angiolymphatogénèse qui va induire la formation de vaisseaux lymphatiques 
hyperplastiques et de métastases. L’hypoxie va, quant à elle, conduire à un mécanisme d’angiogénèse 
d’une néovascularisation sanguine anarchique sur le plan structural et sur le plan spatiale [241]. Cette 
absence d’ordre au niveau de la formation des vaisseaux sanguins entraîne une augmentation de la 
résistance du flux sanguin dans les vaisseaux ainsi qu’une augmentation de l’IFP (Interstitial Fluid 
Pressure) à l’intérieur de la masse tumorale mais pas à son pourtour [242]. 
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Figure 85 : Schéma synthétique des principaux effecteurs biologiques opérant au 

niveau de la cellule endothéliale lors de l’angiogenèse tumorale. 

Une voie thérapeutique relativement nouvelle dans l’arsenal anti-cancéreux consiste à inhiber le 
processus d’angiogenèse (thérapie anti-angiogénique) ou à détruire les vaisseaux nouvellement formés 
par élimination des cellules endothéliales proliférantes de phénotype angiogénique (thérapie anti-
néovasculaire), afin de bloquer l’apport en nutriments et en oxygène à la tumeur, dans le but de 
l’asphyxier et de la faire régresser. Dans le cadre d’un traitement par thérapie photodynamique, cette 
stratégie est nommée VTP pour Vascular Targeted Photodynamic therapy. La VTP apparaît comme une 
stratégie prometteuse dans le traitement du cancer par comparaison à des approches plus 
conventionnelles visant les cellules tumorales [243, 244]. Elle vise à détruire les cellules endothéliales 
incontrôlables qui expriment des marqueurs que les cellules endothéliales normales n’expriment pas ou 
faiblement (antigènes, récepteurs aux facteurs de croissance etc.) dont font partie les intégrines αvβ3, les 
récepteurs des tyrosines kinases, des éphrines et ceux du VEGF, auxquels nous nous intéressons ici. 

La stratégie d’adressage des photosensibilisateurs [245] vis-à-vis des cellules endothéliales angiogéniques, 
initiée en 2005, s’inscrit donc dans ce nouveau mode de traitement. 

 Les intégrines αvβ3  

Les intégrines αvβ3 sont des protéines transmembranaires exprimées de façon exclusive à la surface des 
cellules endothéliales activées par le VEGF lors de l’angiogénèse. Ces protéines ont pour rôle de réguler 
l’angiogenèse en permettant une bonne interaction des cellules endothéliales activées, avec le milieu 
biologique, lors de leur migration. Ces protéines ont fait l’objet de travaux au LRGP, LCPM et CRAN du 
fait de leur affinité intéressante pour le peptide RGD sous forme cyclique ou non. Ces travaux ont 
consisté à coupler la tétraphénylchlorine et la tétraphénylporphyrine [246, 247], par l’intermédiaire d’un 
bras Ahx, à l’un des deux motifs (cyclique/linéaire) de ce peptide [248] et ont montré une amélioration de 
l’activité PDT in vitro par augmentation de l’internalisation de cet assemblage moléculaire dans des 
cellules HUVEC [248]. Ainsi, le photosensibilisateur lié au motif RGD linéaire montre une incorporation 98 
fois supérieure à celle du PS seul. Le PS lié au motif RGD cyclique est, quant à lui, incorporé 80 fois plus 
que le PS seul [248]. Ce peptide a également été couplé à deux PS glycolysés (O-acétyl-β-D-
glucooxypyranosyl) puis il a été testé sur des cellules K562 mais, il s’est révélé être moins efficace que le 
Photofrin®en terme de PDT [249]. Ce ciblage ne fera pas l’objet de cette thèse. 
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 Les récepteurs au VEGF (VEGFRs et NRPs) 

Le VEGF est le précurseur indispensable à la libération de l’ensemble des facteurs de croissance (Figure 
85). En se liant à ses récepteurs situés essentiellement au niveau des cellules endothéliales activées 
entourant les vaisseaux sanguins à proximité des tumeurs, le VEGF va déclencher des cascades de 
signalisations intracellulaires conduisant à la création d’un nouveau réseau vasculaire qui pourra assurer 
les fonctions d’approvisionnement et d’élimination nécessaire au développement de la tumeur [241]. Le 
DCPR puis le LRGP et ses collaborateurs (CRAN et LCPM) s’intéressent depuis une dizaine d’années au 
ciblage de la neuropiline-1 (NRP-1) qui est un des co-récepteurs du VEGF (Vascular Endothelial Growth 
Factor) [250]. Les neuropilines sont des glycoprotéines transmembranaires de type « single-pass », 
originellement découverte dans le système nerveux du xénope. Cette famille de récepteurs est 
constituée de deux formes (NRP-1 et NRP-2) qui possédent des structures tridimensionnelles 
homologues dont la similarité de leurs motifs est de 44%. La forme NRP-1 est localisée de façon 
primordiale au niveau des cellules endothéliales des artères alors que les NRP-2 sont localisées au niveau 
de l’endothélium veineux et lymphatique [251-253]. De ce fait, les NRPs sont donc exprimées dans de 
nombreuses lignées cellulaires tumorales humaines dont font partie les carcinomes de la prostate, du 
rein, de la vessie, de l’estomac, du colon, du pancréas, du cerveau, des ovaires et des poumons. Elles 
sont également exprimées dans des glioblastomes, des neuroblastomes, des ostéosarcomes, des 
leucémies ainsi que certaines lignées cellulaires de mélanome [252, 254] (Tableau 5). 

Tableau 5 : Taux de cancers présentant une surexpression du NRP-1 en fonction du type de cancer, d’après la référence [251]. 

Localisation du cancer Taux de cancer montrant une surexpression du NRP-1 

Vaisseaux sanguins du cancer du poumon et  de sa forme 
métastatique 

98% 
Cancer colorectal 

Tumeurs cérébrales 

Carcinome primaire du cerveau 6% 

Carcinome secondaire du cerveau 14% 

Cancer primaire du poumon (NSCLCs) 36% 

Cancer secondaire du poumon (NSCLC secondaire) 50% 
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Ces récepteurs possèdent une partie extracellulaire N-terminale qui est un ectodomaine composé de 5 
motifs structuraux individuels : a1 et a2 (domaines homologues CUB), b1 et b2 (domaines homologues 
portant deux facteurs de coagulation V et VIII), c (domaine MAM) qui sépare le domaine b2 du domaine 
transmembranaire et qui permet l’interaction avec d’autres récepteurs [252, 254] (Figure 86). La partie 
intracellulaire des NRPs est, quant à elle, constituée d’un motif C-terminal capable d’interagir avec 
différentes protéines du cytoplasme [252]. Les ligands typiques de ces récepteurs sont les sémaphorines 
3A [251] qui interagissent avec les domaines a1 et a2 pour le modelage de l’axone neuronal ainsi que 
l’isoforme VEGF165 du VEGF-A qui se lient aux domaines b1 et b2 des NRPs au niveau des cellules 
endothéliales [252, 254, 255]. Plus particulièrement, la neuropiline-1 (NRP-1) est un récepteur de type I situé à 
la surface des cellules. Il intervient dans différents processus biologiques (la guidance de l’axone 
neuronal, l’angiogenèse, l’adhésion hétérophile des cellules). La neuropiline-1 est une protéine 
constituée d’une architecture de 130 kDa comprenant un domaine extracellulaire d’environ 850 acides 
aminés avec  un module de grande taille possédant une fonction N-terminale. Cette partie est suivie d’un 
petit domaine transmembranaire hélicoïdal constitué d’environ 24 acides aminés puis d’un domaine 
cytoplasmique d’environ 40 unités (Figure 87) [251, 255]. 

 
Figure 86 : Schéma du récepteur NRP-1, adapté de la 

référence [255]. 

 
Figure 87 : Diagramme en ruban de la NRP-1 montrant la 

topologie et l'organisation de son ectodomaine, adapté de la 

référence [251]. 
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Klagsbrun et al. sont les premiers a avoir proposé que les NRPs remplissaient le rôle de récepteur aux 
VEGF, permettant de réguler le développement vasculaire [254]. Les NRPs remplissent le rôle de 
corécepteur du VEGF165 en favorisant la liaison entre le VEGF165 et le VEGFR-2, ce qui augmente l’activité 
mitogénique et angiogénique obtenue par l’intermédiaire du VEGFR [252, 256]. Les NRP-1 jouent des rôles 
similaires dans la guidance de l’axone et l’angiogénèse en fonctionnant comme un complexe de 
coréception par liaison de ligand approprié. Il existe également des formes solubles cytoplasmiques des 
NRP (sNRP) qui jouent le rôle d’antagoniste au VEGF [254]. Klagsbrun et al. ont montré que les tumeurs 
exprimant un fort taux de NRP-1 sont caractérisées par une forte densité de vascularisation ce qui les a 
conduits à proposer l’idée selon laquelle le NRP-1 a pour effet de réhausser l’effet du signal du VEGF sur 
les cellules endothéliales [254]. De plus, il a été montré sur des modèles in vivo du carcinome de la 
prostate que la surexpression du NRP-1 augmente la densité de microvascularisation tumorale et réduit 
ainsi la mort cellulaire par apoptose [252]. Une hypothèse de Folkman selon laquelle l’inhibition de 
l’angiogénèse dans les tumeurs solides peut être utilisée pour traiter les cancers [251] a été reprise par 
Kuo et al. qui ont montré qu’un pseudo-peptide peut bloquer l’effet du VEGF en se liant à NRP-1, ce qui 
conduit à l’inhibition de l’angiogénèse et à la réduction de la croissance tumorale [254]. De plus, il a été 
montré qu’il y a un effet additif de la réduction de la croissance tumorale et de la densité de 
vascularisation lors de l’utilisation de ligands anti-NRP-1 et anti-VEGF, ce qui a permis de conclure que le 
récepteur au NRP-1 est un corécepteur au VEGFR qui lui est lié [251, 254]. NRP-1 intervient également, par 
l’intermédiaire des intégrines, dans le mécanisme d’adhésion des cellules endothéliales à la matrice 
organique [251]. Différentes stratégies regroupant l’utilisation de siRNA (small interfering RNA ou short 
interfering RNA ou encore silencing RNA) pour le blocage de l’expression des NRPs, l’utilisation de petits 
peptides ligands inhibiteurs et l’utilisation d’anticorps de blocage des NRPs ont donc été développées 
afin de contrôler la néovascularisation [254]. Il est donc possible d’utiliser des peptides de synthèse pour le 
ciblage des cellules constitutives des néovaisseaux de vascularisation tumorale. La liaison entre 
l’isoforme VEGF165 du VEGF-A [251] (par l’intermédiaire de sa région C-terminale) et le domaine b1 des 
NRP-1 a été mise en évidence par l’utilisation du Tuftsin® (Thr-Lys-Pro-Arg) qui est une séquence d’acides 
aminés similaires à la partie C-terminale du VEGF (Lys-Pro-Arg-Arg) [251]. Giordano et al. ont synthétisé un 
tripeptide (D-(Leu-Pro-Arg)) qui a montré une résistance à la protéolyse ainsi qu’une activité 
antiangiogénique par l’intermédiaire de NRP-1 et du VEGFR1 sur trois modèles in vivo de cancers [251]. Un 
oligonucléotide synthétique (G18) a également montré qu’il pouvait se lier à NRP-1 et permettre 
l’internalisation de la neuropiline ciblée, avec pour effet d’inhiber l’angiogénèse [251]. Le peptide 
ATWLPPR [257-259] (H-Ala-Thr-Trp-Leu-Pro-Pro-Arg-OH) (Figure 88), dont nous parlons dans cette thèse 
montre une bonne spécificité pour le récepteur NRP-1. Une stratégie similaire a également été utilisée 
par Walker et al. qui ont couplé le peptide G-G-V-K-R-K-K-K-P-G-Y-G à la purpurine-18 [107].  

Deux thèses (Loraine Tirand, 2003-2007 et Noémie Thomas, 2004-2008) [250, 253] ont été consacrées à 
l’étude du ciblage de NRP-1 par ATWLPPR (Figure 88) conjugué à la chlorine TPC-COOH couplée à un bras 
espaceur : l’acide aminohexanoïque (Ahx) [245] (Figure 89). 
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Figure 88 : Structure chimique du peptide ATWLPPR déprotégé, 

d’après la référence [245].  
Figure 89 : Structure chimique de la molécule TPC-AHX-

ATWLPPR, adapté de la référence [245]. 

 

 Ciblage passif 

Le ciblage passif consiste à encapsuler une substance dans une nanoparticule vectrice est de favoriser 
l’adressage des principes actifs vers les cellules cibles en augmentant les concentrations actives à leur 
niveau et en réduisant la toxicité liée à la dispersion des traitements dans l’organisme. Cette 
internalisation permet de protéger le site d’administration, de protéger la molécule active et d’améliorer 
le passage des barrières tissulaires notamment par l’intermédiaire de l’effet EPR (Figure 90). Cet effet qui 
est dû à une vascularisation défectueuse et à un déficit de drainage par le système lymphatique au 
niveau des tumeurs solides, conduit à une augmentation de la taille des pores de la paroi endothéliale 
donnant ainsi lieu à une plus forte rétention et une accumulation accrue des molécules à l’intérieur des 
cellules tumorales par rapport aux cellules saines. Cet effet entraîne une pénétration sélective des 
macromolécules et des nanoparticules au niveau de ces tissus [260] (Figure 90). Lorsque les molécules 
et/ou les nanoparticules sont plus grosses que le seuil de coupure du tissu endothélial, il se produit une 
faible internalisation des molécules dans les cellules tumorales. Lorsque, au contraire, les nanoparticules 
sont plus petites que le seuil de coupure endothélial, celles-ci peuvent à la fois entrer et sortir facilement 
du tissu tumoral, ce qui se traduit par leur faible accumulation au niveau de la tumeur. Ce n’est que 
lorsque les nanoparticules ont une taille optimale que l’effet EPR est maximum et qu’il en résulte une 
augmentation de leur accumulation au niveau tumoral [207]. Ainsi, il a été rapporté que les grosses 
nanoparticules (150-300 nm) ont tendance à s’accumuler dans le foie et la rate ; les nanoparticules de 
taille moyenne (30-150 nm) se retrouvent quant à elles dans la moelle osseuse, le coeur, les reins et 
l’estomac alors que les plus petites (inférieures à 10 nm) sont excrétées par voie rénale. Il a également 
été montré que la charge de surface et l’hydrophobie des nanoparticules peuvent influencer le ciblage 
passif par les nanoparticules [207] : chargées négativement et possédant une surface hydrophile, elles ont 
tendance à avoir un long temps de circulation in vivo [207]. De plus, les nanoparticules avec une surface 
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hydrophile peuvent éviter la reconnaissance par le SRE et ainsi prolonger leur temps de circulation dans 
le corps augmentant ainsi leur probabilité d’accumulation dans le site tumoral [207]. A l’opposé, les 
nanoparticules hydrophobes et chargées positivement ont, de manière générale, un faible temps de 
circulation du fait de leur adsorption sur les protéines contenues dans le plasma sanguin (ou 
opsonisation) et de leur agrégation dans le sang qui peut conduire à leur détection par le système 
réticuloendothélial provoquant alors leur élimination rapide du système circulatoire [207]. 
 

 
Figure 90 : Représentation schématique du ciblage tumoral avec des nanoparticules par 

l’intermédiaire de l’effet EPR, adapté de la référence [261]. 

 

I. 5. Les nanoparticules 

Bien que la plupart des photosensibilisateurs possèdent d’excellentes performances en PDT 
(phtalocyanines, porphyrines et chlorines), leur utilisation reste limitée du fait de leur faible sélectivité 
pour les tissus tumoraux induisant une photosensibilité prolongée de la peau suite à leur injection. De 
plus, la majeure partie de ces photosensibilisateurs est de nature hydrophobe. Ils ont donc tendance à 
fortement s’agréger en milieu aqueux ce qui réduit significativement leur efficacité photodynamique 
puisque seules les espèces monomères produisent des ROS (radicaux libres + 1O2) 

[117]. De plus, les 
molécules utilisées en PDT doivent être protégées contre la reconnaissance et la clairance opérée par le 
système réticuloendothélial durant leur phase de transport jusqu’aux cellules ciblées après injection [262]. 
Une des solutions pour remédier à ce problème est d’utiliser des nanoparticules comme agent de 
transport des molécules biologiques [3, 263]. 

I. 5. a. Généralités 

Les nanotechnologies donnent lieu à des avancées majeures dans le domaine des énergies : pour la 
conception de cellules solaires économiques, la fabrication de batteries haute performance ; dans le 
domaine de l’électronique pour le stockage à haute densité de données informatiques et la fabrication 
de transistors à atome unique ; ou encore dans l’agriculture pour le relargage contrôlé d’engrais ainsi 
que pour permettre la traçabilité des polluants [3, 263, 264]. Cependant, les mots nanotechnologie et 
nanomédecine représentent des champs de recherche dont les définitions sont sujettes à controverses 
du fait d’une classification qui n’est pas universellement reconnue. La majeure partie des définitions des 
nanotechnologies utilisent le seuil de coupure dès 100 nm alors que les effets quantiques sont le plus 
souvent présents chez des objets dont les tailles varient de 1 nm à quelques dizaines de nanomètres 
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(Figure 91). Il arrive cependant que ces propriétés uniques soient présentent dans des nanomatériaux de 
taille supérieure à 100 nm comme, par exemple, pour des nanoparticules d’or de 150 nm dont l’effet 
plasmon (interaction entre la lumière et la matière) est étudié pour la thérapie thermique des cancers 
[265]. Les nanoparticules constituent une famille très vaste d’objets dont les propriétés chimiques et 
physiques sont directement reliées à leur taille extrêmement faible, leur forme volumique ainsi que leur 
composition (Figure 91). Leur taille et leur forme influencent leurs propriétés chimiques et leur confèrent 
une très haute réactivité de surface de plus, elles possèdent des propriétés optiques uniques qui sont 
directement reliées aux trois paramètres précédents. Grâce à leurs propriétés uniques, les 
nanotechnologies suscitent des intérêts croissants quant à leurs applications potentielles dans le 
domaine médical. 

 
Figure 91 : Echelle relative de tailles des nanoparticules, adaptée de la référence [125]. 

 

I. 5. b. Synthèse 

Afin d’obtenir des nanoparticules deux voies de synthèse sont majoritairement utilisées, le Top-down et 
le Bottom-up (Tableau 6). 
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Tableau 6 : Tableau récapitulatif des différentes techniques de synthèse des nanoparticules, d’après les références [266-268]. 

Voie de 
synthèse 

Milieu de 
synthèse 

Technique de synthèse Principe de synthèse Méthode employée 
Exemple de 

nanoparticules 
obtenues 

Bottom-up 
(création de 

nanoparticules 
en partant du 

niveau 
moléculaire) 

Phase 
Gazeuse 

Synthèse en phase 
gazeuse 

Nucléation homogène 
obtenue à partir d’une 

vapeur sursaturée suivie 
d’une croissance des 
nanoparticules par 

condensation et collisions 
entre les nucléus 

Pyrolyse par flamme 
Silice évaporée 

(fumed silica), TiO2 

Réacteurs à flux 
haute température 

Ag, Ga, Al, PbS, Pb, 
Si, Ge 

Vaporisation et 
pyrolyse obtenues 

par un laser 
Silice, Fer 

Plasma couplé aux 
microondes 

Métalliques, oxydes 
métalliques 

Pulvérisation Métalliques 

Ablation laser Carbone 

Dépôt de vapeur 

Formation d’une vapeur 
suivie d’une réduction  et 

d’une oxydation qui 
permettent de déposer la 

vapeur formée par îlots sur 
une surface 

Pyrolyse 
TiO2, ZnO, SiC, 

nanotubes de carbone 

Phase 
liquide 

Synthèse colloïdale (ou 
synthèse par voie 

humide) 

Basée sur les procédés de 
précipitation en solution. Le 
contrôle des paramètres (T, 

P) permet d’obtenir des 
précipités insolubles. Le 

contrôle de la nucléation et 
de leur cinétique de 
croissance permet 

d’obtenir des particules de 
taille et de formes variées 

En gros volumes (bulk 
volume) 

Métalliques, oxydes 
métalliques, 

nanoparticules 
organiques 

Systèmes confinés 
(Micelles, micelles 

inverses et 
microémulsion 

bicontinue) 

Méthode à ultrasons 
(ou sonochimie) 

Synthèse polyol 
Oxydes inorganiques 

[269]
 

Méthode de 
l’autoassemblage 

moléculaire 

Le contrôle de la taille et de 
la forme des nanoparticules 
se fait par le choix du bloc 
copolymère et par le choix 

du solvant et des conditions 
d’autoassemblage 

Processus spontané 
de création de 
nanoparticules 

Nanoparticules 
polymériques 

(obtenues à partir de 
blocs copolymères 

consistués de 
molécules 

amphiphiles) 

Interface 
solide-
liquide 

Nucléation à l’interface 
solide-liquide d’un 

système binaire 

Construction de 
nanoparticules sur une 

surface solide à partir de 
sites de nucléation 

hétérogènes 

Utilisation d’un 
support solide 

(patterned 
Surfaces) pour la 
nucléation et la 
croissance des 

nanoparticules sans 
pour autant affecter 

leur nature. 

Nanoparticules 
métalliques (Au, Ag, 

Al, Cu) 

Top-down 
(Méthode de 

réduction 
mécanique) 

Solide 

Approche traditionnelle 
pour obtenir des 

nanoparticules fines : 
synthèse d’un alliage 
massif qui est ensuite 
réduit en morceaux 

Broyage d’un alliage massif 
de composition chimique 
donnée (grinding, milling 

and alloying) 

Broyage effectué en 
présence de 

stabilisateurs de 
colloïdes pour éviter 
leur agrégation lors 

du processus de 
broyage 

Fabrication de 
nanoparticules à 

partir de minéraux 
(ex : argile, charbon, 

métaux) 



 

98 
 

I. 5. c. Les nanoparticules et la PDT 

La conception de nanoparticules utilisables dans le domaine du traitement médical et plus 
particulièrement celui de la thérapie des cancers est un champ de recherche en plein essor. Les 
nanoparticules, après avoir été associées à différentes molécules médicamenteuses, servent de vecteurs 
à ces molécules d’intérêt thérapeutique. En ce qui concerne leurs applications en PDT, deux grandes 
familles de nanoparticules permettant d’adresser des molécules sont utilisées. Celles-ci regroupent les 
nanoparticules de type organiques (liposomes, nanoparticules polymériques, des nanomatériaux de 
carbone), les nanoparticules de type inorganiques (nanoparticules céramiques, nanoparticules d’or, 
quantum dots, nanoparticules magnétiques, des nanoparticules pour l’up-conversion) [117] (Figure 92). 

 
Figure 92 : Schémas des différents types de nanoparticules existantes, d’après la référence [3]. 

 
Un intérêt croissant est porté sur les nanoparticules dans le but d’augmenter la biodisponibilité des PS 
ainsi que de limiter leurs effets secondaires. Un point important de leur utilisation en PDT réside dans le 
fait que les nanoparticules peuvent être de très faible taille ce qui les rend furtives vis-à-vis du système 
immunitaire. Elles sont donc faiblement retenues et éliminées par le système réticuloendothélial par 
rapport à leurs homologues moléculaires, ce qui leur confère un plus long temps de circulation in vivo et 
donc une meilleure biodistribution. 
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Les nanoparticules possèdent un grand rapport surface/volume qui permet d’avoir une charge 
importante de fonctionnalisation par des molécules de ciblage et de thérapie [265]. Cette grande surface 
de contact leur confère un fort potentiel pour le relargage de molécules actives dans des zones 
spécifiques si des ligands de ciblage sont utilisés. 
Les molécules thérapeutiques peuvent être ajoutées aux nanoparticules de façon covalente ou non. 
Ainsi, dans le cas de l’utilisation de nanoparticules, deux grandes stratégies ont été développées pour 
administrer les photosensibilisateurs : 
 

- L’encapsulation 

La première correspond à l’encapsulation pour laquelle le photosensibilisateur est incorporé à l’intérieur 
des nanoporteurs ou bien il est mélangé à l’enveloppe des nanoporteurs de type core-shell, ce qui 
permet de conserver la structure chimique originelle de ces molécules et par conséquent leur efficacité 
thérapeutique. 

- Le greffage covalent 

La deuxième méthode consiste à conjuguer les photosensibilisateurs dans la couche protectrice des 
nanoparticules ou à les lier avec les molécules fixées à la surface des nanoparticules inorganiques. La 
conjugaison covalente demande des modifications chimiques des molécules pour les lier aux 
nanoparticules, ce qui peut potentiellement réduire leur efficacité thérapeutique [262]. Cependant, elle 
présente plusieurs avantages en comparaison de l’encapsulation. Le greffage d’un PS sur une 
nanoparticule permet d’utiliser celle-ci pour des applications autres que le simple transport des 
photosensibilisateurs (IRM, imagerie par fluorescence, théranostic, hyperthermie, PDTX (X-Ray 
PhotoDynamic Therapy)). De plus, un nombre réduit de photosensibilisateurs greffés par nanoparticule 
permet de conserver ces molécules à l’état monomère évitant ainsi le phénomène de quenching et donc 
la perte de production d’1O2. Enfin, les molécules photoactives ne nécessitent pas d’être relarguées pour 
interagir avec les cellules et les tissus à détruire puisqu’il suffit que l’1O2 généré lors de l’irradiation du 
photosensibilisateur puisse diffuser de la nanoparticule vers les cellules dégénérescentes [117, 143]. En 
prenant en compte ces considérations, il apparaît donc que le meilleur choix consiste à utiliser une 
stratégie de conjugaison covalente des PS avec les nanoparticules [262]. De plus, les nanoparticules offrent 
une protection mécanique contre la dégradation enzymatique des photosensibilisateurs en milieu 
biologique [80]. Elles permettent donc d’augmenter significativement la durée de vie et le temps de 
circulation des PS in vivo [270]. 
La possibilité de modifier la surface des nanoparticules en font des agents intéressants dans le domaine 
du ciblage actif et du ciblage passif des tumeurs cancéreuses puisque cela permet d’augmenter la 
biocompatibilité des nanoparticules par leur enrobage dans une couche biocompatible que l’on peut 
obtenir suivant deux méthodes : la synthèse monocouche et multicouche et l’enrobage avec des 
biomolécules [265, 271]. Malgré tous ces avantages, il est important de noter que contrairement aux 
molécules classiques, l’utilisation de nanoparticules comme vecteurs de médicaments ajoute de 
nouvelles contraintes d’utilisation telles que leur dissolution, leur agrégation, leur compatibilité en milieu 
biologique du point de vue de leur composition chimique, de leurs propriétés physiques, de leur taille et 
de leur forme ainsi que de leur mode d’élimination [272]. 
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Nous allons brièvement décrire les principaux types de nanoparticules étudiées pour des applications 
potentielles en PDT. A la fin de ce chapitre, nous inclurons une revue sur les nanoparticules pour la PDT 
écrite en 2011 et un chapitre de livre traitant des nanoparticules de silice, écrit en 2013. 

I. 5. c. i. Les nanoparticules organiques 

 Les polymères 

La première synthèse de nanoparticules de polymères conjuguée à un photosensibilisateur a été 
effectuée en 1992 par l’équipe de Kopecek. Ils ont couplé une chlorine (Mce6) à des copolymère de N-(2-
hydroxypropyl)méthacrylamide (HPMA). La Mce6 a été couplé par l’intermédiaire d’une chaîne 
oligopeptidique (G-F-L-G) lié aux chaînes latérales du copolymère et dégradable par des enzymes. 
Depuis, d’autres études [273] ont porté sur l’élaboration de nanoparticules à base de polymères en 
particulier de type PLA, PLGA (copolymère d’acide lactique et d’acide glycolique, un mélange d’acide 
polylactique (PLA) et d’acide polyglycolique (PGA)) [274] et des études récentes s’intéressent à des 
polymères naturels [275]. 

 Les micelles 

Les micelles correspondent à la façon la plus basique d’encapsuler des molécules. Cette encapsulation 
s’effectue par la formation de micelles de blocs copolymère suivant la méthode de l’évaporation de 
solvant. Les copolymères utilisés sont un assemblage entre un polymère hydrophobe et un polymère 
hydrophile. Ce type de polymère a déjà été utilisé, mélangé avec des photosensibilisateurs (ex : 
poly(propylène glycol) avec le Foscan®) [276]. Afin d’encapsuler des molécules hydrophobes dans les 
micelles, celles-ci peuvent être soit directement ajoutées à la solution de polymères (Figure 93.A) soit 
fixées à la partie hydrophobe du polymère puis les micelles sont formés suivant la méthode 
précédemment décrite (Figure 93.B) [276, 277]. Ce type de nanoparticules permet, après leur internalisation 
par les cellules tumorales, de relarguer le photosensibilisateur qu’elles contiennent. 

 
Figure 93 : Schémas d'encapsulation d'un photosensibilisateur dans des micelles. 

 Les liposomes 

La première mise en évidence de la formation de liposomes a été observée par Bangham dans les années 
1960. Alors qu’il travaillait sur l’étude des membranes biologiques, il observa de la lécithine d’œufs (ou 
phosphatidylcholine) au microscope en présence d’eau et il s’aperçut que celles-ci s’organisent en forme 
de frondes lorsqu’elles sont mises au contact de l’eau [278]. Les liposomes sont des structures lipoïdales 
organisées en vésicules et composées d’au moins une double couche de lipides. Ces lipides amphiphiles 
sont le plus souvent des phospholipides ou du cholestérol dont la structure est constituée d’une queue 
hydrophobe fixée à une tête hydrophile. Ils s’organisent, après dissolution dans l’eau, par attraction 
mutuelle entre les queues hydrophobes et par mise en contact des têtes hydrophiles avec la phase 
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aqueuse (Figure 94.A) [279]. L’utilisation du cholestérol permet d’augmenter la stabilité de la paroi 
liposomale en présence de fluides biologiques et elle permet d’en augmenter la rigidité réduisant ainsi sa 
perméabilité vis-à-vis des molécules encapsulées [280]. Il existe deux types de liposomes qui comprennent 
les liposomes unilamellaires (SUV ou Small Unilamellar Vesicule et LUV ou Large Unilamellar Vesicule) et 
les liposomes multilamellaires (MLV ou Multilamellar Vesicule) (annexes Tableau 22). Les liposomes 
unilamellaires sont des vésicules composées d’une seule paroi sphérique formée par deux couches de 
phospholipides renfermant une solution aqueuse (Figure 94.B). Elles sont composées de dérivés de 
phospholipides naturels associées à des mélanges de chaînes lipidiques (ex : phosphatidyléthonalimine 
d’œuf) ou des composés purs comme la DOPE (dioléolylphosphatidyléthanolamine). Cette bicouche 
lipidique est ensuite capable de fusionner avec d’autres bicouches comme les membranes cellulaires, par 
exemple, ce qui permet de relarguer le contenu des liposomes et donc de les utiliser pour faire entrer 
des molécules thérapeutiques ou du matériel génétique dans les cellules. Les liposomes multilamellaires 
sont des vésicules multicouches possédant une structure en oignon (Figure 94.C). Ils sont classiquement 
composés de plusieurs vésicules unilamellaires formées les unes à l’intérieur des autres avec des tailles 
décroissantes ce qui crée une structure concentrique de sphères de phospholipides séparées par des 
couches de solution aqueuse [279]. 

 
Figure 94 : Schéma d'une molécule lipidique (A), d'un liposome unilamellaire (B) et d'un liposome multilamellaire (C). 

Afin d’obtenir les liposomes, de multiples techniques de synthèse ont été développées et sont résumées 
en annexe dans le Tableau 22. 

Les liposomes peuvent alors interagir de quatre manières différentes avec les cellules, par endocytose 
par les cellules phagocytiques, par adsorption à la surface des cellules, par fusion avec la membrane 
plasmique cellulaire par insertion de la bicouche dans la membrane, par transfert des lipides aux 
membranes cellulaire ou subcellulaire. Il y a donc un grand intérêt à créer des liposomes dont la 
structure lipidique est la plus proche possible de celle des cellules vivantes (structure, composition, 
proportions en différents lipides) afin de permettre la fusion de la paroi de ces nano-objets avec la 
membrane cellulaire permettant ainsi de relarguer les molécules encapsulées à l’intérieur de la cellule. 

 Les nano-objets à base de carbone 

Les nanotubes de carbone (CNT pour carbon nanotube) ont été découverts en 1991 par Iijima. Ce sont 
des matériaux constitués uniquement de carbone de type sp2 [281]. Ils sont constitués de couches de 
carbones enroulées sur elles-mêmes et organisées suivant des structures de type cycles benzéniques. 
Dans le cas d’un cristal monoplan et donc bidimensionnel (feuille), on parle de graphène. Lorsque cette 
feuille forme un volume non plan, on parle de fullerène. Les nanotubes sont classés dans la même 
famille que les fullerènes qui fait elle-même partie des trois formes allotropiques du carbone dont les 
deux autres sont : le graphite et le diamant [282] (Figure 95). 
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Figure 95 : Structure chimique de quatre structures de carbones : A. Graphite ; B. SWCNT (single-walled carbon nanotube) ; C. 

Fullerène ; D. Diamant. 

Il existe plusieurs types de nanotubes se différenciant par le nombre de feuilles de graphène qui les 
constituent. Ils peuvent être formés soit par une simple paroi de graphène (single-walled nanotube 
[SWNT]), soit par des couches multiples concentriques (multiple-walled nanotube) [MWNT]) (Figure 96). 
Les SWCNT ont un diamètre compris entre 1,3 et 1,6 nm pour une longueur de plusieurs µm [271] avec 
une densité de l’ordre de 0,36 g.cm-3. Les MWCNT ont, quant à eux, une densité qui varie de 1 à 2 g.cm-3 
[283]. 

 
Figure 96 : Modélisation de deux nanotubes de carbone : SWCNT (à gauche) et MWCNT (à 

droite), adapté de la référence [284]. 

Pour obtenir les nanotubes de carbone, plusieurs techniques de synthèse peuvent être utilisées et sont 
résumées en annexe dans le Tableau 23. 
Les nanotubes de carbone sont utilisables, pour la thérapie photodynamique, seuls ou après avoir été 
couplés à des photosensibilisateurs [261, 285-288]. 
 

I. 5. c. ii. Les nanoparticules inorganiques 

 Les puits quantiques (quantum dots) 

Ces nano-objets sont couramment composés d’atomes des groupes II-VI (ex : CdSe, CdTe, CdS, ZnSe), III-
V (InP, InAs), IV-VI (PbSe) du tableau périodique des éléments [289] et sont également nommés 
nanocristaux semi-conducteurs (NCs) du fait de leurs propriétés particulières [290]. Ils sont constitués de 
quelques centaines à quelques milliers d’atomes métalliques qui forment un monocristal possèdant la 
structure cristalline des métaux et dont les tailles s’étendent entre 2 et 10 nm [3, 289-292]. Elles possèdent 
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des propriétés électroniques et optiques uniques dues à la création d’une paire électron-trou à leur 
surface (e- ; h+) (Figure 97) et qui ne sont présentes ni au niveau atomique ni dans les molécules 
constitutives de base et les cristaux massifs. 

 
Figure 97 : Schéma des niveaux électroniques possibles dans les QD et dans les semi-

conducteurs massifs, adapté de la référence [290]. 

Ceci est dû à un effet de confinement quantique qui intervient dans le cas de nanoparticules dont les 
tailles sont inférieures au rayon de l’exciton de Bohr (soit environ 1 à 5 nm) [3, 290] et qui devient très 
important lorsque les dimensions de confinement augmentent et que la taille de la structure décroît. 
Ainsi, après excitation, ces nanomatériaux fluorescent à une longueur d’onde d’émission qui est 
directement liée à la taille des QD, elle-même contrôlable lors de la synthèse [3] (Figure 98). De plus, ils 
possèdent un fort coefficient d’extinction molaire (jusqu’à 5x105 cm-1.M-1) et leur spectre d’émission de 
fluorescence est composé d’un seul pic d’émission symétrique [292]. 

 
Figure 98 : A. Photographie de la fluorescence de QD suivant leurs tailles sous excitation UVB ; B. Spectre de fluorescence des 

différents QD ; C. Spectres d'absorption des QD selon leur taille, adaptés de [293]. 

L’avantage majeur par rapport aux marqueurs fluorescents organiques est qu’ils possèdent une grande 
brillance (meilleur rapport signal/bruit) avec un rendement quantique de fluorescence proche de 1 ainsi 
qu’une très grande résistance au photoblanchiment (pas de perte d’émission de fluorescence malgré une 
excitation prolongée) [3, 292]. Les QD possèdent des niveaux d’énergie de l’ordre de 1 à 5 eV ce qui fait de 
ces semi-conducteurs des photosensibilisateurs potentiels [290]. Ils sont étudiés dans le cadre de la 
thérapie anticancéreuse pour la photosensibilisation et la radiosensibilisation (Figure 99) [290]. 
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Figure 99 : Mécanismes de transferts d'énergie associés au QD suite à une excitation dans 

le domaine du visible, adapté de la référence [290]. 

Une excitation avec des longueurs d’onde de très haute énergie aurait pour effet d’arracher des 
électrons aux QD, permettant ainsi un transfert électronique avec son environnement (Figure 100). De 
plus, du fait de leurs fortes densités atomique et électronique, les QD peuvent jouer le rôle d’absorbeurs 
de photons de haute énergie (rayons gamma et rayons X) et ainsi servir de radiosensibilisateurs locaux 
permettant d’endommager des cellules cancéreuses de façon localisée [290]. 

 
Figure 100 : Mécanismes de transfert d'énergie s'opérant après excitation d'un 
QD avec un rayonnement de très haute énergie, adapté de la référence [290]. 

Morosini et al. ont synthétisé des QD CdTe fonctionnalisés avec de l’acide folique (FA pour folic acid ou 
vitamine B9) par l’intermédiaire de deux bras espaceurs α,ω-poly(étylène glycol) différents. Ils ont testé 
la cytophototoxicité de ces QD sur des cellules KB et HT-29, les cellules KB surexprimant le récepteur FR-
α et HT-29 n’exprimant pas FR-α. Les nanoparticules CdTe@TGA-PEG2-FA ont montré un effet 
cytophototoxique notable pour une concentration de 100 nM après un temps d’exposition de 6 heures. 
De plus, pour une concentration de 5 nM pendant 3 heures d’incubation sous irradiation, elles ont 
montré une DL ≤ 50 à partir d’une fluence de 10 J.cm-2 [292]. Plus récemment, Tekdas et al. (2012) 
rapportent la synthèse de QD CdTe-TGA couplés à différents types de phtalocyanines métallées afin de 
tester l’effectivité et l’efficacité du transfert d’énergie par FRET. Ils ont montré indirectement la 
production d’1O2 par les phtalocyanines conjuguées aux QD en étudiant les propriétés photochimiques 
des PS en présence de 1,4-benzoquinone (quencher) [294]. Hsu et al. (2013) ont, quant à eux, rapporté le 
couplage de la m-THPC à des QD sur lesquels est greffée une enzyme, la Renilla luciferase 8 (RLuc8). Le 
principe consiste à exposer l’enzyme à son substrat (la coélentérazine) afin d’obtenir un transfert 
d’énergie (BRET ou Bioluminescence Resonance Energy Transfer) depuis le complexe « enzyme-substrat » 
vers le QD qui va ensuite transférer cette énergie à la m-THPC. Ils ont ainsi traité des souris greffées avec 
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des cellules tumorales de type A549 auxquelles ils ont injecté les RLuc8-m-THPC ainsi que le substrat puis 
ils ont constaté une faible augmentation de la taille des tumeurs traitées en fonction du temps (20 jours) 
[290, 295]. 

 Les nanoparticules d’oxyde de fer magnétique et supramagnétique 

Elles sont formées d’un noyau métallique magnétiquement actif (fer, nickel, cobalt) obtenu suivant 
différentes stratégies de synthèse [296, 297]

 (annexes Tableau 24). Elles sont constituées le plus souvent des 
phases oxydes de structures Fe3O4 (magnétite) et α-Fe2O3 (hématite), γ-Fe2O3 (maghémite), FeO 
(wüstite), ε-Fe2O3 et β-Fe2O3. Cependant, la magnétite et la maghémite sont les deux meilleurs candidats 
pour l’élaboration de nanoparticules d’oxyde de fer [298]. 

Les nanoparticules d’oxyde de fer magnétiques et d’oxyde de fer superparamagnétiques sont utilisées 
pour le ciblage magnétique cellulaire ou comme agents de contraste pour l’imagerie IRM[299] car elles 
présentent l’avantage de donner un effet de réhaussement de contraste en imagerie par résonance 
magnétique. Cette propriété provient des domaines de Weiss (domaines magnétiques) qui les 
composent et qui correspondent à des régions de tailles restreintes (≤ 1 mm) de l’oxyde où tous les 
moments magnétiques atomiques (ou spin) sont alignés parallèlement les uns aux autres. Ceci induit une 
aimantation locale homogène qui varie en fonction de la température et du champ magnétique dans 
lequel se trouve le matériau [300]. Les ions Fe2+ qui peuvent être relargués de ces nanoparticules 
présentent un caractère cytotoxique, ce qui nécessite de les enrober afin de limiter leur toxicité [300]. Afin 
de passiver la surface de ces nanoparticules, il est possible d’utiliser différents polymères et 
biomolécules sur la surface des nanoparticules par la technique des couches (layer-by-layer), ce qui 
permet d’obtenir un enrobage composite aux propriétés souhaitées [298]. Ceci permet donc de les utiliser 
en temps que plateformes pour la vectorisation de molécules dans le cadre de la PDT [300-304]. 

Primo et al. (2007) ont développé des nanoparticules d’oxyde de fer magnétique, faite de maghémite (γ-
Fe2O3), fonctionnalisées avec des phosphates (surfactants) dont ils se sont servis pour créer une 
émulsion huile-eau où du Foscan® était contenu dans l’huile. L’application topique de cette solution a 
montré une diffusion du Foscan® par voie cutanée dans l’épiderme et le derme. Ils n’ont cependant pas 
procédé au traitement PDT [301]. En 2011, une nanoparticule d’oxyde de fer magnétique d’environ 20 nm 
enrobée d’une couche de siloxane sur laquelle a été fixée la chlorine e6 (Ce6) par liaison covalente a été 
développée par Huang et al., en vue de traiter les cancers gastriques [303]. Ces nanoparticules ont montré, 
après injection intraveineuse, une efficacité dans le contrôle du développement des cellules tumorales 
gastriques chez la souris [303]. Dans des études plus récentes, Lee et al. (2012) ont couplé de la chlorine 
Ce6 avec du PLGA, du mPEG, et du PLGA. Ils ont ensuite fonctionnalisé des nanoparticules d’oxyde de fer 
à l’aide de ces deux assemblages afin d’obtenir des nanoparticules multifonctionnelles. Ces 
nanoparticules ont ensuite été testées sur des souris portant des tumeurs greffées. Après traitement 
PDT (irradiation à 670 nm et 5,2 mW.cm-2 pendant 40 minutes), les tumeurs ont montré une diminution 
de taille nette en présence de Np-Ce6 et de Ce6 et légèrement supérieure pour les Np-Ce6 par rapport à 
la Ce6 seule [302]. 

 Les nanoparticules d’or 

L’or colloïdal était à l’origine utilisé pour colorer le verre et la porcelaine. Ce n’est qu’aux environs de 
1850 que Faraday commença à les étudier. Depuis 20 ans, les nanoparticules d’or (Au NPs) aux 
propriétés physiques et chimiques spécifiques font partie des nanostructures les plus étudiées. Afin 
d’obtenir ces nano-objets, deux méthodes de synthèse classiques ont été mises au point et sont les plus 
fréquemment employées [262]. La première méthode de synthèse développée par Turkevich et al. en 1951 
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consiste à préparer les nanoparticules par réduction du HAuCl4 en présence de citrate de sodium dans de 
l’eau à reflux. Cette méthode permet d’obtenir des nanoparticules dont les tailles moyennes sont 
d’environ 20 nm mais pour lesquelles il est possible d’atteindre 150 nm en changeant le ratio or/citrate 
[262, 265]. Dans la seconde méthode, développée par Brust et al. en 1994, les ions AuCl4

- sont réduits par le 
tétrahydroborate de sodium en présence de thiols (R-SH) dans un système biphasique (eau/toluène). Un 
capping est ainsi obtenu avec les thiols, ce qui permet d’avoir des nanoparticules d’or stables [206, 262, 265]. 

Le contrôle de la croissance de ces nanoparticules permet d’obtenir, en plus des nanoparticules 
sphériques, une multitude de nano-objets de tailles et de formes très différentes tels que : les nanorods, 
les nanoshells, les nanocages et les nanotubes [305] (Figure 101). 

 
Figure 101 : Schémas des différents types de nanoparticules, 

d’après la référence [305]. 

La propriété la plus intéressante de ces nanoparticules est appelée résonance de plasmon de surface 
(SPR pour Surface Plasmonic Resonance) [306] (Figure 102). Celle-ci est induite par les dimensions à 
l’échelle nanométrique et elle n’est présente ni au niveau atomique ni au niveau massif. Elle se 
caractérise par une bande d’absorption UV-visible dans le domaine du rouge qui se déplace vers les plus 
courtes longueurs d’onde en fonction de la diminution de taille, de la forme, de la température, du 
solvant de dispersion mais aussi de la distance entre les nanoparticules [307, 308]. Cette propriété optique 
unique est due à l’oscillation collective des électrons qui se trouvent à la surface des nanoparticules 
stimulées par un champ électromagnétique externe, ce qui permet leur utilisation pour le diagnostic [206, 

262]. 

 
Figure 102 : Schéma de la résonance électronique de plasmon de surface, adapté de la référence [309]. 

De part leur photostabilité, les nanoparticules d’or peuvent servir à vectoriser des molécules pour la PDT. 
En effet, l’interaction entre la radiation incidente et la résonance électromagnétique (oscillation 
collective des électrons de la bande de conduction) du métal noble induit un large champ électrique de 
surface qui, par une augmentation de la section efficace d’absorption (scattering cross section), favorise 
la résonance de plasmon et donc les propriétés radiatives des nanomatériaux. Du fait de l’interaction 
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entre les nanomatériaux métalliques et l’état excité des fluorophores, les électrons libres du métal 
oscillent avec ceux du fluorophore associé (phtalocyanine [260], bleu de méthylène [310]), ce qui reproduit 
le comportement d’un dipôle augmentant l’absorption et les propriétés photophysiques du fluorophore 
qui leur est couplé [158, 260, 310]. Narband et al. ont montré que des thiazines cationiques (bleu de toluidine 
O (TBO) et le bleu de méthylène) ont une forte interaction avec les nanoparticules d’or (augmentation de 
leur absorption UV-visible). Il en résulte une efficacité antibactérienne par effet PDT du TBO couplé aux 
nanoparticules d’or supérieure à celle du TBO seul, avec un taux de destruction du Staphylococcus 
aureus de 90% à 99% [310]. Une autre équipe, celle de Khan et al. a, quant à elle, étudié l’effet du bleu de 
méthylène en présence de nanoparticules d’or sur des biofilms de Candida albicans. Les nanoparticules 
qu’ils ont utilisés montrent également une interaction avec le photosensibilisateur, ce qui augmente les 
propriétés d’absorption UV-visible du PS [310]. Il en résulte une plus forte destruction cellulaire en 
présence de nanoparticules et de bleu de méthylène, après irradiation, par rapport au PS seul. 

 Les nanoparticules à base de lanthanides 

Elles présentent l’avantage de présenter un caractère paramagnétique qui implique qu’elles peuvent 
être utilisées en temps qu’agent de contraste positif pour l’imagerie IRM [311] et une luminescence due 
aux lanthanides qui les constituent, offrant ainsi une alternative intéressante pour l’imagerie de 
résonance et la photoluminescence [311]. 

Les nanoparticules de lanthanides peuvent être classées en 3 familles : 

- Oxydes simples (pour l’IRM et RX) 

Ces nanoparticules ne sont pas développées dans cette partie car il s’agit d’oxydes de métaux dont le 
principal intérêt réside dans leur utilisation en imagerie mais ils ne sont pas reliés directement à la PDT. 

- Oxydes dopés pour la fluorescence obtenue par down-conversion ou photon-cutting 

(excitation monophoton) 

Les différentes méthodes de synthèse utilisées pour obtenir ces nanoparticules fluorescentes sont la 
méthode sol-gel, la méthode d’émulsion et la méthode de précipitation [312]. Il a été montré que les 
propriétés de fluorescence de ces nanoparticules dépendent fortement de la localisation des atomes de 
dopant à l’intérieur des nanostructures. De plus, cette localisation est fortement liée à la technique de 
synthèse utilisée pour obtenir les nanoparticules [312]. Ce type de nanoparticules permet de convertir des 
photons de haute énergie, souvent situés en dehors du domaine du visible, en photons de plus faible 
énergie et se trouvant dans le domaine du visible [311, 313]. On parle alors de « Quantum Cutting » dont le 
principe est de convertir un photon de haute énergie en plusieurs photons de plus faibles énergies que 
celle du photon incident [314-317] (Figure 103). 
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Figure 103 : Diagramme des niveaux d'énergie d'un système 
Gd

3+
 - Eu

3+
 montrant la possibilité du « Quantum Cutting », 

d’après la référence [317]. 

Ce type de nanoparticules couplées à la radiothérapie est envisageable pour la PDT car elle permet 
d’exciter le cœur avec des rayons X qui seront convertis en rayonnement UV-visible qui sera à son tour 
absorbé par le photosensibilisateur fixé sur la nanoparticule [318, 319]. La nanoparticule sert alors d’agent 
de conversion énergétique (ou transducteur) pour l’excitation du photosensibilisateur (Figure 104) [4, 320]. 

 

 
Figure 104 : Spectres d'émission de nanoparticules Gd2O3:Eu

3+
 (2%) (à gauche) et Gd2O3:Tb

3+
 (2%) (à droite) excitées à 336 

nm, adapté de la référence [321]. 

Ces nanoparticules peuvent également être co-dopées avec un lanthanide autre de celui qui va émettre 
dans l’UV-visible (ex : Eu3+ et Tb3+). Cette méthode permet d’avoir une augmentation de fluorescence de 
la nanoparticule sans changer son spectre d’émission ni nécessiter d’augmenter la concentration en ion 
lanthanide qui va fluorescer. En effet, une concentration trop importante en dopant est néfaste pour son 
intensité de fluorescence car celui-ci va se désexciter par un mécanisme d’auto-quenching [322]. Lors de 
l’excitation, le photon incident est de haute énergie et va ainsi donner lieu à un processus de down-
conversion par FRET. Le transfert d’énergie de fluorescence par résonance (FRET) est un processus de 
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transfert d’énergie non-radiatif dans lequel l’énergie est transférée depuis un état excité donneur vers 
un accepteur se trouvant à un état fondamental d’énergie proche de celui du donneur. 

- Oxydes dopés pour pour la fluorescence obtenue par l’up-conversion (multiphoton) 

Ces nanoparticules également nommées UCNP (lanthanide-doped up-conversion nanoparticles) peuvent 
être synthétisées de plusieurs façons : par la méthode de co-précipitation, par la décomposition 
thermique, par procédé sol-gel, par la méthode dite hydro (solvo) thermale [323]. Ces nanoparticules sont 
constituées d’une matrice transparente qui est composée d’oxydes, le plus souvent, de lanthanides : 
Y2O3, Lu2O3, Gd2O3, GdPO4, MnO [311, 324] mais on trouve également des sulfures et des halogénures de 
lanthanides GdS, GdF3 

[311], NaYF4. Le choix de ce type de matrice vient du fait que ces oxydes possèdent 
la même structure cristalline avec des paramètres de mailles quasiment identiques avec des valeurs des 
constantes de lattice très proches [323, 325]. Ces matrices oxydes sont co-dopées avec un ou plusieurs 
autres lanthanides qui vont alors se trouver incorporés dans la structure sous la forme d’un ion trivalent 
Ln3+. Elles doivent comporter un ion lanthanide trivalent jouant le rôle d’activateur (typiquement Yb3+) et 
un lanthanide jouant le rôle de centre d’émission lumineuse (ex : Er3+) (Figure 105). Il s’opère alors un 
transfert d’énergie depuis le lanthanide donneur vers l’accepteur approprié. Lors de l’irradiation, les ions 
dopants passent chacun leur tour dans un état excité métastable. L’ion absorbeur, du fait de sa grande 
section efficace d’absorption, va passer de son état fondamental à un état excité pour ensuite retourner 
à son état fondamental en transférant son énergie, de façon non-radiative, à un ion accepteur. Les ions 
accepteurs vont alors atteindre un état de plus haute excitation pour ensuite redescendre à leur état 
fondamental avec l’émission d’un photon de plus haute énergie dont la longueur d’onde se trouve dans 
le spectre UV-visible [157, 326]. L’activateur doit donc posséder une section efficace suffisamment grande à 
la longueur d’onde d’excitation souhaitée et il doit pouvoir transférer efficacement cette énergie au 
centre de luminescence. L’ion luminescent doit, quant à lui, posséder un niveau d’énergie métastable qui 
a un temps de vie à l’état excité suffisamment long. Le mécanisme d’up-conversion se fait alors avec 
deux photons de faible énergie (infra rouge) [326]. Ce processus est nommé « luminescence resonance 
energy transfer » (LRET) [327]. La présence de ces impuretés confère ainsi des propriétés originales à ces 
objets. La propriété principale de ces nanoparticules réside dans le fait que le co-dopage permet de les 
exciter avec une source lumineuse dont la longueur d’onde se situe dans le proche infrarouge (≈ 1000 
nm) et par conséquent dans la fenêtre thérapeutique pour donner des longueurs d’ondes d’émissions 
situées dans l’UV et le visible [325]. Elles permettent ainsi d’obtenir une luminescence par up-conversion 
qui est un processus optique non-linéaire qui, par effet de pompe, converti plusieurs photons (deux ou 
plus) de faible énergie (provenant de la région infrarouge du spectre lumineux) en un photon émis avec 
une longueur d’onde plus courte et donc d’énergie plus élevée [328] par rapport aux photons incidents. 
Les matériaux fluorescents à up-conversion possèdent également de nombreux avantages par rapport à 
la down-conversion, ils possèdent des raies d’absorption et des bandes d’émission bien définies. De plus, 
leur domaine d’absorption situé dans le proche infrarouge permet d’avoir une plus forte pénétration que 
pour les matériaux à down-conversion classique de plus, leur auto-fluorescence est faible et ils possèdent 
un ratio signal/bruit très élevé. Un point clé des ces nanoparticules provient du fait que la quantité (en 
mol%) des atomes dopants peut être ajustée pour d’obtenir la fluorescence la plus intense possible et 
éviter un phénomène de quenching dû à une trop grande proportion en scintillateur [325]. En effet, 
lorsque la quantité du lanthanide luminescent utilisé pour le dopage augmente jusqu’à un certain seuil, il 
se produit un quenching de fluorescence du fait d’une relaxation croisée ou migration d’énergie entre 
centres de quenching/de fluorescence (Ln3+) qui est dûe à une forte diminution du temps de vie de 
fluorescence du dopant. Du fait de la faible distance entre ces atomes, il se crée un réseau qui rend les 
interactions possibles entre les centres de fluorescence très proches qui vont alors se désexciter par 
résonance non-radiative, ce qui réduit leur temps de vie à l’état excité et donc diminue fortement leur 
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durée de fluorescence. L’énergie d’excitation est alors perdue de façon non-radiative [311, 312] (Figure 106). 
Les interactions mutuelles qui conduisent au quenching de luminescence dans les matériaux à l’état 
solide sont reliés par la relation de proportionnalité:  

        
 
 
  

; où I est l’intensité relative d’émission, C la concentration en dopant Ln3+, s la constante d’interactions 
mutuelles. Le quenching de luminescence est ainsi relié à la résonance multipôle de transfert électrique 
entre deux Ln3+ proches et donc à leurs échanges par interaction [312]. 

 
Figure 105 : Diagramme des niveaux d'énergie lors de l'émission 
par up-conversion de nanoparticules Gd2O3: Er

3+
, Yb

3+
 excitées à 

980 nm, d’après la référence [326]. 

 
Figure 106 : Spectre d'émission de nanoparticules 
dopées en fonction de la concentration en Eu

3+
, 

adapté de la référence [311]. 

Comparée aux sondes fluorescentes classiques qui sont basées sur un principe de down-conversion 
énergétique, l’imagerie par up-conversion à partir d’une excitation infrarouge des nanoparticules 
apporte trois avantages : une faible auto-fluorescence de fond, une plus forte pénétration des tissus 
irradiés et une grande photostabilité [324, 328]. 

 Les nanoparticules à base de silice 

Un chapitre de livre a été entièrement dédié aux nanoparticules à base de silice, et inclus en fin de ce 
chapitre d’introduction. 

L’étude des nanosphères de silice et le contrôle de leur croissance (dans des dimensions de l’ordre du 
micromètre en milieu monophasique) a été réalisée pour la première fois dans les années 1960 par 
Stöber, Fink et Bohn. Cette étude a porté sur la variation de dispersion de taille des nanoparticules de 
silice ainsi que sur la vitesse de réaction de tétraalkyle silicate (Si-R4) en présence de différents alcools 
et/ou d’eau en condition basique (ammoniaque). Le méthanol est le solvant qui permet d’obtenir les 
plus petites nanoparticules et que la catalyse basique est une condition nécessaire à l’obtention de 
nanoparticules sphériques [329]. Une technique de synthèse apparue dans les années 1990 et 
couramment utilisée est la micro-émulsion inverse aussi appelée micro-émulsion eau-huile. Cette 
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technique consiste à agiter un mélange constitué de deux liquides non miscibles additionné d’un tensio-
actif, ce qui permet d’obtenir de petites gouttelettes de phase aqueuse de tailles contrôlables en 
suspension dans l’huile. Il est alors possible de faire croître des nano-objets à l’intérieur de ces micelles 
inverses par hydrolyse-condensation d’alkoxysilanes [330]. D’un point de vue de leur synthèse, ces 
nanoparticules présentent l’avantage de pouvoir être façonnées afin d’obtenir une taille et une forme 
choisies, avec un volume de pore et une surface spécifique contrôlés [263, 272]. Elles présentent également 
l’avantage d’être chimiquement inertes et de posséder une matrice poreuse qui ne se modifie pas en 
fonction des variations de pH [263]. Lorsqu’elles sont obtenues par la synthèse de micro-émulsion directe 
(eau dans huile), le volume important de leurs pores (0,6 à 1,0 mL.g-1), leur grande dimension (2 à 30 nm) 
ainsi que leur surface spécifique élevée (600-1000 m2.g-1) permet de charger ces nano-objets 
mésoporeux  avec une quantité non négligeable de molécules actives [229, 272]. Il est également possible de 
fonctionnaliser leur surface afin de contourner les problèmes d’interactions biologiques non désirées, de 
faciliter la biodisponibilité ou encore d’augmenter l’internalisation au niveau des cellules afin d’accroître 
l’efficacité thérapeutique. Ceci s’obtient en modifiant les conditions de synthèse et/ou en faisant varier 
les réactifs utilisés lors de leur élaboration. Il est ainsi possible d’utiliser, pendant la synthèse ou dans 
une deuxième étape, des mélanges d’alkoxysilanes comportant différents groupements tels que : -R-NH2, 
-R-COOH, -R-SH [272, 331]. 

Ces nano-objets sont obtenus par la réaction d’hydrolyse-condensation de précurseurs silanés en 
présence d’un catalyseur (acide ou base) et d’une molécule comportant un groupement hydroxyle (-OH). 
La catalyse acide favorise la formation de polymères de type linéaires alors que la catalyse basique 
conduit à la formation de polymères de type branchés. Silva et Airoldi [175] ont ainsi montré que la 
catalyse basique (Figure 107, Figure 108) permet d’obtenir des silices avec des tailles de pores plus 
faibles comparées à celles obtenues avec la catalyse acide (Figure 109, Figure 110). 

Ces nanoparticules présentent une large gamme d’applications. Elles peuvent être utilisées pour la 
fabrication de détergents, la conception d’isolants thermiques, comme adsorbants ou anti-agglomérants. 
Elles peuvent également servir de support pour la catalyse [331]. De plus, du fait de la polyvalence au 
niveau de leur fonctionnalisation, il est possible de les utiliser pour l’imagerie de fluorescence et/ou pour 
l’IRM, pour la thérapie dans le cadre du transport de molécules actives ou encore pour la PDT [229]. Nous 
nous concentrerons, ici, sur le domaine concernant les nanoparticules de silice pour les applications 
médicales. Ces nano-objets sont de deux types : les nanoparticules de silice pure et les nanoparticules de 
type cœur-coquille (core-shell). 

Une autre technique, appelée micro-émulsion inverse (huile dans eau) permet d’obtenir des silices 
microporeuses. 

Les enrobages de silice 

Ils présentent plusieurs avantages comparés aux enrobages de polymères organiques. La silice obtenue 
est beaucoup plus stable que les polymères et elle n’est pas vulnérable aux attaques bactériennes. 
Contrairement aux polymères, elle ne se déforme pas et sa polarité ne change pas en fonction du pH. 
Elle peut également être modifiée au niveau de sa surface par une multitude de groupements 
fonctionnels en utilisant la réactivité chimique des silanes et des réactifs organosilanés. De plus, elle joue 
un rôle important dans la protection, la photostabilité et la stabilité chimique de la nanoparticule 
(fluorescente) enrobée [117]. 
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Figure 107 : Schéma réactionnel de l’hydrolyse-condensation de précurseurs de silice 

en catalyse basique, d’après la référence [175]. 
 

 
Figure 108 : Photographie TEM des 
nanoparticules de silice obtenues 
par catalyse basique, d’après la 

référence [175]. 

 
Figure 109 : Schéma réactionnel de l’hydrolyse-condensation de précurseurs de silice 

en catalyse acide, d’après la référence [175]. 
 

 
Figure 110 : Photographie TEM des 
nanoparticules de silice obtenues 

par catalyse acide, d’après la 
référence [175]. 
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dîagnosîs and therapy due to the selective accumulation of the photosensitizer in cancer ce lis in vitro or in tu mors in vivo. Multifunctional 
nanoplatfonns combining severa! applications wîthin the same nano·object emerge as potential importan t theranostic tools. This review. 
based on the chcmical nature of the nanoparticlcs wi ll discuss recent advances in the arca of non polymerie nanoparticlcs for 
photodynamic therapy applications. 

Keywords : Nanopartic le, photosensitizer, photodynamic therapy, reactive oxygen species, nanomedicine. 

TRODUCT IO N 

Over the last few years, photodynamic therapy (PDT) has 
emerged as an alternative to chemotherapy and mdiotherapy for the 
treatment of various diseases inc luding cancer [1, 2). lt involves the 
use of light, photosensitize rs (PS) and oxygen. The excitation of 
photosensitizers (PSs) with light of an appropriate wavelength tcads 
to energy or electron transfer to neighboring oxygen or substrate 
molecules [3]. Reactive Oxygen Species (ROS) and singlet oxygen 
(

10 2) which are commonly acceptcd to be the main cytotoxic 
species a re fom1ed and lead to the destruction of cancer cells by 
both apoptosis and necrosis. The enicacy of PDT def-ends on the 
photoscnsitizcr's ability to produce ROS and 0 2, oxygcn 
availability [4], light dose and photoscnsitizcr conccntmtion in the 
treated arca. 

POT is an alternative treatment approach to cancer treatm ent. 
However, the clinicat eniciency of this technique is o ften limited by 
the diniculty in administering mostly hydrophobie photosensitizers 
intravenously, low photodynamic yield of the hydrophobie 
photosensitize rs due to their aggregation in solution, inadequate 
phannacokinetic due to the low water solubility of the major ity of 
the photose nsitizers used, and the law selectivity towards malignant 
tissues. 

To improve the accumulation of photosensitizers into the 
dcsircd arca, anticanccr thcrapy tends towards crcating hybrid 
molecules composed of a photo-activatable princ iple associated 
with a recognition mod ule. Conjugation of a photosensitizer with 
ta rgeting modules such as sugars [5] or folie acid [6], which have a 
particular anin ity for the cognate receptors present in abnonnally 
large numbers on the tumor surface, leads to a significant and 
selective incrcasc in cellular incorporation, and thc refore of 
photodynamic activity. Even if a great deal of efTort has been made 
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in developing third generation PS with a covalent! y linked vector to 
target receptors over-expressed in cancer ce lis, very few have been 
evaluated for clinicat applications mainly because their in vivo 
selectivity was not high enough [7]. 

New improvements concem the use of nanoparticles that can 
work as carrier for anti-cancer agent delivery. A n indication of the 
levet of intcrcst in nanoparticles for therapeutic applications is 
illustrated by the numbcr o f reviews that have bcen written in the 
last two years on nanoparticles and citing PDT in control of oml 
biofilm [8] antimicrobial PDT [9] and in combination with other 
ant i-tumor modalit ies [1 0]. They do indeed have many advantages 
such as good colloidal stability, efTective protection of encapsulated 
drug against enzymes and hydrolysis, surface tailorabi lity and 
multifunctionality, and rc lativcty casy to prepare. More 
importantly, thanks to thcir sizc, nanopaniclcs allow the selective 
accumulation of the PS in cancer cells duc to the cnhanccd 
pem1eabili ty and retention (EPR) e fTect of turnor tissues [Il ]. ln 
20 10, an overview of the difTerent methods for the synthesis of 
si lica-based nanoparticles, from the pioneering works to the latcst 
achievements, was provided by our team [12] . ln a book chapter, 
we also described the main nanoparticles possessing a three 
dimens ional rig id matrix for PDT applications [13]. Since then, two 
reviews and a book chapter have been devoted 10 the use of 
nanoplatfonns to improve PDT applications [14-16]. 

ln this review wc will focus on the latest works re lated to 
nanopart icles posscssing a three dimcnsional rigid matrix exccpt 
quantum do ts. Liposomes, micelles [17-2 1], low-density lipoprotein 
[22], polymer-based [23-29], lipid nanopanicles [30], HAS [3 1-34], 
hydrogcl or nanogcl [35, 36], chitosan [37-40], dcndrimers [41] and 
pluronic [42] will not be dcscribcd herc. 

NANOPARTICU LAR SYSTEM FOR POT 

The development of nanopan icles-based photosensitizers can 
overcome most of the shoncomings o f classic photosensitizers su ch 
as li ver accumulation [43-45]. The difTerent types of nanopart icles 
designed for PDT applications are shown in Fig. (1). 

Cl 20 12 Bentham Science Publîshers 
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i) 

l<~ig. ( 1 ). Main nanodrugs used for cancer treatment and diagnosis. 

Biodegradable nanoparticlcs 

j) 

Clw11ikru1 er ul. 

d) 

h) 

1) 

a) Liposomes - Polymerie NPs: b) polymerie, c) capsules, d) nanosphercs - e) dendrimer. 

Non~biodegradablc nanoparticles carriers 

•passive nanopaniclcs: 0 magnctic, g) gold, h) multifunctional sil ica , k) nanotubcs, 1) zeolite 

•active nanopanicles: i) quantum dot, j ) up-convening NPs. 

Their composition characteristics for drug delivery in cancer 
are: [43] 

Polymerie nanoparticles that can be made biodegradable by an 
appropriate choice o f composition and structure. 

Their surfaces can be modified with functional groups 
possessing a diverse array of chemical o r biochemical 
propert ies. The nanoparticles can be tailored with compositions 
so that they do not undergo enzymatic degradation and thus 
efTectively protect the encapsulated probes or drugs. 

Due to their sub-cellular and nanometer s ize, they can penetrate 
deep into tissues through fine capillaries and pass through the 
fenestrae into the epithclial lining the blood vcssels. 

D epending on their chemical composition, they may be: 

resistant to microbial anack (for example silica nanopartieles)) 

immunogenic, not eliciting any immune response when 
introduccd in the body's circulato ry system, which often leads 
to severe consequences by shutting otT or clogging up the 
circulatory system (for example small nanoparticles with 
hydrophilic surfactant) 

produced in an optically transparent fonn. Therefore, light 
activation and optical probing can readily be accomplished. 

They can have higher extinction coeffi cients than organic dyes. 

Nanoparticles are more photostable than organic dyes for in 
vivo applications. 

Polymerie nanoparticles provide three difTerent stmctural 
platfonns for diagnosis and therapy namely: 

an interior volume in which various probes and thcrapcutic 
agents can be encapsulated; 

ii a surface which can be functionalized to attach targc ting 
groups to cany the nanoparticles to cells or biological sites 
exprcssing appropriate receptors. ln addition, the surface 
can bind to specifie biological molecules for intracellular 
delivery (such as DNA in gene therapy). The surface can 
also be functionalized to introduce a hydrophilic (polar), 
hydrophobie (non-polar) or amphiphilic character to enable 
d ispersibility in a variety of nu id media; 

and 

iii pores in the nanoparticles, which can be tailored to be of 
specifie sizes to allow selective intake or release of 
biologically active molecules o r to activatc thcrapeutic 
agents. Thus the arca of mesoporous po lymers with 
contro lled porosi ty is o f intense current act ivity and interest. 
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They can be used for difTerent therapies (e.g. radiotherapy, 
hypcrthem1ia). 

A possible classification of nanoparticles used for POT re lies 
on their chemical composition. ln this review, wc will only discuss 
the most recent developments nanopanicles possessing a three 
dimensional rigid matrix in (references in bold in Table 1) which 
were not described in our previous reviews [12, 44] or chapter book 
[ 13]. Table 1 shows an overview of ali the non polymerie 
nanoparticles based POT systems except quantum dots with the 
type of nanaoparticle, their size, the photosensitizer thal has been 
encapsulated (E) o r covalently linked and in vitro or in vivo 
experiments. 

GOLO NANOPARTIC LES 

Among ali the metal nanoparticles, gold NPs (AuNPs) are 
rece iving the greatest attention mainly due to a combination of 
unique properties that tend themselves to multiple applications such 
as labeling, delivery, heating and sensing. Moreover, due to 
localized surface plasmon resonances, it has been recently 
demonstrated that the field enhancement of the incident light 
around gold nanoparticles could be used to increase the excitation 
emcacy of the photosensitizer [ 133]. Reum et al. worked on the 
functi onalization of gold surface nanoparticles using a layer by 
layer technique (14.5 nm diameter) [58, 59]. Citrate-stabil ized gold 
nanopanicles negatively charged were encapsulated with a 
po ly(ally lamine hydrochloride) (PAI·I) layer. A mTHPP­
polystyrene sulfonate complex (PSS/mTHPP) was prepared and 
increased the solubility of mTI-IPP in water. 7t-7t inte ractions and 
hydrogen bonds were involved in the immobilization of mTI-IPP as 
shown by docking studies. The negatively charged complex was 
then adsorbcd on the surface of the PAI-1-gold nanopanicles. Five 
layers, three PAH and two PSS/mTI-IPP were used to embed the 
gold nanoparticles and 1035 mTI-I PP molecules by gold 
nanopanicle were cncapsulated. Unfonunately, no POT 
experiments were performed. 

The team of O. Russell was the tirst to devclop in 2002 
phthalocyanine-stabilizcd gold nanoparticles as potcntial dclivcry 
vehicle (Table 1). The same team studied the in vivo emcacy of the 
C Il Pc phthalocyanine derivative and the corresponding AuNP­
C Il Pc conjugales (2-4 mn) for the POT of amelanotic mclanoma 
(8 78 1-1 1 cells) sub-cutaneously transplanted on mice [54]. 
lnterestingly, the A uN P-C Il Pc conjugales were fou nd to target 
cancer tissues more sclcctivcly and to inducc a more extensive PDT 
response compared to the free C I l Pc photosensitizer. Moreover, 
longer blood circulation and grcater accumulation in most organs 
wcrc obscrved with A uN P-C Il Pc conjugales. Vascular damage 
observed by electron microscopy suggested thal the POT emcacy 
can be explained by an anti-angiogenic action promoted by th e 
AuNP-Cl l Pc conjugales. More recently, they described the 
vectorization of AuNP-C Il Pc conjugales for POT of breast cancer 
ccli tines by fu nctionalizing the AuNPs surface wi th a 
heterobifunctional polyethylene glycoi i-IS-PEG-COOI-1 3000 viaS­
Au linkage and by attaching anti-I-IER2 monoclonal antibodies to 
the PEG chain via an amide linkage [57]. Anti-I-I ER2 antibodies are 
able to specifically target I-IER2 epidennal growth factor ccli 
surface receptors overexpressed on the surface ofbreast cancer ce lis 
like SK-BR-3. Thus, anti-I-IER2 antibodies were found to enhance 
the selective targeting of this type of breast cancer ccli and through 
the emcacy of the 4-component "antibody-C IIPc-PEG-AuNPs" 
conjugales for POT applications. 

ln another study, Zaruba et al. synthesized and immobilized 
rwo porphyrin-bn1c ine quatemary ammonium sal ts on gold 
nanoparticles ( 14.7 nm diameter) [55]. The porphyrin-brucine 
systems were incubated with mouse mamrnary carcinoma ccli line 
4T 1. Con focal microscopy experiments demonstrated the 
localization of the porphyrin derivatives in the lysosomes. ln vitro 
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POT experiments showed that porphyrin-brucine atone were more 
effective for cancer ccli dcath than whcn immobilizcd on gold 
nanoparticles. H owever in vivo experimcnts revealcd a higher PDT 
emcacy of the porphyrin system bonded on the go ld nanoparticles 
duc to the interactions of plasma proteins with the nanoparticlcs, 
and an enhanced EPR efTect, resulting in the potent accumulation of 
the nanoparticles in tumors. 

PEG molecules grafted on the surface of AuNPs prevent their 
aggregation and non-specifie binding. Cheng et al. used these 
ligands to encapsulate silicon phthalocycanine 4 (Pc4) 
photosensitizer through Van der Walls interactions. Orug release 
experiments showed that Pc4 molecules were released wi thin the 
first two hours, and thal tumor cells accumulated the dmg [5 1]. 
M oreover, in vivo expcriments showed an enhanced accumulation 
of Pc4 molecules in tumor sites of cancer-bearing mice. The AuNP­
Pc4 conjugates dramatically decreased the drug delivery time 
necessary for POT from two days to two hours compared to free 
Pc4 molecules. The efficacy of POT can be deduced by observing a 
decrease of the tumor volume which became necrotic . Cheng el al. 
also showed that drug de livery into HeLa cancer ce lls, and thus 
POT emciency were strongly afTected by the nature of the bond 
between the photosensitizer and the AuNPs [ 134]. Non-covalent 
interactions between AuNPs and Pc4 molecules were essential for 
e fTective drug re lease and a significant uptake of the photosensi tizer 
into the cells. ln vivo biodistribution of Pc4 in rat g lioma (9 L) 
cancer bearing-mice confi rmed this fact and showed a rapid 
accumulation of the photoactive drug within the tumor tissue [56]. 
Moreover, this study allowed the authors to determine a POT time 
window from 1 to 6 hours after intravenous injection. The possible 
mechanism involves Au-NP-Pc4 accumulation in tumors, the 
release of the drug from the nanoparticle and its transport into the 
cytoplasm of tumor cells by low density lipoproteins and other 
hydrophobie molecules. The 7-days test period also showed rapid 
drug and AuNPs excretion by renal clearance and the hepatobi liary 
system. 

SJLICA ANO PARTICLES 

Among the variety of nanoparticles, silica-based nanomaterials 
have very recently emerged as promising vectors for POT 
appl ications. Silica nanoparticles are indeed chemically inen and 
the silica matrix porosity is not susceptible to swell or change with 
a varying pl-I. A variety of precursors and methods are available for 
thcir synthesis allowing flcxibili ty and thus meaning numerous 
POT drugs can be encapsulated. Furthennorc, partiel es size, shape, 
porosity and mono-dispersibility can be easily contro lled during 
thcir preparation [ 12]. Morcover silica nanoparticles are espccially 
suitable for POT since they do not release the photosensitizer but 
allow 0 2 and 10 2 to di fTuse in and out through the shell of s ilica 
nanovehiclcs, rcduc ing the risk of toxic ity and vascular clogging 
caused by free PSs aggrcgate into clustcrs in blood. 

Non Covalent Encapsulation of PS ln S ilica Nanoparticles 

Following the pioneering work of Prasad and Kopelman groups 
[60, 6 1], severa! researchers have tried to encapsulate PS inside 
si lica nanoparticles (Table 1). ln 2003, the precursor work of 
Kopelman led to the encapsulation of meta-tetra(hydroxyphenyl) 
chlorin or Foscan® into silica nanoparticles [60]. The same group 
published the encapsulation of methylene blue [62] or more 
recently polyacrylamide-based (PAA) nanoparticles were 
engineered for the intracellular delivery of active agents. Qin et al. 
encapsulated two different methylene-blue derivatives PS in PAA 
nanopanicles via covalent lin king, allowing the protection of the 
methylene derivatives from enzymes in the biological environ ment. 
After attachment of F3 peptide groups for targeting, cach type of 
nanopanicle was tested i11 vitro for POT with MOA-MB-435 rumor 
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Table 1. Threc Dimcnsional Rigid Matrix Nanoparticlcs (Except Quantum Dots) for POT Applications 

Ty pe of Sizc (nm) rs CiE l'hototoxicity test. ln I'Îiro modcl Ref.{s) 

na nopaliclcs 

Gold 2-4 ZnPc c 46) - - - - -
2-4 ZnPc c human malignam ccNical ce lis Q·lel~~ ~ - - 1-- -
8-25 cholînium-Purpurin-18 c Human lung carcinoma ccli. A596 48] 

30 ALA E human nconatal dcnnal fibroblast and human fibrosarcoma (HT 1080) 49] 

5 Pc4 CIE human ma lignant cervical cells (Hela) 50. 5 1] 

L: 35 Toluidine b lue 0 c bacteria 52) 

W: 9 

L: 35 lndocyaninc green c human lung carcinoma malignant cell linc (A549) 53] 

W:9 

2-4 Cil Pc c C51 micc-amclanotic mclaooma 54] 

15 Porphy rin-bru cine E PFJCA-PJ34 squamous ce li can::inoma cdls linc 1551 

5 Pc4 CIE Ra t glioma c.ancer cclls (9 L) (O\'Crexp ressing EG FR +TfR) 1561 

4 C il Pc c brcasl ca nce r cell lincs (SK-BR-3 1571 

• MDA-MB-231) 

15 mTIIPP E 158.591 

Silica 180 mTHI'C E 60] 

30 liPPH E UCI-1 07. human epithelial ovarian can:inoma, Hela 61 ) 

160 Methylene blue E C6 (rat glioma) 62] 

10 fullcrene c 63] 

30 HPPH+BDSA E human malignant ceNical ce lis (Hela) 64) 

25 HPPH E ~ - --1- - - - - -
20 IP c colon 26 66] 

130 Hypocrellin A E human malignan t cervical ce lis (Hela) 67, 68) 

55-90 Pp IX c 691 

25 PPIX E human malignant cerv ical cc lis (He la) 70] -- ---- --
30 mTHPC E human oesophageal cancer cc li s KYSE 5 10 71] 

25-30 Pc4 E melanoma cclls (A -375 and 81 6-F IO) ~ - -- --
60 Two-photon absorption PS E macrophages 73) 

105 Methylene blue E hu man malignant c ervical cclls (He la)+ bal b/c nudc mice 74] 

110 Pp IX c human malignant cervical ccll.s (He la) 75] 

70-100 l)dTPI' c ~st cancer cc lllinc (MDA-MB-23 1 ). glioblastoma cc lis (U87-MG) _ ~ - 1-- -
160 An ionie porphyrin c MDA-MB- 231 breast cancer cclll inc 77] 

57 hematoporphyrin c H0-8910 PMcclls 78] 

10, 25, 60 PpiX E colon cancer cclllinc (l-ICf 116) and HT29. A431 , LLBC37, MOA-MB- 79] 
23 1 

- 1- - - --
110 Hypocrellin A E human malignant c erv ical cclls (Hela) 21 ) 

100 Hypocrcllin B E breast cancer cc ll linc (MCF-7 ) 80] 

50-80 Rose bcngal c Staphylococus au reus (MRSA) and Staphylococus epidcrmis. 81] 

78- 150 porphyrîn c breast cancer cellline (MDA-MB-231) 82] 

50 TPP E 83] 

10-200 Pp IX E 1-IC I" 116 (colon ra ncer line) 1841 

8-14 TPC c MDA-MB-231 breast canccrcdllinc 1851 

Si !ica 60 . 120 mcrocyanin E breast cancer cens 1ines (MCF-7/AZ) 86) 

NaYF.JYb3~ . 
30 IIPPli-BDSA E human malignant cerv ical cc lis (Hela) 65] 

Er'' 
35-60 Zn Pc E b1adder cancer cclii ines (MB49) 81. 87] - - 1-
30 Chlorin c6 TCPP E 1881 - 1- - - - --
30 Chlorin e6 c 1-lela eells 4TI murine 1891 
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(Ta b le 1). Co ntd .. ... 

Ty pe or Size(nm) rs CiE Phototoxicity test. ln l'itro madel Rcf.(s) 

na nopa ticlcs 

si licon 3-4 mousc fi broblasts 90] - -1- - --- - - --
2.4 91) 

Carbon nanotubc Chlorin c6 E 92) 

Bodipy-bascd PS E 93] - ---
phenos.afraninc and Nilc E BI-IK-21(mousc fibroblast) 94) 
Blue 

Ti01 300 HeLa T -24 human bladdcr ccll s 95. 96) 

human LoVo cancer 97) 

Chlorin c6 E human malignant cervical cc lis (Hela) ~9) --- - - -- ·-
Chlorin c6 E cancer rn urine thymie lymphoma (EL4) 100] 

150 MCF-7 brcast cancer cellline 101. 102] 

1 Zn Pc E HepG2, THP-1 , HDFs cells, 103, 104] 

Lcishmania parasites ----
100-1 75 c Hc pG 2 ea nce.- e cUs ~1 - --
10 ~uman ma lignan t een•ical eclls ( llcla) !1061 - - -- --
40 U251 human glio- blast oma ccll line jl07, 1081 

6 CJ2 cens )109 ) 

ZnO 5 meso-tctra (o-amino phcnyl) c human carcinoma NI H:OVCAR-3 cells 110) 

- --~rphyrin - t- -
3-4 TPP, II ,TPP( ' 111) , c - )I ll , 112) 

111TPP(N I-Il)l ond 

ZnTPP(NIIz)z 

4 d a u norubic.in SMMC 7721 cdls )83, 113, 114) 

Mg-Al hydroxides 4 Pp IX E Ill , 115) 

Ca-phosphate 100 mTHPP Methylene Blue E HT29 colon cancer cells, HIG-82 synoviocytes. J774A.I macrophages 116] 

zeolite 50 tctra-tcrt-butyl-substitutcd c E. Coli and N. Gonorrhocae bacteria 117] 
S''" 1 , phthalocyanine 
d ihydroxylc 

Iron oxidc + 30-60 Photofrin" E MDA-MB-435 human brcast cancer 118] 

PAA or Silica 30-60 Photofrin" E 9L (rat glioma) 119) 

40 Photofrin" E MDA-MB-435 human breast cancer+ 9l (rat glioma) 120) 

30 Methylene b lue E 121) 

55 lr(lll)) complcx c human malignant cervical cells (Hela) 122) 

33 TI'HC c RA W 264.7 and U937 cells 123) 

50 TPHC c apolipoprotcin E deficient (apoE-1-) mice 124] 

20-30 Purpurin-18 E 125] 

20-30 PHPP E SW480 colon carcinoma cells 126) 

25 HPPI-1 E RI F- I tumor cclls 127] 

~0 Pli PP E 125] 

50 Z nPc c hum an Hepa torna cells Q GY-7703, HeLa cells 1128 ) 

Polyacrylam ide 13-18 M JJde.-i,·ath·es c hu ma n b.-east e a nce.- cells (M0 A-I\1B-4JS) )129 ) - - - - - ----
Co/ FeiMo 8 C hlorophyllin E gingival fi broblasts ce lis 1301 

- - -
Fe2~. FeJ· 20 Cc6 c MGC80J eells )1 3 1) 

nano-BMPF 136 fullerene E )132) 

Size: hydrodynamic diamcter in nm; PS: photoscnsitizcr; CIE: C covalently coup k-d. E cncapsulated; 
BTB: Bromothymol Blue; BCP: Bromocrcsol Purplc: BDSA: 9,1()..bis (4'-(4"-Aminostyryl)styryl]-anthraccne; BMPF: bismcthanophosphonate fullcrene: CI IPc: Zn(ll )­
phthalocyanine disu lphide: J-IPPH: 2-(1 -hcxyloxycthyl)-2-devinyl-p)'Tophcophorbide: IP: iodobcnzylpyropheophorbidc: Mo-Chi: molybdenum chlorophyllin: MSN: mesoporous 
silica nanoparticlcs: meso-tctra(o-aminophcnyl) porphyrin: mT HPC: mctu-tctra(hydroxyphenyl)cMorin: mTHPP: mes-o-tctrahydroxyphcnyl porphyrin; PC: 
phthalocyanincdihydroxylc: Pc4: silicon phthalocyaninc 4; Pc19: Silicon phthalocyaninc 219: PH PP: 2,7, 12.18-tctramcthyl-3.8-d i( 1-propoxycthyl)-13, 17-bis-(3-
hydroxypropyl)porphyrin: PpiX: Protoporphyrin IX: PdTPP: Pd-meso-tetra(4-carboxyphenyl) porphyrin; JlHilP: 2.7 ,12, 18-tctramcthyl-3.8-d~ 1-propoxyethyl)-13.17-bis-(3-
hydroxypropyl)porphyrin; TPC: S-(4-carboxyphcnyl)·l O. 1 5.20-triphenyl-chlorin: TCPP: meso-tctra(4--carbox yphcnyl)porphine: TPHC: 5-(4-carboxyphcnyl)-1 0.15.20-triphenyl-2.3-
d ihydrochlorin: TPP: me.ço-tetraphcnyl porphyrin: Zn Pc: Zinc(JJ) phthak>cyaninc; ·•-": not spcçi fied. 
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cells. 8oth kinds of nanopanicle resultcd in etTective tumor cell 
kill ing and did not cause dark toxicity ( 129). 

Thienot et al. a Iso described in 2010 one pot synthesis of hybrid 
versatile nanocarrier exhibiting efficient stability in biological 
environment (84]. These nanopanicles arc made o f l'piX si lica­
bascd nanocarriers with bi layer eoating of triethoxyvinylsilane. O ne 
of the advantages of this synthetic stratcgy is thal thcsc nanocarricrs 
may be tuned wi thin the nano meter range from 10 nm 10 200 mn by 
control of the temperature, reagcnts quantit ies and co-surfactant 
agent. T he Pp!X s il ica-based nanocarricrs show efficient 
accum ulation wi thin tumors. The generation of 10 2 was detennined 
chemically by bleaching of OPBF. 

Two-photon absorption (TPA)-induccd excitation of 
photosensitizcrs is a promising approach for increasing light 
penetration (135] as weil as up-conversion, in which excitation light 
at a longer wavelength produccs emission at a shoncr wavclcngth. 
Thts concept of photon up-convcning nanopanicles (PUNPs) for 
POT was first publishcd by Zhang et al. (86]. aYFJYb3

•, E~· 
nanopaniclcs have becn uscd as PUNP and coatcd with a PS 
(Mcrocyanine 540)-encapsulating porous thin layer of silica. 
Recently, the team of Zhang et al. dcscribcd sodium yttrium 
Ouoridc up-convcrsion nanopaniclcs as a carrier for zinc(ll)­
phtalocyaninc. Mesoporous silica was coatcd onto NaYF4 

nanocrysta ls to fonn a core-shell stntcture loadcd with ZnPc. Upon 
irradiation at 980 nm, they provcd that the PUNP activatcd the PS 
and showcd a strong photodynamic etTcct on MB49 cclls [8 1, 87). 
Wang and his team published pegylated NaYF4 PUNP loaded with 
a chcmothcrapy molecule doxorubicin physically adsorbcd and 
targcted by fo lie acid. To test whcthcr thcir drug loading cou Id be 
applied to POT, they incubated the PUN P with Cc6 and TCPP and 
showed a loading capacity of 8.6 % (w/w) and 7.3% (w/w) 
rcspcct ivcly [89). Mo re reccntly, they wcre the first team to 
demonstrate i11 vivo NIR-induced POT based on PUN Ps in an ima l 
cxperimcnts (89]. ln this work, they loaded ce6 onto NaYF4 based 
PUNP functionalized by polyethyleneglycol. T heir main conclusion 
is that although 10 2 fom1ation is more etTective using d irec t 
excitation of Cc• at 660 nm than excitation at 980 nm, the PUNP 
otTers terrifically improvcd tissue penetration depth and could be 
preferable for the treahnent o f large or internai tumors. 

Cova lent Encapsulation of PS ln Silica Nanoparticlcs 

When physically entrappcd inside the sil ica network, the PS 
may be prcmaturcly rcleascd from the carrier which can lead to a 
rcduccd efficiency of treatment and to side-etTects. Covalent 
coupling of the PS inside or at the surface of the nanopanicles is 
cxpectcd to ovcrcomc these drawbacks. Morcovcr, funhcr progrcss 
in the field of silica nanopanicles for POT was achievcd when 
multifunctional panicles were functionaliz..."d by a biomolecule able 
to specifically target cancer cclls. Active targcting rcprcscnts an 
obvious field for improvement for POT. Until now, most o f the 
ciTons in the development of tumor targeting-photosensitizers 
focused on the targcting of markcrs over-cxprcssed by tumor cc lis 
them selves even if anti -vascular strategies arc becoming more and 
more imponant [7, 43, 136]. For reviews sec ( 137, 138]. Our team 
[82) described the synthcsis of S ilicalitcs and Mesoporous Silica 
Nanoparticles (MSN), which covalently incorporate original water­
soluble porphyrins. POT was performed on MOA-MB-23 1 brcast 
cancer cells and a li the nanoparticlcs showcd a significant ccli dcath 
a fier irradiat ion. The POT efficiency of the nanoparticles was not 
o nly correlatcd wi th the 10 2 quantum yield but also by cellular 
uptakc and subcellular localization of the nanopanicles in the 
organelles. The most etTective pathway consists of functionali7Jng 
the surface of the nanopanicles with a-mannose in order to promo te 
an active cndocytosis of the nanopanicles by cancer cclls. Wc 
showcd that the quantity of mannose on the surface should be 
carcfully adjustcd as too high an amount of mannose impairs the 
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phototoxicity of the nanopanicles. The data demonstratcd that the 
optimization of the ditTcrcnt paramctcrs of thcse multifunctional 
nanopanicles is a relevant prerequisi te before their i11 vivo PDT 
application. 

More recently [85], we conjugatcd a second generation 
photosensitizer, 5-(4-carboxyphcnyl)- 1 0, 15,20-triphenyl-chlorin 
(TPC) and around four ATWLPPR peptide units to a hybrid 
gadolinium oxide nanopan icle that could be uscful for magnetic 
resonance imaging (M RI) and POT. l lydrodynamic diameter of the 
nanopanicles was compriscd bctwccn 8 and 14 nm whereas the 
Gd, OJ core had a hydrodynamic diameter of 3.8 nm. Nanopanicles 
conferred photosensitiv ity on MOA-MB-231 brcast cancer cells 
over-expressing neuropilin-1, provid ing evidence that TPC-grafied 
within the nanopanicle matrix can be photoactivatcd to yield 
photocytotoxic etTects i11 ••itro. For the first timc, molecular affinity 
was testcd for peptide-functionalizcd nanopan icles, and the 
presence of four peptides ligand per nanopanicle was seemingly 
found to lead to a positive cooperativity in b inding of ATWLPPR to 

RP-1 protein. 

C ARDO NA 'OPLAT FORMS 

Single (SW Ts) or multiwallcd carbon nanotubes (MWNTs) 
can be uscd as delivery agents for PDT photosensitizcrs. Carbon 
nanotubes present severa) advantages. lt has been shown that they 
are intemalized by mammalian ce lis ( 139] through endocytosis 
(140] even ifother mechanisms can occur (141). they arc excreted 
from the body rapid ly and present no significant cytotoxicity [ 142], 
they can be modificd chemically (143. 144] but non covalent 
associations are also possible. Since the publication of our book 
chapter (1 3] no new work has becn dcvoted to carbon nanotubes 
although one study co vers the use of fullercnc ( 132]. lndeed, 
fullerene and its derivatives have becn extensivcly studicd in the 
bio medical field. Their biological activities towards various ccli 
types have been reponed, and previous rcsults have highlighted 
their potential uses as photosensitizers in photodynamic therapy of 
tumor and photoinactivation of bacteria and viruses 
antioxidative/cytoprotective reagcnts and carriers for drug delivery: 
ln a recent publication, Yang et al. [ 132] described the ctTects of a 
BMPF (bismethanophosphonate fullercne) on matrix-relatcd gene 
expression. Mediation of BMPF into watcr by OMSO leads to 
fom1atîon of an aqueous suspension of nanoparticlcs with an 
average size of 136.3 nm (nano-BMPF). These nanopanicles could 
induce a dawn-regulation of gene expression of matrix proteins 
aggrccan, type 1 and type Il collagcn and an up-regulation of gene 
expression of matrix metalloproteinase 3. IL-IRa ( IL- l receptor 
antagonist). but not IL- l receptor 1. was transcriptio nally inhibited 
by nano-BMPF. This data indicatcd a dise dcgcncration-inducing 
activity ofnano-BMPF, raising concems regarding possible adverse 
ctTects, while a fullcrene-bascd treatmcnt of dise discascs is 
employed. 

T IO vZNO NANO PARTIC LES 

Ti02 Na noparticlcs 

The application of Ti02 nanoparticlcs in life science is 
attracting more and more aucntion since the first report of 
photocatalytic disinfection by Matsunaga et al. in 1985 (145]. ln 
recent years, Ti0 2 nanopaniclcs wcrc used in the field of 
phototherapy of malignant cclls, and have been viewed as the 
potential photosensitizing agents for POT due to their unique 
phototoxic effect upon the irradiation [95, 146-15 1]. ln 2010, Tessy 
Lopez group investigatcd the possible synergy of zinc 
phthalocyanines (ZnPc), supponcd on Ti02 nanopanicles and 
probcd their i11 vitro photoactivity using visible light, on cancer 
cells and Leishmania parasites [103, 104]. They studicd the 
photosensitizing etTect of Zn Pc, nano-Ti01, and ZnPc-Ti01 
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conjugate, against a panel of tumor and normal mammalian cells 
and on promastigotc forms of Lcishmania parasites. As was 
expectcd, nano-Ti0 2 alone under visible light irradiation was not 
phototoxic for the cells; in contras!, ZnPc trcatment at the same 
condition was photoactivc for ali the studicd cclls and parasites. 
The composite ZnPc-Ti01 was not found to be phototoxic for L. 
Chagasi or L. Panamensis promastigotes; howcver, it was active 
against tu mor and nontumor mamrnalian cclls but !css than the pure 
ZnPc PS, which may be due to their lowcr intemalization by the 
ce lis as corn pa red to ZnPc. Zn Pc-Ti0 2 was intemalizcd by the ce lis 
at a lowcr lev cl th an Z nPc. The localization of Zn Pc-TiO, and 
ZnPc was observcd in mitochondrial molecules. No nuoresccncc 
signal was observcd in human-derived fibroblasts exposcd to ZnPc­
Ti02. 

A newly developed therapy for cancer trcatment is 
sonodynamic/photodynamic therapy (SDTIPDT). SDT is analogous 
10 PDT except that drug activation is achievcd through ultrasound 
instead of light. One of the main advantages is that. unlike visible 
light, ultrasound can be non invasive when applicd from . the 
cxterior of the body and is capable of deep penetration. 
Yamaguchi's group developcd a novel water-disperscd TiO, 
nanopanicle modificd by PEG and demonstratcd its photocatalytic 
anti-tumor effect on a glioma cell line (107). ln a more recent 
publication, the same group demonstratcd that the sonodynarnic 
cytotoxicity on U251 cells was strongly enhanccd and was alrnost 
propon ional to the duration of US exposure. ln contrast, 
photodynamic cytotoxicity seemcd to have a thrcshold UV en.crgy 
dose [108). ln a similar way. Harada's group (109) and Ogmo's 
group (105] studicd the effect of ultrasound combincd with a TiO, 
nanoparticle on respectively mclanoma cells in ''itro and in vivo and 
HepG2 cancer cells. 

Liu et al. (1 06) proposed the Pt/Ti0 2 nanocompositc for cancer­
ccli treaunent because noble metal nanopanicles arc supposed to 
cnhancc the photocatalytic activity of Ti0 2 nanopaniclcs. To 
cvaluate the cancer-ccli ki lling cffect of thcir Pt/TiO, 
nanocomposite, Ti02 and Au/Ti02 nanopaniclcs wcrc also 
introduccd. The prepared Ptffi02 nanocompositc was charactcrizcd 
with transmission electron microscopy (TEM) and UV- vis 
absorption spectra. Results of cell treatment showcd that Pt!TiO, 
nanocornpositc, as cxtremcly stable mctal- semiconductor 
nanomaterial, could exhibit a very high photodynamic cfficicncy 
under a mild ultraviolet radiation. Pt/Ti02 nanocomposite was 
found to be more effective in cancer ccli trcatmcnt than TiO, and 
Au/Ti02 nanopaniclcs. As a result. the Pt/Ti02 nanocompositc may 
be presumcd to have a promising application as a cancer-cel\ 
rrcatmcnt. 

Z nO Nanoparticles 

Becausc of its potcntial of non-toxici ty, zinc oxidc (ZnO) is 
a Iso a candidate for the materials applicable for biomcdicine [Il 0, 
152, 153). Funhermore, among the PDT agents, ZnO is a mmerial 
of panicular interest duc to its unique optical and clcctronic 
propenies and has been widely uscd for deviee applications 
including transducers, phosphors and variators [ 154). 

Ahhough ZnO nanopanicles have been intensively uscd in the 
cosmetic industry for many years, they have only reccntly bccn 
cxplored as active cancer therapy dmgs themsclvcs [ 153]. ZnO 
nanomaterials are considered to be rclative ly biocompatible. with 
bulk ZnO being recognized as a GRAS (generally recognized as 
safe) substance by the FDA. ZnO has traditionally been used for 
photocatalytic oxidation of organic pollutants [ 153]. For nanosc.ale 
ZnO, large numbers of valence band holes and/or a conducuon 
band are availab\e to serve in rcdox reaction. The holes are 
powerful oxidants and can split water molecules into 1 r and OI:L 
The conduction band electrons are good rcducers and react woth 
dissolvcd oxygen molecules to generale superoxide radical anions 
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(02
) which in tum react with H• to generale HO, · radicals and 

othcrs ROS. 

Bascd on the photodynamic therapy concept, the 
photoactivation of ZnO nanopaniclcs is predicted to lead to g~eater 
levels of ROS re\ease. Recent studies have descnbed the abll1ty of 
ZnO nanopanicles conjugated to porphyrin to syncrgistically induce 
cytotoxicity in ovarian cancer on exposure toUV-A light (1 14]. 

Encrgy transfer from the photoexcitcd ZnO paniclc to Ihe 
conjugated porphyrin has bcen studicd very rcccntly by Htromotsu 
( 112) and results from a Forster mechanism. Similar studies have 
dcmonstrated that co-administration of ZnO nanoparticlcs and 
daunombicin resulted in synergistic cytotoxic effects on leukemic 
cancer cc lis, which was cnhanccd fun her by UV irrad iation [ 155]. 
ln 201 1 Zhang et al. [113) carried out the same kind of study by 
loading daunorubicin on ZnO nanorods in order to kill human 
hepatocarcinoma cells (SMMC-7721 cells). ln this study ZnO 
nanorods appeared to be a good dmg carrier and also an effective 
PDT inducer. However, there are still sorne drawbacks for ZnO 
nanostructurcs in the clinical use panicularly the inability of UV 
light to penetratc deeper than 1 mm through skin. 

MAGNETIC 'ANO PARTICLES 

Magnetic nanopanicles are uscd extensively in the field of 
biomagnetics for a broad range of applications, such as dmg 
dclivcry [156-159). ccli labclling and sorting [160], magnctic 
resonance imaging, sensing [ 161, 162) as weil as therapeuuc 
appl ications (163) such as an AC magnctic fi~ld-assi sted canc~r 
thcrapy, i.e. hypcrthcm1ia, PDT (164). Lummcsccnt magnctrc 
panicles are also attractive tools for li fe science applications such 
as mult imodal imaging, analy tc monitoring, nanothcrapcutics, and 
combinations thcrcof. (165, 166). 

ln the field of PDT, Tedesco's group rcccnt ly rcponcd on the 
synthcsis and characterizat ion of molybdcnum chlor~phyllin (Mo­
Chi) compounds associatcd in a complcx wllh magneuc 
nanopanicles (citrate-coated cobalt ferrite), the latter prcparcd as a 
biocompatible magnetic nuid (MF). This complcx matcnal was 
developcd for application as a synergie drug for cancer treatment 
using PDT and hypenhermia (HPT) [130). Cellular viability was 
evaluatcd using gingival fibroblasts cells as a biological mode!. 
Studies performed with the complex Mo-Chi at different magnetic 
nanopanicle concentrations revealcd a cellular viability of around 
95% for the ideal magnetic material concentration of 1 x 1013 

panicle.mL·1
• This study shows that natural photosensitizers 

molecules Mo-Ch\ uscd in association with magnctic nanopanicles 
represent a promising generation of dmgs developcd to work 
synergist ically in the treatment of neoplastic tissues using PDT and 
HPT, pointing towards its future application in clinical tests of 
neoplastic tissues. 

More recently, Huang et al. designcd and prcparcd 
photosensitizer-conjugated magnetic nanopanicles (- 20 nm 
diamctcr) for gastric cancer imaging and thcrapy using MGC803 
cells (131 ). They found that the covalently incorporatcd Ce6 
molecules rctained their spectroscopie and functional propenies for 
ncar infrarcd (NIR) nuorcsccnce imaging and PDT. and the core 
magnet ic nanopanicles offered the functio ns of magnctically guided 
dmg delivery MRI. ln vitro the PDT effect of Ce6-MNPs to 
MGC803 cells was dctectcd by CCK-8 assay. With the incrcasc of 
drug and light doses, in vitro cel\ viability gradually decrcased .. ln 
vivo, according to the observation from NIR nuorescence 1magmg 
and MRI, 8 hours was selectcd as the suitablc time point to 
implement PDT. Comparcd to controls, the targeting PDT treatment 
group (Ce6-MNPs) showcd significant leve! of tumor regress1on. 
These results highlightcd Cc6-MNPs own excellent 1magmg and 
targeting ability without compromising its photodynamic efficacy 
making them suitable for simuhaneous ta rgeting PDT and dual-



 

120 
 

8 C11rrem Medici11ul CltemistrJ~ ] (JI } Vol. 19, No. 1 

mode NIR nuorescence imaging and MRI o f different k inds o f 
tumor tissues in vivo. 

ln a recent srudy, Zheng et (1/. developed a theranostic 
nanoplatfonn based on superparamagnetic magnetite nanopanicles 
[128). The magnetic nanopan icles were wrapped in a shell ofsilica 
covalently encapsulating FITC for nuorescence imag ing, using the 
reverse microemulsion method. These nanoparticles were further 
embedded in a mesoporous silica shell with the photosensitizer 
tet ra-substituted carboxyl aluminium phthalocyanine (AIC4 Pc) 
covalent ly linked in the mesoporous silica framework. The surface 
o f the nanoplatfonn was grafted with folie acid to target over­
expressed folate receptors of cancer cells. These nanoplatfonns 
without the functionalization with folie acid were used as MRI 
contras! agents wi th hu man hepatoma ce lis (QG Y-7703). POT 
experiments performed at 660 mn with these cells led to 70% cell 
death at a concentration o f nanoplatfonn of 200 )tg mr1

. Folate­
functionalized nanoplatfonn showed a higher uptake than non­
functionalized nano-objects with HeLa cells due to folate receptors­
mediated endocytosis. folate- functionalized nanoplatfonns led to 
60% HeLa cell death after performing POT experiments. 

CONCLUSION 

The novel propenies of nano materials make them an extre mely 
promis ing avenue for future technological breakthroughs. ln the 
specifie field of POT, nanopanicle development can overcome most 
o f the shoncomings of classic photosensitizers. The potential 
advantages of nanoparticles are that a high "payload" can be 
delivered, they can transport hydrophobie drugs in the blood, their 
surface can be modified with funct ional groups and are generally 
taken up e ffectively by cells and fin ally tha t controlled release of 
the drug is possible. Moreover, in certain cases, it is also possible to 
excite the nanopanicles di rectly to ereate reactive oxygen species 
(up conversion nanopanicles, quantum dots, self-lighting 
nanopanieles). 

The first nanopartic le photosensitizer adduc t to obtain FDA 
approval in April 2000 was a liposomal fonnulation Vertepor fin for 
injection, for the trcatmcnt o f predominantly classic subfovcal 
choroidal neovascularisat ion d ue to age-re lated maeular 
degcneration, pathologie myopia or presumed ocular 
histoplasmosis. Another promising liposomal fonnulation is the 
Foslip®, which is mTHPC eneapsulated into dipalmitoy l 
phosphatif)dcho line/dipalmitoy l phosphatidylg lycerol liposomes. 
Nevenhcless knowledge in this field sti ll necds to be improvcd. 
M ore particularly, few studies are perfonned in vivo and the 
question of long tenn effects, bioaccumulation and even toxicity of 
the degraded nanopanic les is still open to question. Morcover, 
irradiation modal ities such as light doses should be laken into 
account as it is likely than the effeet of light would be d ifferent 
using a nanoparticle or a lonely photosensitizcr ( in tem1s of 
d iffusion of light for example). To conclude then, although severa! 
challenges remain bcforc these nanoparticles can be adopted for 
cl in ica! use, they probably offer a real hope for extcnding the reach 
of l'DT to regions deep in the body. 
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A ul eurs: F roc hot C., Sève A., Vanderesse R., Toussain M., Barberi-H eyob M. 

Titre :Silica-bascd nanoparticlcs for PDT 

Abstract: This chapter deals with the potential of s ilica-based nanoparticles for applications 

in POT.Only the more recent papers w ill be discussed in deta ils and a table will put together 

a li the publications concem ing s ilica nanopartic les for POT applications. Photosens itizers can 

be encapsulated or covalently attached. Synthesis of sil ica-based nanoparticles is relatively 

easy, leading 10 !he e laboration of cornplex multifunctional nanoparticles !han can prescnl 

largeling units, a pholoaclivatable compound such as a pholosensitizer as weil as a chemical 

agent to a llow the detection. Tbe,se nanoparlic le.s are perfect 1ools for multimodal theranostic 

approacbes. 

K ey words: silica nanoparticles, pholodynamic lherapy, targeting, encapsulation, Lheranoslic 

Introduction 

Among !he variety of nanoparticles, sil ica-based nanornalerials have very recemly emerged as 

promising vectors for POT applical ions[l-4]. They cao a Iso be used for other applicalions and 

particularly for biomedica l imaging and tberanostic[5] . Silica-based nanoparlicles are indeed 

chemically inerl and the s il ica malrix porosity is nol susceptible 10 swell or ebange wilb a 

varying pH. A variety of precursors and methods are ava ilable for their synthesis allowing 

flexibility and thus meaning numerous POT drugs can be encapsulated. f l111hem10re, partic les 

s ize, shape, porosity and mono-dispersibility can be easily controlled during lheir 

preparalion(6]. Moreover !his kind ofnanoparticles are especia lly suitable for POT since they 

do not release the photOsensilizer bu! a llow 0 2 and 10 2 10 diffuse in and out lhrough the shell 

of s ilica nanovebicles, reducing !be risk of lox ic ity and vascular clogging caused by free 

pbotosensitizers (PS) aggregate into clusters in blood. 

Non covalent encapsulatiou of PS ùr si/ica uanoparticles 

Following the pioneering work of Prasad and Kopelman groups[?, 8], severa! researchers 

have tried to encapsulate PS inside silica nanoparticles (Table 1). ln 2003, the precursor work 

of Kopelman led 10 !he encapsulation of meta-tctra(hydroxyphenyl)chlorin or Foscan® inlo 

s ilica nanopar1icles(8]. The same group published !he encapsulation of methylene blue(9] or 

more recently polyacrylamide-based (PAA) nanoparticles were engineered for the 
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intracellular delivery of active agents. Qin et al. encapsulated two different methylene-blue 

derivatives PS in PAA nanoparticles via covalent linking, allowing the protection of the 

methylene derivatives from enzymes in the biologica l environment. After attachment of F3 

peptide groups for targeting, each type o fnanoparticle was tested in vitro for PDTwith MDA­

MB-435 tumor cells. Both kinds of nanoparticle resulted in effective tumor cell killing and 

did not cause dark toxicity[ 1 0]. More recently, the same team elaborated PAA nanopartic les 

containing HPPH (2-( 1-hexyloxyethyl)-2-devinyl-pyropheophorbide) and a cyanine dye[ I l]. 

An excellent tumor-imaging (NIR fluorescence) and phototherapeutic efficacy of the 

nanoconstruct fonnulation was demonstrated. 

Most of the studies locus on the sol id silica nanoparticles and few papers focused on the 

hollow silica nanoparticles. Due to the cavum of the hollow silica nanoparticle (HSNP), 

loading capacity of HSNP is higher than thal of solid silica nanoparticles, which will benefit 

for shortening the lime of the PSs reaching to the required concentration leve!. Deng et al. 

2013 described a polyhematoporphyrin (Photosan-II) loaded into HSNP by one step wet 

chemical synthetic route(1 2]. QBC939 cells (cholangioc~rcinoma) can be photodynamically 

damaged with PS-loaded HSNP as weil as free PS but photostabili ty, generation of s inglet 

oxygen (10 2) and therapeutic efficiency of Photosanll were s igni ficantly improved by 

encapsulation into porous hollow s ilica nanoparticles. Moreover, Photosan-11 transports into 

ce lis much more efli ciently and rea ch es a much higher concentration. Tao et al.[ 13] reported a 

novel drug-carrier system whereby third generation (G3) J)Oiyamidoamine (PAMAM) which 

was successfully grafted to the surface of porous hollow silica nanopmticles followed by the 

attachment of gluconic acid for surface charge tuning (to tune the surface charge close to 

neutra! which helps to prolong circulation lime) and high loading of aluminum 

phthalocyanine tetrasulfonate (AlPeS.). In vitro studies were perfom1ed using MCF-7 cells. 

An active uptake of the nanoparticles has been measured into MCF7. lndeed, high loading 

amount and retarded pre-re lease of AIPcS4 have been s imultaneously achieved, due to the 

inherent structural characteristics o f the nanoparticles, and to the functionalized outer layer 

composed o f PAMAM with a large quantity o f amino groups[13]. These nanoparticles are 

very good s inglet oxygen generator and induce significant damage to tumor cells after 

irradiation. 

Me.soporous s ilica nanoparticles (MSNs) which are ;.general recognized as safe" by the US 

Food and Drug Administration (FDA) have recently emerged as a promising carrier fo r PDT 

due to a large surface area, eas ily modified pore s ize and volume as weil as be ing chemically 
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iner1 and a llowing easier chemical functionalization of the ir surface( 14). They are one of the 

most representative and well-established inorganic materials, they have been promoted into 

biology and medic ine, and sbi fted from extensive i11 vitro researcb towards preliminary in 

vivo assays in small-animal dise.ase models (for a recent review, see[ 15]. ln 20 12, Tu et (1/. 

developed J>oly(ethylene glycol) (PEG)- and polyethylenimine (PEI)-functionalized zinc(ll) 

phthalocyanine (ZnPc)-loaded mesoporous silica nanoparticles (MSNs), which are able to 

distribute in the cytosol by endolysosomal escape(l4). ln this photosensitizer-carrier system 

(PEG-PEJ-MSNs!ZnPc), ZnPc is a POT agent; MSNs are the nanocarrier for encapsulating 

ZnPc; PEI facilitates endosomal escape; and PEG enhances biocompatibility. Phototoxicity of 

PEG-PEI-MSNs/ZnPc was greatly enhanced compared to MSNs/ZnPc. These PEG-PEI­

MSNs/ZnPc nanopanicles have high tumor specificity and therapeutic efficacy in vivo. In 

2013, Teng et al. described the syntbesis of phospbolipid-capped, protoporpbyrin IX(PpDC)­

Ioaded and FITC-sensitized MSNs nanocarriers coupled to folie acid as a targeting moiety 

designed for POT[ 16]. As expected, the cellular uptake ofthe nanoPOT system was greater in 

folie acid receptor-overexpressed Hela cells than thal of free PplX. An in vivo study of 

subcutaneous melanoma in nu de mi ce inoculated with B 16FJ 0 ce lis reve a led the capabi lity 

for this nanoPOT system to mitigate nearly 65% of tumor growth. Thienot et al. also 

described in 20 10, one pot synthesis of hybrid versatile nanocarrier exhibiting efficient 

stability in biological environment( 17). These nanoparticles are made of Pp IX silica-based 

nanocarri ers with bi layer coating of triethoxyvinyls ilane. One of the advantages of this 

synthetic strate gy is tbat tbese nanocarriers may be tuned within the nanometer range from 10 

nm to 200 nm by control o f the temperature, reagents quantities and co-surfactant agent. The 

PplX si lica-based nanocarriers show efficient accumulation within tumors. The generation of 
10 2 was detennined chemically by bleaching of OPBF. 

Li et al. 2012 suggested a new system to improve the selectivity of POT in wbicb pH­

controllable photosensitization was achieved d irectly upon the interaction of cationic 

mesotetra(N-methyl-4-pyridyl)porphin(TMPyP) with ba re Si0 2 nanoparticles( 18]. The 

synthes is and characterization o f bare s ilica (4 nm in diameter) na nopanicle-attached 

TMPyP(Si01-TMPyP, 6 nm in diameter) have been described for pH controllable 

photosensitization. Oistinguished from organosilanes, Si02 nanoparticles were functionalized 

as a potential quencher of triplet TMPyP and/or 10 2 at a lkaline pH, thereby turning off 

sensit izer photoactivity. In weak acidic solutions, TMPyP was re leased from Si02 surface for 

efficient production of 10 2• Tbese fearures make bare Si0 2-adsorbed cationic porpbyrin a 
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promising candidate for use in POT for canc·er treatment in which efficient 10 2 production at 

acidic pH and sensitizer deactivation at physiological pH are desirable. Si02-TMPyP has the 

advantage of being highly dispersed in aqueous solutions and this pH-triggered therapeutic 

selectivity was further confirmed by MTT cytoxicity tests and trypan blue exclusion tests of 

cel! viability in breast cancer cel! !ines. Anotber team reported the development of Si0
2
-

methylene blue (MB) composite nanopartic le.s. By cre.ating a radial drug concentration 

gradient in the nanoparticle, controllable release o f MB is primarily driven by ditlitsion[ 19). 

Escape o f the dmg molec·.tles then triggers the Si0
2 

carrier decompositim , which started from 

the center of the nanoparticle and eventually led to its complete fragmentation. The small size 

of the final carrier fragments was ena ble the ir easy excretion via renal systems. Together with 

the known biocompatibility of Si0
2
, the feature of controllable drug release and simult.aneous 

carrier de.composition achieved in the SiO-drug nanoparticles make !hem promising for a 

wide range of diagnostic and tberapeutic appli cations. Nevertbeless, no POT experiments 

were performed[ 19] . 

Two-photon absorption (TPA)· induced excitation ofphotosensitizers is a promising approach 

for increasing light penetration [20]. Qian_et a/.[21] reported organically modified silica 

(ORJVIOSIL) nanoparticles encapsulated with eitber Pp[X or l.R-820 near infrared 

tluoropbores and showed i) direct excitation of tbe tluorescence of PpiXthrough ilS efficient 

absorption in the intracellular environment of Hela cells (400 nm CW laser excited), ii) 

cytotoxicity towards nm10r cells by PpiX under two-photon irradiation (800 nm fs laser 

excited). Moreover, they have applied IR-820 doped ORMOSJL nanopartic les for in vivo 

animal imaging. Nanopartic le scan effectively target the sentine! lymph node of the mi ce and 

after intravenous injection, they can accumulate into the subcut.aneously xenografted tumor 

through blood circulation and enhanced permeability retention (EPR) effect. 

Up-conversion is another approach, in which excitation light at a longer wavelength produces 

emission at a shorter wavelength. This concept of photon up-conve1ting nanopartic les 

(PUNPs) for POT was first published by Zhang et a/[22]. NaYF4Nb3
\ Er'• nanoparticles 

have been used as PUNP and coated with a PS (Merocyanine 540)-encapsulating porous thin 

layer of silica. Recently, tbe team of Zbang et al. described sodium yttrium tluoride up· 

conversion oanopartic le.s as a carrier for zinc(TI)-pbtalocyanine. Mesoporous silica was coated 

onto NaYF. nanocrystals to form a core-shell structure loaded with ZnPc. Upon irradiation at 

980 mn, they proved thal the PUNP activated the PS and showed a strong photodynamic 
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effect on MB49 cells(23, 24) (23, 24). Wang and his team published pegylated NaYF. PUNP 

loaded with a chemotherapy molecule doxorubicin physica lly adsorbed and targeted by folie. 

acid. To test wbether their drug loading could be appl ied to POT, they incubated the PUNP 

with Ce6 and TCPP and showed a loading capacity of 8.6 % (w/ w) and 7.3% (w/w) 

respectively(25) [26] . More recently, they were the tirs! team to demonstrate in vivo NJR­

induced POT based on PUNPs in animal experiments [26]. ln this work, they Joaded ce6 onto 

NaYF4 based PUNP functionalized by polyethyleneglycol. Their ma in conclusion is thal 

allhough 10 2 fonnation is more effective using direct excitation of Ce~ al 660 nm than 

excitation at 980 mn, the PUNP offers terrifically improved tissue penetration depth and could 

be preferable for the treatrnent of large or internai turnors. A preliminary study explored a 

new method in tackling virJI pathogens using the excitation of ZnPc_rnesoporous silica 

upconversion nanopartic les[27]. 

Covale11t eucapsulatiofl ofPS i11 si/ica flalloparticles 

When physically entrapped inside the silica network, the PS may be prematurely released 

from the carrier which can lead to a reduced etliciency of treatment and to s ide-etlècts. 

Covalent coupling of the PS inside or at the surface of the nanopmt icles is expecled to 

overcome lhese drawbacks. Well-defined mesoporous nanost111cture for two-pboton activated 

POT have been suggested and described by Cheng et a1(28). In this original contro lled 

pilot study, 10 enbance FRET efficiency and provide greater Iwo-photon POT efficacy, the 

authors designed MSN as a drug deli very system with moieties of two-photon antenna and a 

covalently attached photosensitizer for TPA-POT via an intra-particle energy rransfer 

mechanism(FJTC as a donor and Pd-meso-rcrra(4-carboxyphcnyl) porphyrin (PdTPP) as an 

acceptor). The FJTC absorbs and transfers ils energy to PdTPP following by a second step 

energy transfer fom1 the excited PdTPP to proximal oxygen mole.cules lo produce10 2• By 

judic ious tailoring of the donor-acceplor ratio, the well-ordered mesoporous structure of 

MSNs enhanced energy transfer rJte up 10 unpre.cedented 93%. The induced 102forrnation 

was dernonstrated both in vitro and in vivo on breast cancer rnodels. Moreover, further 

progress in the field of sil ica nanopartick s for POT was achieved when muhifunctional 

particles were funcrionalized by a biomolecule able to spec itically target cancer cells. Active 

targeting represents an obvious field for improvement for POT. Un ti l now, most of the efforts 

in the development of tumor targeting-photosensitizers focused on the targeting of markers 

over-expressed by tumor cells themselves even if anti-vascular strategies are becoming more 

and more important(! , 29, 30). for reviews see(33, 34). 
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Jean-Olivier Durand 's team(36) described the synthesis of MSN, which covalently 

incorpora te original water-soluble porphyrins. POT with these MSN was performed on MDA­

MB-231 breast cancer cell s sbowing a signiticant photodynamic efficiency. This in vitroPDT 

effect was not only correlated with the 10 2 quantum yield but also by cellular uptake levels 

and subc-ellular loca lization of the nanoparticles in the organelles; The most effective pathway 

consists of functiona liz ing the surface o f MSN with (X-mannose in order to promote an active 

endocytosis of the nanoparticles by cancer cells. The authors showed that the quantity of 

mannose on the surface should be carefully adj usted as too high an amount of mannose 

impairs tbe phototoxicity of the nanoparticles. The data demonstrated th at tbe optimization of 

the different parameters of these multifunctional nanoparticles is a relevant prerequisite 

before their in vivo PDT application. They a Iso synthesized MSN coated with poly-(L-Iysine) 

and hyaluronic acid (HA) by using the layer-by-layer method[37]. is indeed able to target 

cancer cells over-expressing the corresponding CD44 receptor. MSN functionalized with HA 

were more efficient than non-targeted MSN on HCT 116 colorectora l cancer cells. The 

authors also demonstrated anactive endocytosis mechanism involved in the uptake of MSN­

HA by this cell line. More recemly(38), they described the potential of non-toxic porous 

sil icon nanopartic les (pSiNP) for tbe delivery of porphyrin drugs for PDT. Porpbyrin 

molecules were covalently immobilized onto tbe surfac.e of pS iNPvia a new cbemical 

modification scheme, which retains (localizes) the pbotoactivity of the porphyrin. Succe.ssful 

intemalization of the porphyrin-gratied pSiNP in breast cancer cells was observed, and 

efticient PDT from the porphyrin-pSiNP formulation was demonstrated in vitro. 

Rose Bengal (RB), an anionic PS was conjugated to ORMOSIL having 3-amino propyl 

groups by electrostatic or cova lent interaction(39). The toxicity of free RB and drug­

nanoparticle complex was studied against oral (4451) and breast (MCF-7) cancer cell tines 

and both complexes with NPs were more cytophototoxic than free RB, with the covalent 

complex being the more effective. Moreover, the studies carried out cellular uptake, 

pbotostability and 10 2 formation suggest tban enhanced phototox icity is primarily due to the 

enhanced uptake of the RB-nanoparticle complex. 

Our team described(40) the conj ugation of a second generation photosensitizer, 5-(4-

carboxyphenyl)-1 0, 15,20-triphenyl-chlorin (TPC) and a round four A TWLPPR peptide units 

(targeting neuropilin-1 (NRP-1 ), a VEGF receptor)to a hybrid gadolinium ox ide nanoparticle 

that could be usefitl tor magnetic resonance imaging (M RI) and PDT. Hydrodynamic 

diameter of the nanoparticles was comprised between 8 and 14 nm whereas the Gd203 core 
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had a hydrodynamic diameter of 3.8 nm. Nanoparticles conferred photosensitivity on MDA­

MB-23 1 breast cancer cells over-expressing neuropilin-1 , providing evidence that TPC­

grafted within the nanoparticle matrix can be photoactivated to y ie ld photocytotoxic effects in 

vitro. For the tirst ti me, molecular affinity was tested for peptide-functionalized nanoparticles, 

and the presence of four peptides ligand per nanoparticle was seemingly tound to lead to a 

positive cooperativity in binding of A TWLPPR to NRP-1 prote in . ln another study[42], we 

analyzed the influence of the number o f PS grafted into the silica shell onto the photophysical 

properties of the nanoparticle. 

Others nanoparticles were surt~1c-e-functionalized with hydrophilic DOT A chelates and also 

used as a scaffold for the targeting peptide grafting(3). In vitro invest igations demonstrated 

the ability of these multifunctional nanoparticles to confer photosensitivity to MDA-MB-231 

cancer cells (overexpre.ssing NRP- 1 receptor) related to photosensitizer concentration and 

light dose. Using binding test, our group also revealed the ability of peptide-functionalized 

nanoparticles to target NRP-1 recombinant prote in. 1mportantly, a lier intravenous injection of 

the multifunctional nano-particles in rats bearing intracranial U87 glioblastoma, a positive 

MR1 contras! enhancement was specifically observed in tumor tissue. Real-lime MRI analysis 

revealed the ability of the targeting peptide to confer specifie intratumora l retention of the 

multifunctional nanoparticles. We a lso validated a novel and peninent approach for 

continuous monitoring and accurate quantification of the dynamics of cell response using this 

type of nanoparticle.s[2]. According to our results and as sugge.sted by others, metabolic tests 

may not be adapted to measure biological effect induced by low concentrations of 

nanoparticles compared to the impedance-based real-time cell analysis system. The 

computationa l analysis appears as a useful tool tor better understanding the dynamics of cell 

behavior, such as nanoparticles-cells interactions. This analysis approach provides insights for 

rapid and accurate evaluation of in vitro dynamic ce li response, which may help to adequately 

address investigations about the nanoparticle-mediated cellular effects. For the tirst time, we 

succ.essfully charJcterize the treatment response at every time poin1. 

Ntmoparticles pttrt(v 11Utde wit/r sifictt 

lt is interesting to notice that gold nanoshell {spherical particle of approx imately 120 nm core 

of silica upon which a thin gold shell has been deposited) is currently being used in clinical 

investigations of the ablation of solid tumors in head and neck and prostate cancers [43] 

Evaluation oftheir toxicity has been recently studied(44]. Fales et al. described the synthesis 
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of sil ica-coated gold nanostars for cornbined Surface-Enhanced Raman Scattering (SERS) 

detection and PDT(45]. Il was demonstrated that the MB-Ioaded nanostars produce 102 and 

cytotoxic effect on BT549 breast ce li s upon 633 nm laser irradiation tbat was not seen in the 

sil ica-coated nanostars without MB. Chu et a l. also e laborated Au nanorod by incorporating 

MB into Si02 during Au-core/Si02-shell nanoparticle[46]. Upon light irradiation of the Au­

core(Si02-MB)nanoparticles, the authors showed thal the generation of reactive oxygen 

spedes and the nanoparticles tnmsp01t into the cytoplasm were directly responsible for 

significantly decreased of c.ell viability. They excluded the independent role of the 

photothennal effect and demonstrated the major role of the plasmonic effect in enhancing 

drug ef!icacy using Au-core(Si02-MB)nanoparticles. The "spatial vicinity" required for Au 

and the PS, and the "energy match" between PS absorption and Au surface plasmon 

resonance are t:wo critical factors to enable the p lasmonic effect, which leads to enhanced 

d111g efticacy. 

Coat ing nanoparticles with silica using tetraethoxysilane in the presence of arnmonia has been 

widely used to improve the dispersion and the ce li cornpatibility of various nanoparticles in a 

physical environment. The resultant nanoparticles consist o f a core made of the base 

nanoparticle.s and a shell made of sil ica, therefore known as a core-shell structure. Preliminary 

study (chemistry and photophysics) with potential applications in POT has been performed by 

ulatowska-jarza with Ag-doped sil ica nanoparticles[47]. Recently, Feng et a l. [48] presented 

their investigations regarding the intluence of the s ilica coating on the photoreactivity, the 

cytotoxicity and the photo-killing ability ofTi02 nanopmticle. The presence of a s ilica shell 

has improved the cornpatibility of Ti02 with L929 cells whereas reduced photocatalytic 

reactivity was also evidenc.ed . This was compensated for the improved cell compatibility. 

When the sil ica shell thickness was controlled to a minimum (5.5 nm) the pbotocatalytic 

reactivity of coated Ti02 was very closed to thal of non-coated Ti02. A pboto-tberanostic 

agent based on chlorin e6-conjugated si lica-coated gold nanocluster (AuNCs@Si02-Ce6) was 

designed and prepared by for fluorescence imaging-guided PDT[49]. 

Table 1: Silica-based nanoparticles for POT applications 

J'YI"' of piamele ypc of IPS Cclllincs Referc:nce 
tanoparticles · size hotosensitizer(P f OUpl 

nro) Sl m;;.: 
Sîl î.::a 180 nTHPC E 81 

0 IPPII E tt.JCI- 1 07. human 
·.;,ucinoma, Hela 

epithelial ovarîan [71 

160 MB E 6 (rat ~lioma) 91 
JO ·uJicrene r 501 
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0 IPPII+BDSA E human mal îJ::.narn cervîc-al c.ells ( l lela) 511 
5 IPPII E 52) 
0 p r. ·Oion 26 53, 541 

130 ·1 ypoc.r.:: Il î n A E Jlurnan mal î~natu cervîe-al c.ells (llela) 55, 561 
' 5-90 PoiX r. 571 
5 PIX E Jlurnan mal î~natu cervîe-al c.ells (llela) 58) 
0 nTHPC E hurnan oesooha,;:.eal c.ancer ce lis K YSE 510 59,601 
5-30 c4 E ~elan orna cc lis (A-375 and B 16-F 1 0) 61) 
0 wo-photon 

bsorotion PS 
E ~acrophages [62) 

105 Methylene blue E ~uman malignanl çcrvic-al ce Ils (Hela) + [63] 
bal ble nude mice. 

llO Pp IX t; mman ma lignant cetvical ce lis {Hela} 64] 
0-100 ,dTPP c " ''east c~ncet· cell li ne (MDA-MB-231 ), (65) 

~l îoblastoo\a ci::lls (U87-MG) 
160 A_nionic 

oomhvrin 
c jf'-•IDA-MD-2.31 breast cancer cell line [66,67] 

7 tematoporphyrin c ~0-89 10 PMcells 68] 
10, 25, plX E Folon cancer cellline (HCT 116) and HT29. [69) 
0 \43 1, LLBC37, MDA-MB-231 

110 Hypocrellin A E mman mali~nant ce1vkal ce lis (Hela) 70,711 
100 Hypocrellin B E " reast c.ancet· cellline (MCf-7 ) 72] 
0-80 r<.ose. ben gal c ~taphylococusaure.us 

lstaohvlococus cuidcnnis. 
(MRSA) and (23) 

8 150 oomhvrin c l>rcast c.anccr cell linc (MDA MB 231) 36) 
73 oomhvrin r tHum~m çoJorcctal HCf 116 c:Jnçercclls 371 
d wPc E If"•~ ouse ascetic hepatoma ccli linc H22 and in [14) 

'IVO 

neso tctra( N· E SK-BR-3 cclls [18) 
lCthyl-4-

ovridvllnomhinc 
0 MB E - 19] 
0 lB E HcoG2 cc Ils 461 
0 pp E 73, 74] 

10-200 piX E ~CT 116 (colon cancer lino) [17, 75] 
-14 PC c P'"IDA-MB-231 breast cancer cel! li ne [40, 41] 
5 piX E ~ela cell and in vivo 21) 

!58 ,dTPP c jl'•fDA·MB·231 breast canc.er ce.ll line and In (28) 
~ÎVQ 

PC c ~hunan Jung carcinoma H 1299 ccli Hnc [42) 
PC c fl'-IDA-MB-231 brcast cancer ccliii ne 2] 

.6 PC c jl'.fDA·MB·231 breast canc.er ce.ll line in vit•·o (3) 
;~nd U87 i11 vivo 

Hollow silica 5-90 hotosan·ll E ~hunan cholangiocarcinoma QBC 939 [12] 
100-200 AIPcS4 E " reast cancer ce lis !ines (MCf-7 [13) 
d lpJX E ~el3 colis in \Ù'ra :md B 16fl0 c.olls in '·iu> (16] 

5-50 RB EtC ~quamous cal'cînoma 445 1 cell l înes, MCF· 7 [39) 
d MB E "'T549 breast cancer ce lis [45) 

Por01.1S si lie~• 5-245 porphyrin r " rcast c.anccr cell line (MCF 7 ) [38] 
Silica 0- 120 ncrocyanin E l>rcast c.anccr cells !ines (MCF-7/AZ} 221 
NaYF,iYb~ .... 0 HPPH-BDSA E uman malicnant cervical cells (Hela) 521 
Er'• 5-60 nPc E l>laddcr cancer ccli ii nes (MB49) 23.241 

0 e-hlorin c6 E (48, 76] 
rcpp 

0 hlorin e6 r. Hela cells 4T I murine 26,761 
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Coa<ed by silica 51046 iO~ ç rimary adherent mouse fibroblaSL connective 48) 
TiO, issue cells (L929) 

1 Coa1ed by si lica 8 ~Jtlorin e6 c n viti'O and in vivo: MDA-MB-235 49) 
Gold 
nanocluster . . Abl'éVJ3tJOnS. S•ze: hydrodynamu~ dJameter m run: PS: phowsenSJIJZér: CIE: C <:ovaltntly <:oup.td. E encapsulàteJ: AIPcS4: 

aluminum phthalo<:yanines tttrasulforulle: BDSA: 9. 1 O-bis (4'-(4'• -Aminostyryl)sty•y l].anthracent.: HPPJI: 2-(l­
hexyloxyethyl)·2·deviJl)'l ·pyrophoophorbid~: lP: îodob~nzylpyrophe<~phorbide: MB. methylene blue:mTHPC: meUJ• 
tetra(hydroxyphenyl)(hlo•·i.n;PplX: Pt·otoporphy•·i.n IX; PdTPP: Pd·mtso-tewa(4·c~uboxyphetty l) pOI'J>hyrin: TPC: 5-{4· 
cat·boxyphenyl)· l 0,15,20·t••iphen)l·chlorin: RB. rose Beng;~ l : TCPP: mts~Het1'{1(4~Jtoxyphenyl)porphîJle : TPC: 
Tetraphenylmonoc;H'boxyliccblo•·in: TPP: mtso·letmphenylporphyrin: ZnPt: Zinc(IJ) phtbalocyanine; ..... : not Spe(:îfied. 

Conclusion 

In thi s chapter, we sumn:arize the latest progress on designing sil ica-based nanopartic les for 
PDT applications. Silica-based-nanoparticles are attracting a great deal o f attention for 
various theranostic applications. Compared to others nanopartic les, they possess seve ra! 
potential advantages to inprove i11 vivoselectivity and to enhance targeting efficiency. Silica­
based nanoprobes can be engineered to achieve longer blood circulat ion times, specifie 
clearance pathways, and mulliva lent binding. The synthesis of mesoporous silica-based 
nanoparticles lead to di fferent approaches used for surface functiona lization. Future 
appl ications will be focused on the potential applications of s ilica-based nanoparticles in 
optical, magnetic resonance, and multimodal imaging associated with POT. 
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I. 5. d. Les photosensibilisateurs de quatrième génération pour le 

théranostic 

Le théranostic est l'association d'une thérapeutique et d'un test diagnostique. Le développement de 
nanoparticules adressées, permettant un traitement par PDT et une visalistaion de la tumeur par IRM est 
en plein essor. 

I. 5. e. L’IRM 

I. 5. e. i. Généralités 

L’IRM est l’une des modalités la plus prometteuse pour le théranostic du fait de sa capacité d’imagerie. 
Ce mode d’imagerie est sans conséquence sur la santé du patient et elle permet d’avoir une image en 
trois dimensions ce qui fait qu’elle est utilisée couramment dans le cadre de la détection de cancers et 
de maladies cardiovasculaires. Cette technique offre de nombreux avantages qui sont notamment sa 
haute résolution spatiale son inocuité, sa capacité accrue de contraste anatomique qui permet de 
différencier les tissus et l’utilisation d’un rayonnement non ionisant [207]. L’imagerie IRM est utilisée dans 
le milieu hospitalier partout dans le monde depuis 1985 après avoir reçu une autorisation de la FDA. 
Cette technique joue actuellement un rôle important en oncologie clinique. L’obtention d’un signal en 
imagerie IRM est basée sur l’observation des mouvements de précession de protons de l’eau suite à 
l’application d’un champ magnétique. Les mouvements des protons sont liés à plusieurs constantes (τD, 
τR, τM, Tie) qui caractérisent le chélate formé par l’agent chélatant et l’ion métallique [332] (Figure 111). 
Après application de fréquences radio pulsées, le retour à l’état fondamental aligné des protons lors du 
processus de relaxation est exploité afin d’obtenir une image. Durant cette étape les lésions apparaissent 
clairement à l’image par résonance magnétique. Cependant ce procédé montre des limites de sensibilité 
d’image du fait du contraste insuffisant entre un tissu normal et un tissu tumoral qui résulte d’une faible 
différence structurelle entre ces deux types de tissus [207]. Ainsi, pour contourner cette limite les agents 
de contrastes ont été utilisés pour augmenter le contraste de signal entre les tissus tumoraux et les 
tissus sains. Pour obtenir cet effet, il est possible d’utiliser des nanoparticules. Elles sont capables de 
réduire le temps de relaxation longitudinal du fait de leur gros moment magnétique (à cause des 7 
électrons non-appariés) [332] et du temps de relaxation de spin de leurs électrons relativement long (10-9 
s) des ions Gd3+ exposés à un champ magnétique [207]. Les intérêts de l’imagerie multimodalité sont 
multiples.  
Chaque mode d’imagerie a ses propres avantages et inconvénients : l’IRM a une résolution spatiale de 25 
à 100 µm mais une faible sensibilité (de la millimole à la micromole par litre). Les radioisotopes ont une 
excellente sensibilité de l’ordre du picomole par litre mais une faible résolution allant de 1 à 2 mm. Les 
QD quant à eux ont une bonne sensibilité (nanomole à picomole par litre) mais une très faible 
pénétration dans les tissus, de l’ordre du centimètre, avec une résolution moyenne in vivo de 2 à 3 mm 
mais une excellente résolution in vitro (inframicrométrique). Les sondes multimodales peuvent être 
transformées en agents thérapeutiques par l’encapsulation d’un principe actif ou d’un gène, ce qui 
permet la visualisation de la biodistribution et/ou l’effet de la substance et donc le théranostic. 
Il existe deux types d’agents de contraste pour l’IRM : les agents de contraste négatif (nanoparticules 
SPIO) et les agents de contraste positif (chélates de métaux paramagnétiques) [207]. Les premiers donnent 
une image en noir (assombrie) lorsqu’ils sont placés sous influence d’un champ magnétique, les seconds 
éclaircissent l’image [207]. 
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Figure 111 : Schéma d’un chélate pour l’imagerie IRM et des différentes constantes associées, d'après la référence [332]. 

 
                                                          
                                                                                  
                                     
                                                                           

 

I. 5. e. ii. Ions Gd
3+

 et toxicité 

Les ions trivalents Gd(III) ont une taille proche des ions Ca(II) ce qui permet aux ions Gd3+ de remplacer 
les ions calcium dans les processus physiologiques calcio-dépendants. De plus, l’accumulation de ces ions 
toxiques dans l’organisme conduit à une désorganisation de la biodistribution et de l’activité des ions 
calcium ainsi que les processus biologiques dans lesquels le calcium joue un rôle clé [207]. Pour remédier à 
cela, des complexes de gadolinium ont donc été développés pour annuler les effets délétères de ce 
métal (ex : Gd-DTPA). Cependant, du fait de leur faible masse moléculaire (500 Da), les chélates de 
gadolinium sont rapidement évacués de la circulation sanguine ce qui réduit fortement leurs temps 
d’utilisation pour le diagnostic après injection [207]. En IRM, la relaxation longitudinale (T1) via un agent 
de contraste possède de gros avantages par rapport à la relaxation transversale (T2) obtenue avec les 
agents de contraste négatif, tels qu’une forte augmentation du signal et une homogénéité magnétique 
sans perturbation du champ magnétique [311] (mesure du niveau de relaxation magnétique nucléaire des 
protons de l’eau, longitudinal (r1) et transversal (r2) )[311] . La propriété paramagnétique des ions Gd3+ 
vient de ses 7 électrons non appariés qui permettent d’avoir une relaxation effective en T1 des 
molécules d’eau environnantes, une propriété requise pour les agents de contraste positif [311]. Le temps 
de relaxation T1 des protons à proximité de matériaux paramagnétiques décroît avec l’augmentation du 
signal positif [311]. Ainsi, plus il y a de gadolinium à proximité des molécules d’eau plus les moments 
magnétiques seront fortement retenus et plus la relaxation des protons de l’eau sera efficace. Une 
valeur faible du rapport r2/r1 est nécessaire pour avoir un bon agent de contraste T1 [311]. Plus la fraction 
molaire de protons provenant de l’eau intéragissant avec les Gd est grande et plus l’augmentation de 
relaxation de ces molécules est grande [207]. Les agents de contraste basés sur des composés de 
gadolinium agissent par réduction du temps de relaxation des protons de l’eau ce qui affecte la 
relaxation longitudinale r1 (mM-1.s-1). La relaxation longitudinale des protons de l’eau en solution 
aqueuse augmente avec le temps de fluctuation du couplage dipolaire entre le moment magnétique des 
électrons de l’ion métallique et le moment magnétique nucléaire des protons du solvant. Les interactions 
dipolaires impliquent que les molécules d’eau qui sont dans la sphère de coordination du métal et 
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qu’elles ne sont pas directement couplées au centre paramagnétique mais qu’elles diffusent à l’extérieur 
du complexe ou qu’elles se trouvent liées à l’ion métallique par des liaisons hydrogène avec les groupes 
polaires du ligand [207]. Ceci a conduit au développement et à l’utilisation d’un grand nombre de chélates 
de Gd3+ en temps qu’agent de contraste T1. Cependant, les chélates de gadolinium (Tableau 7) 
présentent des inconvénients tels que la toxicité possible des ions Gd3+ relargués, la quantité limitée 
d’ions paramagnétiques peu recommandée pour l’imagerie de ciblage et leur stagnation dans les 
espaces extracellulaires tels que les vaisseaux sanguins. Ceci conduit à la nécessité de développer des 
nanoparticules en temps qu’agent de contraste de type T1 [311]. 

Tableau 7 : Tableau récapitulatif des différents agents de contraste mis sur le marché, adapté de la référence [114]. 

Nom commercial Structure Classification Cible Firme commerciale 

Magnevist® Gd-DTPA Agent T1 Extracellulaire Schering 

Eovist® 
Gd-EOB-DTPA, 

Gadoxetate 
Agent T1 Spécifique au foie Schering 

OptiMARK® Gd-DTPA-BMEA Agent T1 Extracellulaire Mallinckrodt 

Dotarem® Gd-DOTA Agent T1 Extracellulaire Guerbet 

Gadovist® Gd-DO3A-Butriol Agent T1 Extracellulaire Schering 

ProHance® Gd-DO3A-HP Agent T1 Extracellulaire Bracco 

Omniscan® Gd-DTPA-BMA Agent T1 Extracellulaire Nycomed 

MultiHance® 
Gd-BOPTA, 

Gadobenate 
Agent T1 Spécifique au foie Bracco 

Teslascan® 
Mn-DPDP, 

Mangafodipir 
Agent T1 Spécifique au foie Amersham 

Feridex® 
Particules d’oxyde de 

fer, Ferumoxide 
Agent T2 Spécifique au foie Berlex 

Endorem® 
Particules d’oxyde de 

fer 
Agent T2 Spécifique au foie Guerbet 

Resovist® 

Nanoparticules 
d’oxyde de fer 

enrobées avec du 
carboxyldextrane 

Agent T2 Spécifique au foie Schering 
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II. Vers une nanoparticule idéale 

II. 1. Contexte 

La première approche réalisée pendant la thèse de Pierre Couleaud a consisté à étudier une 
nanoparticule, nommée « Nanostar », afin de prouver in vivo la possibilité de combiner la PDT et 
l’imagerie IRM grâce à l’utilisation d’une même nanoparticule. Cette étude a été la base de la mise en 
place de la méthodologie du plan d’expérience réalisé dans cette thèse dans le but d’obtenir une 
nanoparticule dite « idéale » permettant de combiner les paramètres optimum concernant la thérapie, le 
ciblage et le diagnostic IRM (Figure 112). Les caractéristiques requises de ces nanoparticules sont une 
faible taille qui leur confère une furtivité in vivo, une biodistribution optimale [333], une efficacité 
photodynamique (fort rendement quantique d’oxygène singulet), une sélectivité pour les NRP-1 et un 
réhaussement positif de l’intensité du signal IRM. Dans ce but, nous avons modifié la taille du cœur et de 
la couche de silice, le nombre de photosensibilisateurs, le type de surfactants en faisant varier les 
paramètres de synthèse de ces nanoparticules.  

 

 
Figure 112 : Schéma de l'interconnection des trois fonctionnalités prises en compte pour 

l'élaboration du plan d'expérience. 

 

II. 2. Plan d’expérience 

Suite aux travaux effectués par Pierre Couleaud lors de sa thèse (2007-2010)[333], il est apparu nécessaire 
d’élaborer un plan d’expérience pour déterminer les paramètres clés qui permettront de conduire à 
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l’élaboration d’une nanoparticule idéale. Afin de trouver les meilleures combinaisons entre les 
paramètres de construction des nanoparticules, il a été indispensable d’élaborer une méthodologie 
expérimentale associée à un plan d’expériences (Thierry Bastogne) permettant de réduire 
considérablement le nombre de nanoparticules à synthétiser et par conséquent le temps consacré et le 
coût financier. 

II. 2. a. Définition 

Le terme plan d’expériences regroupe des méthodes et des outils statistiques de modélisation 
expérimentale qui reposent sur la production et la collecte de données quantitatives. Ces informations 
sont ensuite compilées pour élaborer des modèles mathématiques du type : 

 
      

                         
        

          

  

 

Y représente la variable à expliquer (ou réponse) et (       sont les variables explicatives (ou facteurs) 
que l’expérimentateur peut arbitrairement modifier pendant les expériences. 

E est une variable aléatoire qui suit généralement la loi normale centrée utilisée pour décrire la partie 
inexpliquée et la variabilité de la réponse. 

Z représente la réponse théorique prédite par le modèle avec les termes    pour coefficients. 

 

Ce type de modèle permet de répondre à trois types de problématiques : 

 Le criblage : il consiste à isoler les facteurs les plus influents parmi un grand nombre de facteurs 
étudiés. 

 L’analyse des effets : elle consiste à mesurer et à comparer l’influence des facteurs et de leurs 
interactions (       pour identifier les effets synergiques potentiels entre ces facteurs. 

 L’optimisation : elle a pour objectif soit de minimiser, soit de maximiser la réponse Y. 

Le criblage et l’analyse d’effet sont résolus à l’aide des coefficients b1 du modèle. La valeur de ces 
coefficients permet d’estimer l’influence du facteur associé ou de l’interaction (       considérée. 
L’optimisation, quant à elle, est obtenue en utilisant la réponse prédite par le modèle Z pour chercher les 
valeurs des paramètres permettant sa minimisation ou sa maximisation. 

Cependant, les termes    sont indispensables pour résoudre les trois problématiques énoncées 
précédemment. Les expériences de laboratoire deviennent donc obligatoires et cruciales à la 
détermination des termes   . 

II. 2. b. Principe 

Un plan d’expériences consiste à chercher quelles sont les expériences à réaliser pour obtenir une 
précision acceptable des coefficients ou de la réponse prédite (Figure 113). Il existe plusieurs ouvrages 
concernant ce type de méthodes [334-338]. 
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Figure 113 : Représentations de plans d'expérience factoriels complets et fractionnaires, adapté de la référence [333]. 

 

Cette approche expérimentale permet de réduire les coûts expérimentaux en conservant une démarche 
rationnelle de l’étude à effectuer. Cependant, cette application d’un modèle théorique à des paramètres 
expérimentaux peut induire quelques limites quant à l’interprétation des résultats obtenus. La 
méthodologie des plans d’expériences permet donc d’obtenir une tendance générale en ce qui concerne 
les différents paramètres et leurs valeurs mais elle n’est pas en mesure de donner des valeurs exactes 
attribuables aux paramètres expérimentaux. 

II. 2. c. Application de cette approche 

Les paramètres influents pris en compte lors de l’élaboration du plan d’expérience associé à cette thèse 
correspondent à chaque partie de la synthèse des nanoparticules hybrides, associées chacune à une 
valeur numérique. Les cinq paramètres pris en compte pour sa mise en place sont : 

 La taille des cœurs de Gd2O3, 

 Le type d’agent chélatant greffé à la surface de la nanoparticule, 

 La taille de la couche de polysiloxane autour du cœur, 

 Le taux de TPC greffée dans la coque de silice, 

 Le type et le nombre de peptides greffés autour des nanoparticules. 

Le choix des différents paramètres a été préalablement validé lors de la thèse de Pierre Couleaud en 
prenant en compte les méthodes de mesures suivantes : 

 La sélectivité qui consiste en l’étude de l’affinité moléculaire (test ELISA) de la nanoparticule 
après greffage du peptide vis-à-vis de la protéine recombinante NRP-1, 

 L’efficacité photodynamique des nanoparticules qui correspond à l’étude de leur cytotoxicité à 
l’obscurité et de leur efficacité photodynamique in vitro, 

 Le réhaussement du signal IRM qui est étudié par un test in vivo en imagerie de résonance 
magnétique sur des rats xénogreffés par un modèle de tumeur astrocytaire de haut-grade 
(cellules U87). 

L’utilité d’élaborer un plan d’expérience pour cette étude prend toute sa mesure lorsque l’on compare 
les 13 lots issus de celui-ci aux 144 lots qu’il aurait fallu synthétiser puis tester si cette stratégie n’avait 
pas été mise en place. 

Afin de réaliser ce travail, il a été nécessaire de synthétiser les nanoparticules, le PS encapsulé ainsi que 
les peptides greffés en surface des nanoparticules. 
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II. 2. c. i. Les nanoparticules : paramètres modifiés 

Les nanoparticules utilisées dans cette thèse sont constituées d’un cœur d’oxyde de gadolinium obtenu 
par une synthèse polyol de type bottom-up. 

 Les cœurs 

Les nanoparticules qui ont été utilisées pour réaliser ce plan d’expérience ont été développées et 
optimisées par l’équipe FENNEC (Formation et Elaboration de NaNomatériaux et Cristaux) de l’ILM 
(Institut Lumière Matière) de Lyon. Cette synthèse permet d’obtenir des cœurs d’oxydes de gadolinium 
(Equation 13) de petites tailles possédant un meilleur réhaussement en IRM que les premiers cœurs 
utilisés au début de la thèse de Pierre Couleaud. 

                
   
                             

Equation 13 : Réaction de formation de l'oxyde de gadolinium. 

Les mesures effectuées, entre autres, par la méthode DLS ont permis  de mettre en évidence des tailles 
monodisperses d’environ 1,0 nm pour les « petits cœurs » (PC) et d’environ 3,0 nm pour les « gros 
cœurs » (GC) (Figure 114). 

 
Figure 114 : Graphiques des distributions de tailles en volume, obtenues par la méthode DLS (Dynamic Light 

Scattering) (λexc. = 633 nm) des GC et des PC dans le DEG, adapté de la référence [333]. La courbe rouge 
correspond aux PC et celle en vert correspond aux GC, dans le diéthylène glycol (DEG). 

Le choix de l’utilisation de l’oxyde de gadolinium réside dans ces propriétés paramagnétiques et son 
numéro atomique élevé, comme cela a été mentionné précédemment. De plus, cet élément s’avère être 
potentiellement utilisable pour des applications en temps qu’agent radiosensibilisant et pour la capture 
neutronique [339, 340]. 

Les synthèses sont effectuées dans le DEG qui est un solvant possédant un point d’ébullition (245°C) et 
une viscosité élevés (39 cP) qui permettent de contrôler la dispersion de taille et d’éviter l’agglomération 
[339]. 
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 L’enrobage (la couche de polysiloxane) 

Les premiers travaux effectués par Pierre Couleaud sur des nanoparticules comportant 47 atomes de 
silice par atome de gadolinium (47 Si/Gd) ont montré un réhaussement de signal IRM insuffisant pour 
une utilisation in vivo. L’amélioration des techniques de synthèse par l’équipe FENNEC ont ensuite 
permis d’obtenir des nanoparticules possédant une coque de silice avec une stœchiométrie de 1 à 4 
Si/Gd, ce qui donne des nano-objets d’une taille de 2 à 5 nm qui offrent un meilleur réhaussement positif 
en IRM [333]. Cette couche de polysiloxane est obtenue à partir d’un mélange de précurseurs silanés 
TEOS/APTES (40%/60% en moles) (Figure 115, Figure 116). Cet enrobage permet à la fois de protéger le 
cœur d’oxydes de la dissolution afin d’éviter la libération des ions Gd3+ toxiques et d’éviter 
l’agglomération des nanoparticules. De plus, cette coquille permet la fonctionnalisation ultérieure de la 
nanoparticule par l’intermédiaires des fonctions amines (-NH2) de surface apportées par l’APTES. Le bras 
aminopropyle de l’APTES permet de greffer des molécules comme les photosensibilisateurs (chlorine) et 
les agents de chélation (DOTA, DTPA) [339]. 

 
Figure 115 : Structure chimique du (3-
aminopropyl)triéthoxysilane (APTES). 

 
Figure 116 : Structure chimique du tétraéthoxysilane (TEOS). 

L’étape d’enrobage est effectuée, dans le DEG, par plusieurs ajouts successifs d’APTES et de TEOS dans 
les proportions 60/40 en moles. Chaque ajout comprend 0,5 mole de Si par mole de Gd (soit 0,3 APTES et 
0,2 TEOS/1 Gd). Cette réaction est catalysée par un mélange basique constitué de triéthylamine (Et3N) et 
d’eau dans le DEG [339]. Il se forme alors un réseau polysiloxane réticulé par des réactions d’hydrolyse-
condensation (Figure 117, Figure 118). 

 
Figure 117 : Réaction d'hydrolyse du TEOS. 

 

 
Figure 118 : Réaction de condensation du TEOS et du produit d'hydrolyse du TEOS, d’après les références [339, 341]. 

 

 Fonctionnalisation des nanoparticules avec les agents chélatants DTPA et DOTA 
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L’ajout de molécules hydrophiles à la surface des nanoparticules est un paramètre essentiel pour leur 
conférer une bonne dispersion en solution aqueuse grâce à la stabilisation électrostatique par les 
répulsions de Coulomb créées par leurs charges électrostatiques de surface. Ces molécules, en occupant 
la surface des nanoparticules, offrent également une stabilisation stérique qui permet de maintenir les 
nanoparticules éloignées les unes des autres [342]. De plus, ce type de fonctionnalisation rend les 
nanoparticules furtives vis-à-vis de l’absorption des protéines endogènes (osponisation) [333]. Les deux 
molécules hydrophiles utilisées sont le DTPA (acide diéthylènetriamine pentaacétique) (Figure 119) et le 
DOTA (acide 1,4,7,10-tétraazacyclododécane-1,4,7,10-tétraacétique), un ligand cyclique (Figure 120). 
Celles-ci sont couramment utilisées comme agents de chélation en imageries IRM, TEM et TEP du fait de 
leur biocompatibilité et de leur capacité à complexer certains ions d’intérêt médical , tels que Gd3+, Mn2+, 
111In3+, 99mTc4+, 68Ga3+, 64Cu2+, 86Y3+, etc [339]. 

 
Figure 119 : Structure chimique du DTPA.  

Figure 120 : Structure chimique du DOTA. 

Ces deux molécules, via leurs fonctions acides carboxyliques et leurs atomes d’azote vont chélater les 
ions Gd3+ sans modifier les propriétés paramagnétiques de ces ions. De ce fait, il est plus juste d’utiliser 
le terme d’« agents chélatants » plutôt que celui de « surfactants » étant donné qu’il s’agit de ligands 
polydentés. Deux complexes ont reçu leurs AMM et sont actuellement vendus sous formes de solutions 
injectables, connues sous les noms de DOTAREM® pour le complexe [Gd(DOTA)(H2O)]- (Figure 121) et 
Magnevist® pour le complexe [Gd(DTPA)(H2O)]2- [343] (Figure 122). Cependant, il a été montré que les 
complexes cycliques présentent une constante de chélation et une durée de vie de chélation plus 
élevées que leurs homologues linéaires [344], ce qui laisse penser que le DOTA serait la molécule la plus 
adéquate pour le greffage en surface des nanoparticules. Il semble également important de tenir compte 
du fait qu’une fois en solution aqueuse et placé en présence de ces deux ligands, le Gd3+ forme un 
complexe par la mise en commun des électrons non liants de tous les atomes d’azotes et de toutes les 
fonctions carboxylates de l’agent chélatant. L’ion central se coordine également avec une molécule 
d’H2O [343]. Ceci permet la stabilisation de ces complexes afin que l’ion gadolinium ([Xe] 4f7 5d0 6s0) 
aquièrisse la structure électronique ([Xe] 4f14 5d9 6s2 4p6) la plus proche possible de celle du radon ([Xe] 
4f14 5d10 6s2 4p6). 

 
Figure 121 : Structure chimique du DOTAREM®, avec une 

molécule d’eau dans la sphère de coordination du 
gadolinium. 

 
Figure 122 : Structure chimique du Magnevist®, avec une 

molécule d’eau dans la sphère de coordination du 
gadolinium. 
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Afin d’optimiser le greffage des agents chélatants, l’équipe FENNEC utilise les formes activées de ces 
molécule, le DTPA-BA (acide diéthylènetriamine pentaacétique-bis-anhydride) (Figure 123) et le DOTA-
GA (acide 1,4,7,10-tétraazacyclododécane-1,4,7,10-tétraacétique-anhydride glutarique) (Figure 124) [339]. 

 
Figure 123 : Structure chimique du DTPA-BA. 

 
Figure 124 : Structure chimique du DOTA-GA. 

La fonctionnalisation des nanoparticules hybrides a été réalisée à l’aide de l’une ou l’autre de ces 
molécules. Le couplage de ces agents chélatants à la surface des nanoparticules est obtenu par la 
formation d’une liaison amide entre une fonction acide carboxylique et une fonction amine se trouvant à 
la surface de la nanoparticule (Figure 125). 

 
Figure 125 : Schéma de fonctionnalisation d'une nanoparticule avec le DOTA-GA. 
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II. 2. c. ii. Le photosensibilisateur 

La 5-4-carboxyphényl)-10,15,20-triphényl-21,23-chlorine, également nommée TPC-COOH ou C1-COOH, a 
été choisie car elle possède un coefficient d’absorption molaire élevé à 650 nm et une fonction acide 
carboxylique sur un de ces groupements phényle qui permet de la greffer à une autre molécule. De plus, 
elle possède un bon rendement de formation en oxygène singulet qui permet de l’utiliser en PDT. Cette 
molécule est obtenue en deux étapes dont la première consiste en la synthèse de la 5-(4-carboxyphényl)-
10,15,20-triphényl-21,23-porphyrine notée P1-COOH. 

 Synthèse de la P1-COOH 

Cette porphyrine monocarboxylée est synthétisée suivant la méthode de Lindsey qui consiste à 
condenser quatre équivalents de pyrrole avec un équivalent de 4-carboxybenzaldéhyde et trois 
équivalents de benzaldéhyde préalablement distillés. Cette réaction, effectuée dans le DCM anhydre en 
présence de BF3.OEt2 et sous argon, donne un intermédiaire porphyrinogène qui est oxydé en porphyrine 
(P1-COOH) par ajout de p-chloranil (2,3,5,6-tétrachloro-1,4-benzoquinone) (Figure 126). Le DCM est 
ensuite évaporé et le brut réactionnel est solubilisé dans un mélange DCM/EtOH (97:3, v/v) avant d’être 
filtré sur silice pour enlever la majorité des goudrons formés. Ce brut « dégrossi » est ensuite purifié par 
plusieurs colonnes chromatographiques successives. Elles sont effectuées avec une phase stationnaire 
de silice normale et un éluant isocratique DCM/EtOH (97:3, v/v). Cette synthèse donne un rendement 
moyen d’environ 7%, ce qui est dû à la formation importante de goudrons engendrés par l’ajout de p-
chloranil. 

 
Figure 126 : Réaction de synthèse de la P1-COOH. 

 

 Synthèse de la TPC-COOH 

La TPC-COOH est obtenue suivant la méthode de Whitlock. Cette méthode consiste à réduire la 
porphyrine par le p-TSH (para-toluènesulfonylhydrazine) en présence de K2CO3 dans la pyridine distillée, 
à reflux et sous argon. La P1-COOH est réduite en la bactériochlorine correspondante en ajoutant 
directement 40 équivalents de p-TSH et 80 équivalents de K2CO3 puis en portant le mélange à reflux 
pendant 4 heures. Il se forme alors un mélange de bactériochlorine et de chlorine. Le brut réactionnel de 
la bactériochlorine est ensuite dissout dans l’acétate d’éthyle (AcOEt) et placé sous argon. Cette 
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molécule est réduite en sa chlorine correspondante par des ajouts successifs d’o-chloranil (3,4,5,6-
tétrachloro-1,2-benzoquinone) en quantité définie et préalablement dissout dans l’AcOEt (C = 600 
mg.mL-1) (Figure 127). Cette étape consiste à réoxyder la bactériochlorine en chlorine sans pour autant 
pousser la réaction jusqu’à l’oxydation totale qui conduirait à la formation de porphyrine (Figure 127). 
Pour cela, la solution d’o-chloranil est ajoutée progressivement (un ajout toutes les 15 minutes) et un 
spectre UV-visible de la solution est fait avant chaque nouvel ajout. Lorsque le spectre correspond à celui 
de la chlorine sans bactériochlorine (des traces de porphyrine peuvent être présentes), la réaction est 
stoppée par l’ajout d’un volume d’eau conséquent (100 mL) afin d’éviter la réduction de la TPC-COOH en 
P1-COOH. 

 
Figure 127 : Schéma de synthèse de la TPC-COOH à partir de la P1-COOH. 

La chlorine est ensuite séchée par lyophilisation ou sous vide. Le brut réactionnel ainsi obtenu est purifié 
sur colonne HPLC Si-C18 avec un gradient MeOH/H2O en présence de TFA. Cette étape donne des 
rendements moyens de l’ordre de 40%. Il est possible d’expliquer cette valeur faible du fait de la 
formation de P1-COOH à partir de la bactériochlorine lors de la réaction d’oxydation ainsi qu’aux pertes 
durant les phases de lavage du produit qui interviennent après celle de l’oxydation. De plus, la TPC-
COOH peut, en présence d’humidité, se réoxyder en P1-COOH. L’étape d’oxydation avec l’o-chloranil 
n’étant pas stéréosélective, il se forme un mélange de deux isomères de la TPC-COOH qui sont isolables 
par HPLC (Figure 128). Cependant, ces deux isomères possèdant les mêmes propriétés  photophysiques 
[248], ils ne sont pas séparés lors de l’étape de purification. 
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Figure 128 : Structures chimiques des deux isomères de la TPC-COOH. 

La fonction acide carboxylique de la TPC-COOH obtenue est ensuite activée. 

 Synthèse de la TPC-NHS 

La TPC-COOH est solubilisée (200 mg pour 20mL) dans le DCM sous agitation magnétique et sous argon 
puis 1,5 équivalent de N-hydroxysuccinimide (NHS) est ajouté avec 1,5 équivalent de 
dicyclohéxylcarbodiimide (DCC) et le mélange est laissé à réagir à reflux du DCM pendant 4 heures 
(Figure 129). Le brut réactionnel est ensuite purifié par colonne chromatographique avec comme éluant 
le DCM. La TPC-NHS pure est obtenue avec un rendement d’environ 90% puis elle est séchée et 
conservée au sec, sous argon, à l’abri de la lumière. 

 

Figure 129 : Schéma réactionnel de synthèse de la TPC-NHS. 

II. 2. c. iii. Caractérisations photophysiques des photosensibilisateurs 

Les propriétés photophysiques de chaque échantillon ont été déterminées dans l’EtOH à 25°C.  

 Propriétés photophysiques de la P1COOH 

- Propriétés d’absorption UV-visible 

Le spectre UV-visible de la P1-COOH est constitué d’une bande de Soret avec un maximum d’absorption à 
414 nm et de quatre bandes Q, d’intensités plus faibles, situées entre 512 nm et 650 nm (Figure 130). 
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Figure 130 : Spectre d'absorption UV-visible de la P1-COOH dans l'EtOH. 

 

Les composés sont analysés à faible concentration, inférieure ou égale à 10-7 mol.L-1 (Do(414 nm) ≈ 0,2), afin 
d’éviter de former des dimères [227]. Les calculs des coefficients d’absorption molaire ont été effectués 
plusieurs fois avec des solutions de différentes concentrations en photosensibilisateur (Tableau 8). 

Tableau 8 : Coefficients d'absorption molaire des la P1-COOH dans l'EtOH en fonction des longueurs d'onde d’absorption. 

Bande d’absorption Longueur d’onde (nm) 
Coefficient d’absorption molaire 

(L.mol
-1

.cm
-1

) 

Bande de Soret 414 295371 

QIV 512 12307 

QIII 545 5469 

QII 588 2735 

QI 650 1367 

 

- Propriétés d’émission de fluorescence 

Le spectre d’émission de fluorescence de la P1-COOH est obtenu après excitation 414 nm (Figure 131). Il 
est composé de deux pics avec des maximums à 650 nm pour le pic le plus intense et à 720 nm pour le 
pic moins intense. Cette double bande est caractéristique du spectre de fluorescence des méso-
tétraphénylporphyrines. 

 
Figure 131 : Spectre d'émission de fluorescence de la P1-COOH dans l'EtOH, excitée à 414 nm. 

Le spectre de fluorescence d’un fluorophore permet de calculer son rendement quantique de 
fluorescence en comparant les valeurs des aires situées sous la courbe de l’échantillon et d’une 
référence. La référence utilisée ici est la TPP dans le toluène. 
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Equation 14 : Equation de calcul du rendement quantique de fluorescence. 

Aλ = Densité optique de l’échantillon à la longueur d’onde d’excitation λ ; A0λ = Densité optique de la référence à la 

longueur d’onde d’excitation λ ; If = Intensité de fluorescence de l’échantillon (aire sous la courbe) ; I0f = Intensité de 

fluorescence de la référence (aire sous la courbe) ; Фf0 = Rendement quantique de fluorescence de la référence ; n = 

Indice de réfraction du solvant de l’échantillon ; n0 = Indice de réfraction du solvant de la référence. 

Dans notre cas, on a : 

                  avec                    et               . 

              

 

- Formation d’oxygène singulet 

La formation d’oxygène singulet est détectée à partir de sa luminescence dans le proche infrarouge, dont 
le maximum se situe vers 1270 nm, après l’excitation du PS à 414 nm. Le spectre possède une allure de 
gaussienne centrée vers le maximum d’émission à 1270 nm (Figure 132). 

 
Figure 132 : Spectre d'émission de luminescence de l'

1
O2 dans l'EtOH après 

excitation de la P1-COOH à 414 nm. 

Le rendement quantique de luminescence de l’oxygène singulet formé suite à l’excitation de la P1-COOH 
est calculé à partir de la formule ci-dessous. La référence utilisée est le rose de bengale dans l’éthanol 
[87]. 

          
  
   

   
   

  
    

 

  
 
 

 

Equation 15 : Equation de calcul du rendement quantique de luminescence de l’
1
O2. 

Aλ = Densité optique de l’échantillon à la longueur d’onde d’excitation λ ; A0λ = Densité optique de la référence à la 

longueur d’onde d’excitation λ ; Il = Intensité de luminescence de l’échantillon (aire sous la courbe) ; I0l = Intensité de 

luminescence de la référence (aire sous la courbe) ; Ф∆0 = Rendement quantique de luminescence de la référence ; n 

= Indice de réfraction du solvant de l’échantillon ; n0 = Indice de réfraction du solvant de la référence. 
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Dans notre cas, on a : 

                                  avec                  . 

              

 

 Propriétés photophysiques de la TPC-COOH 

- Propriétés d’absorption 

La chlorine possède un spectre d’absorption UV-visible constitué d’une bande de Soret large, beaucoup 
moins intense que celle de la porphyrine correspondante, dédoublée par rapport à la P1-COOH et dont 
les maximums d’absorption se situent à 406 nm et 423 nm (Figure 133). Le spectre est également 
composé des bandes Q entre 512 nm et 650 nm avec la bande QI environ 15 fois plus intense que celle 
de la porphyrine. 

 
Figure 133 : Spectre d'absorption UV-visible de la TPC-COOH dans l'EtOH. 

La réalisation de droites étalons de la TPC-COOH à plusieurs concentrations, dans un solvant donné, 
permet de calculer les coefficients d’absorption molaire (ε) de chaque pic d’absorption (Tableau 9). 

Tableau 9 : Coefficients d'absorption molaire de la TPC-COOH dans l'EtOH en fonction des longueurs d'onde d’absorption. 

Bande d’absorption Longueur d’onde (nm) 
Coefficient d’absorption molaire 

(L.mol
-1

.cm
-1

) 

Bande de Soret 414 85000 

QIV 512 9800 

QIII 545 6500 

QII 588 5000 

QI 650 21000 
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- Propriétés d’émission de fluorescence 

Le spectre d’émission de fluorescence de la TPC-COOH est similaire à celui de la P1-COOH mais avec une 
diminution de la bande d’émission à 720 nm (Figure 134). 

 
Figure 134 : Spectre de fluorescence de la TPC-COOH dans l'EtOH, excitée à 414 nm. 

Dans notre cas, on a : 

                  avec                    et               . 

               

 

- Formation d’oxygène singulet 

Le spectre de luminescence de l’oxygène singulet formé par la TPC-COOH est obtenu de la même façon 
que celui de la P1-COOH et il possède des caractéristiques similaires (Figure 135). 

 

 
Figure 135 : Spectre de luminescence de l'oxygène singulet formé suite à 

l'excitation de la TPC-COOH à 414 nm. 

Dans notre cas, on a : 

                                    avec                   . 
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 Propriétés photophysiques de la TPC-NHS 

- Propriétés d’absorption 

La TPC-NHS possède un spectre d’absorption UV-visible similaire à celui de la TPC-COOH. Il est constitué 
d’une bande de Soret possédant la même allure que celle de la TPC-COOH (Figure 136). Ce spectre 
possède également les bandes Q entre 512 nm et 650 nm. 

 
Figure 136 : Spectre d'absorption UV-visible de la TPC-NHS dans l'EtOH, Do(414 nm)≈0,2. 

La TPC-COOH et la TPC-NHS possèdent les mêmes coefficients d’absorption molaire (Tableau 10). 

Tableau 10 : Coefficients d'absorption molaire des la TPC-NHS dans l'EtOH en fonction des longueurs d'onde d’absorption. 

Bande d’absorption Longueur d’onde (nm) 
Coefficient d’absorption molaire 

(L.mol
-1

.cm
-1

) 

Bande de Soret 414 85000 

QIV 512 9800 

QIII 545 6500 

QII 588 5000 

QI 650 21000 

 

- Propriétés d’émission de fluorescence 

Le spectre d’émission de fluorescence de la TPC-NHS est similaire à celui de la TPC-COOH (Figure 137). 

 
Figure 137 : Spectre de fluorescence de la TPC-NHS dans l'EtOH, excitée à 414 nm. 
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Dans notre cas, on a : 

                  avec                    et                    . 

               

 

- Formation d’oxygène singulet 

Le spectre de luminescence de l’oxygène singulet formé par la TPC-NHS est obtenu de la même façon 
que celui de la TPC-COOH et il possède les mêmes caractéristiques (Figure 138). 

 
Figure 138 : Spectre de luminescence de l'

1
O2 formé après l'excitation à 414 

nm de la TPC-NHS (Do(414 nm)≈0,2). 

Dans notre cas, on a : 

                                    avec                   . 

              

 

Les valeurs obtenues ci-dessus sont récapitulées dans le Tableau 11. 

Tableau 11 : Rendements quantiques de fluorescence  
et de luminescence de l’

1
O2 dans l’EtOH, λexc. = 414 nm. 

Molécule Фf Ф∆ 

P1-COOH 0,14 0,64 

TPC-COOH 0,23 0,70 

TPC-NHS 0,34 0,69 
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II. 2. c. iv. Influence de la concentration en photosensibilisateur sur les 

propriétés photophysiques des nanoparticules 

Le taux de greffage du photosensibilisateur par nanoparticule nous a semblé être un paramètre 
important à prendre en compte [4]. En effet, les photosensibilisateurs sont connus pour s’agréger, ce qui 
entraîne une diminution de leurs rendements quantiques de fluorescence et de formation d’1O2 au 
détriment d’une action photodynamique efficace. 
Afin de vérifier si le taux de PS greffés influence les rendements quantiques de fluorescence et de 
formation d’1O2, une étude des propriétés photophysiques de la TPC greffée aux nanoparticules en 
fonction de la quantité de photosensibilisateur présent dans la coquille de polysiloxane a été effectuée, 
en comparaison avec les propriétés photophysiques de la TPC en solution. Pour cette étude, à 
proprement parler, j’ai synthétisé des nanoparticules constituées d’un cœur d’oxyde de gadolinium dopé 
avec du terbium (Gd2O3 : Tb3+ ; 50 : 50) enrobé d’une couche de polysiloxane (de taille constante de 2 Si) 
dans laquelle a été greffée de la chlorine à différentes concentrations. Le dopage en oxyde de 
gadolinium avec l’ion Tb3+ n’avait pas d’intérêt pour cette étude à proprement parler mais, il devait servir 
à obtenir un potentiel transfert d’énergie entre cet ion (λémi. = 545 nm) et la chlorine greffée (λabs. = 550 
nm) suite à une excitation par lumière ou par rayons X. Les 4 lots synthétisés nommés « nano5 », 
« nano10 », « nano20 », « nano50 » ont été théoriquement greffés avec respectivement 5, 10, 20, 50 
TPC par nanoparticule. Après avoir effectué des mesures de densité optique, nous avons montré que le 
rendement moyen de greffage du photosensibilisateur est de 30% environ. Pour la suite de l’étude, trois 
hypothèses ont été faites : les nanoparticules sont monodisperses ; pour chaque lot, le nombre de PS par 
nanoparticule est homogène ; la répartition du PS est homogène dans chaque nanoparticule.  

Les spectres d’absorption UV-visible de la TPC seule dans l’éthanol et ceux de la TPC couplée aux 
nanoparticules dans le même solvant et à la même concentration montrent des allures similaires [4] et les 
coefficients d’absorption molaire du spectre d’absorption UV-visible de ces molécules sont semblables. 
En revanche, nous pouvons observer une diminution des rendements quantiques de fluorescence et de 
luminescence de l’1O2 plus importante pour les PS greffés que pour les PS en solution lorsque l’on 
augmente le taux de PS. Si une diminution est attendue avec l’augmentation de la quantité de PS, due à 
l’effet de peau, la différence observée entre TPC libre et TPC greffée est due à d’autres phénomènes. 
Notre hypothèse est que deux types de transfert peuvent avoir lieu entre les photosensibilisateurs : un 
transfert longue distance type FRET et un transfert courte distance dû à la formations de dimères de PS 
greffés dans la coque de silice. 

Cette étude nous montre l’intérêt de bien choisir son taux de PS : pour une efficacité maximale, un 
compromis doit être trouvé entre une charge importante de PS pour avoir une absorption de lumière et 
des effets photodynamqiues conséquents, mais une charge trop élevée risque, d’une part, d’induire une 
cytotoxicité due au PS et, d’autre part, de réduire l’efficace photodynamique par diminution du 
rendement de production d’1O2. 

Ceci a conduit à l’utilisation de trois concentrations théoriques de photosensibilisateurs par 
nanoparticules, soit 0 mole de TPC par mole de Gd, 0,01 mole de TPC par mole de Gd ou 0,1 mole de TPC 
par mole de Gd qui correspondent respectivement à 0, ≈ 0,002 et ≈ 0,02 mole de TPC par mole de 
nanoparticules. 

Cette étude a fait l’objet d’une publication que nous avons incluse ci-après. 
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Long-distance energy transfer photosensitizers arising in hybrid 
nanoparticles leading to fluorescence emission and singlet oxygen 
luminescence quenching 
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This paper presents energy transfer occurring in small organically modified core- shell nanopanicles (core 
lanthanide oxide, shell polysiloxane) (diameter < 10 mn) conjugated with photosensitizers designed for 
photodynamic therapy applications. These nanopanicles covalently encapsulate a photosensitizing POT 
drug in different concentrations. Stable dispersions of the nanopanicles were prepared and the 
photophysical propenies of the photosensitizers were studied and compared to th ose of the 
photosensitizers in solution. lncreasing the photosensitizer concentration in the nanopan icles was not 
found to cause any changes in the absorption propenies wh ile fl uorescence and sin giet oxygen quantum 
yields decreased. As a possible explanation, we have suggested that both long d istance energy transfer 
su ch as FRET and self-quenching cou Id occur into the nanopanicles. A simple "trend" mode! o f this ki nd 
of energy trans fer complies with results of experiments on steady state fl uorescence and singlet oxygen 
luminescence. 

1. Introduction 

Photodynamic therapy (POT) is one of the non-invasive ways of 
treating malignant tumors or macular degeneration.'-2 A fier light 
excitation, the photosensitizer (PS) is promoted to the excited 
single! state decays to the trip let state and generatcs highly reac­
tive oxygen species (ROS) such as single! oxygen through inter­
molecular triplet-triplet energy transfer to oxygen. The ROS 
produced arc toxic to cells and tissues and dcstroy cancer 
cells.3 

.. 

As we have previously suggested, non-biodegradable nanopar­
ticles (NPs) seem to be very promising carriers satisfying ali the 
requirements for an ideal targeted POT. 5·

6 Il has a Iso been 
suggested thal hybrid gadolinium oxide nanopanicles are useful 
for magnetic resonance imaging (MRI) and treatmenr1 9 because 
o f their small size (less than 50 nm of diameter), their polysilox­
ane she ll, which allows the covalent coupling of a photosensiti­
zer, and the fact that their polyethylene glycol (PEG) grafting 
allows the covalent coupling of peptide units, thus making 
them an ideal nanoplatfom1 fo r both imaging and POT. We also 
investigated the infl uence of the length o f different PEG on 
the b iod istribution of hybrid gadolinium oxide NPs.9 ln this tar­
geting strategy using nanomaterials, we conjugated a chlorin, 
5-(4-carboxyphenyl)-1 0, 15,20-triphenyl-chlorin (TPC) and the 

"LRGP. Laboratoire Réactions et Génie tles Procétlés. UPR 3349 CNRS. 
Nancy. France 
bLPCML, Laborawire de Phpûco Chimie des Matériaux Luminescems 
(LPCML). UMR 5620 CNRS. Lyon. France. E-mail: ce/inejroclrot@ 
ensic.inpl-nan<yfr: FtLc + 33 3 83 37 8/ 20: Tel:+ 33 3 83 17 15 15 

ATWLPPR heptapeptide to a hybrid gadolinium oxide nanopar­
ticle. We studied its functionalization and photophysical proper­
ties as weil as cytotoxicity and in vitro photodynamic efficiency, 
describing for the first ti mc the molecular affi nity of the functio ­
nalized NP to NRP- 1 molecular target. 10 

Aggregation is imponant in POT because it occurs readily 
between photosens itizcr molecules in water-rich media and the 
photophysical propenies of aggregate species are d ifferent from 
those o f the monomer. ln panicular, the aggregate is usually 
found to have lower single! oxygen quantum yield and therefore 
a lower photodynamic efficacy induced by non-fluorescent 
d imers.11 By covalently coupling the photosens itizer into a 
nanoparticle, it is thus possib le to avoid aggregation. Nevenhe­
less, if the loading is too h igh, this may result in interaction 
betwcen PS units and a self-inh ib ition. 

ln this paper, we shall focus on the influence of the concen­
tration of photosensitizer covalently linked into a nanopan icle 
onto the photophysical propen ies of the PSs. We showed exper­
imentally and by elaborating a mode! that by increasing photo­
sensitizer concentration we induced a Forster resonance energy 
transfer (FRET) associated with panial quenching linked to the 
formation of di mers or complexes. 

2. Materials and methods 

2. 1. Chemistry 

Gadolinium chlo ride salt (3.346 g, GdCI3·6H20) and terbium 
chloride salt (3.360 g, TbCI3·6H20) ( 1 : 1) were placed in 

This journal is © The Royal Society of Chemistry and Owner Societies 2012 Photochem. Photobiol. Sei., 2012, 11,803- 811 1 803 
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120 mL of diethylene glycol (DEG) at room temperature with 
vigorous stirring. The suspension was hcated at 180 °C unti l the 
total dissolution of lanthanidc salts (about 1 h). Whcn the sol­
ution was clear, sodium hydroxide solution (4 mL, 4.06 M) was 
added drop-by-drop with vigorous stirring aga in. Aflerwards, the 
solution was heated and stirred at 180 oc for 3 hours. A transpar­
ent colloid of lanthanide oxide nanoparticles was obtained and 
stored at room temperature for weeks without alteration. 

A solution containing TPC- NHS (40 mg) and 24.61-'L ofami­
nopropyltriethoxysilane (APTES) dissolved in 8.4 mL of anhy­
drous d imethyl sulfoxide (DMSO) was stirred during 2 hours to 
prepare the TPC- APTES precursor. The silane precursors 
(APTES (3.0 mL) and tetraethoxysilane (TEOS) (2.0 mL)) and 
hydrolysis solution (aqueous Et3N in DEG (3.12 x 10- 6 M of 
TEA, 0. 15 M of water)) were sequentially and alternatively 
added to 120 mL DEG solution containing Gd20r Tb20 3 (50/ 
50) nanoparticles ([Ln] = 45 mM) under stirring at 40 oc_ 
Addition of silane precursors and hydrolysis solution was per­
forrned in 6 steps. Each step consisted of the addition to the 
colloid of a portion of the silane precursor mixture followed by 
the addition of hydrolysis solution mixture. The solution con­
taining the TPC coupled to the APTES (TPC- APTES) was 
added in the first stcp in addition to the other si lane precursors 
(respectively 5, 10, 20 and 50 eq. TPC-APT ES/Gd20 3- Tb20 3 

core to synthesize nano5, na no 10, nano20 and nano50). There 
was a one hour delay between the two additions. Afler the last 
addition, the fi nal mixture was stirred for 48 h at 40 oc_ 

Direct measurements of the size distribution of the nanoparti­
cles were pcrfonned using photon correlation spcctroscopy with 
Zetasizer NanoZS90 (He-Ne red laser 633 nm, 50 mW) 
(Malvern Instrument). Size measurements were carried out in 
deionized water with the colloids after purificat ion by dialysis. 

2.2. Photophysical properties 

Absorption spectra were recorded on a Pcrkin-Eimer (Lambda 2, 
Courtaboeuf, France) UV-visible spectrophotometer. Fluor­
escence spectra were recorded on a SPEX Fluorolog-3 spectro­
Auorimeter (Jobin & Yvon, Longjumeau, France) equipped with 
a thern10 stated cell compartment (25 °C), using a 450 W xenon 
lamp. Fluorescence quantum yields (4Jr) were deterrnined using 
a tetraphenyl porphyrin solution as a Auorescence standard ( 4Jr = 

0.11, in tolucnc, taking into account solvent refractivc index and 

+ NaOH 

DEG 

+APTES 
+TEOS 

DEG 

View Article Online 

absorption effi ciencies).12 For the direct detern1ination of 10 2 

quantum yield (4J"') excitation occurred with a Xc-arc, the light 
was separated in a SPEX 1680, 0.22 11m double monochromator. 
The detection at 1270 nm was carried out through a PTI SIN 
1565 monochromator, and the emission was monitored by a 
liquid nitrogen-coolcd Ge-detector mode! (E0-8 17L, North 
Coast Scientific Co.). Rose Bengal was chosen as a reference 
solution thanks to its high 10 2 quantum yield in EtOH (4J"' = 

0.68 13
). The absorbance value at the excitation wavelength 

(4 14 mn) ofboth the reference (Rose Bcngal) and the nanoparti­
cles solutions were set to around 0.2 by d ilution. 

3. Results and discussion 

3.1. Experimental results 

We synthesized silica nanoparticles with different amounts of 
covalently bound photosensitizers. We added a carboxylic tetra­
phcnyl chlorin that had previously been activated with a NHS 
group to aminopropyltriethoxysilane (APTES) to prepare the 
TPC- APTES precursor. The precursor was added in the fi rst step 
in addition to the other si lane precursors to the Gd20 3- Tb20 3 

(50: 50) NPs. By modulating the quantity of TPC- APTES, wc 
synthesized nanoparticles with theoretically 5, 10, 20 or 50 
equivalents of TPC by NP (ca lied respective! y nano5, nano 10, 
nano20, nano50). Because the coupling was not total, the 
number of PS units couplcd to the nanoparticles was estimated 
by comparing the absorption at 420 nm of the TPC coup led to 
the NP to an absorption calibration curve of the TPC in solution . 
For each NP (nanaS, na no 10, nano20, nano50), the coup ling of 
the PS was around 30%. The hydrodynamic rad ius was estimated 
by PCS on the nanoparticles with no PS because of the inter­
action between the PS (absorption at 633 nm) and the laser used 
to detenn ine the size of the particles. The same manipulations 
on nanoparticles perfonned with a fluorescein Auorophore (with 
no absorption at 633 mn) were found to lead to only negligible 
diameter variations. A diagram summing up the reaction is given 
in Fig. 1. 

We compared the photophysical properties of the TPC 
coup led to nanaS, nana 10, nano20 and nano50 for the same con­
centration of nanoparticles in a solution. The absorption spectra 
of TPC in the NPs are prescnted in Fig. 2. 

+APTES 
+TEOS 

• -+ 

DEG 

Fig. 1 Diagrnm of the reaction. 

804 1 Photochem. Photobiol. Sei., 2012, 11, 803-811 This journal is © The Royal Society of Chemistry and Owner Societies 2012 
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700 

Fig. 2 Absorption spectra of TPC covalently coup led to a sa me concentration of nanoparticles in ethanol (red: nano5, blue: na no JO, green: nano20, 
black: nano50). 
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0.6 

0.5 

0.4 

0.3 

0.2 

0.1 

0 

300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 
Wavelengtlt (nm) 

Fig. 3 Absorption spcctra of TPC in ethanol (red: 7. 7 x 1 o-7 mol L - 1
• green: 2 x 1 o-6 mol L - 1

• black: 3.2 x 10- 6 mol L - 1 
). 

They consist of one strong absorption peak caused by S0 -+ 

S.,>2 (8 or Soret band) transitions closed to 420 nm. Besides 
Soret band, four weak Q bands caused by two S0 -+ S t (Q, 
bands) and two S0 -+ S2 (Q,, bands) transitions are observed 
between 500 and 650 mn. The intensity ratio of these four Q­
bands shows an ethio type spectrum. The absorption spectrum 
exhibits a minimal light scattering contribution, thanks to the 
small size of the nano-objects (Rayleigh and/or Mie scattering). 
The UV-visible spectra are composed of light absorption due to 
the chlorin chromophore as weil as an absorption associated 

with the Gd Tb core of the nanopanicle, around 300 nm. lncreas­
ing the concentration of TPC into the nanopanicles was not 
found to inducc any apparent change in the shape and any shift 
of the UV-visible spectra. The sa me phenomenon is observed for 
free TPC in solution - the increase of the concentration has no 
effect on the shape of UV-visible spectrum in this concentration 
range (Fig. 3). 

As cxpccted, Fig. 4 shows thal the absorption at 420 nm of 
TPC in nano5, nano 10, nano20 or nano50 is proponional to the 
concentration ofTPC into the nanopanicles. 

This journal is © The Royal Society of Chemistry and Owner Societies 2012 Photochem. Photobiol. Sei., 2012, 11, 803- 811 1 805 
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The shapes of the fluorescence spectra of free TPC and TPC 
coupled to the nanopan icles arc similar and the maximum 
S 1 ,o --+ So.o is detcctcd at 650 nm (Fig. 5). Another small band 
can be observed at 720 nm as already shown previously. 14 

Fig. 6 shows the fl uorescence intensity according to the TPC 
concentration for TPC in solution or coupled to the nanopani­
cles. The fluorescence emission of TPC in solution was pro­
ponional to the absorbance at Jow concentration (no skin effect) 
but the fluorescence intensity of the TPC coup led to the NP was 
found to decrease when the concentration of TPC increased. 

We measured the formation of singlet oxygen by record ing 
d irect luminescence of 10 2 after excitation of the TPC at 4 14 nm 
(Fig. 7). 

Wh ile the 10 2 formation of TPC in solution was proportional 
to the absorption at low concentration (no skin effect), the 10 2 

fommtion of the TPC coupled to the nanopan icles decreased 
wh en the concentration of TPC increased (Fig. 8). 

• 
! 0.6 

:::l 
~ OA g 
"' • 
i o.z • • 

0.0 

0 10 zo 30 40 so 
l1'C unlts/!""''PartJC!e 

Fig. 4 TPC absorption at 420 nm in ethanol of nano5, nano 10, 
nano20, nano50 (number of units pcr nanoparticlc bascd on the syn­
thesis, samc concentration). 
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These results suggest there was a quenching due to the 
increasing concentration of TPC units into the nanoparticles. ln 
order to explain the results, different phenomenon could be 
taken into account: 

• The formation of a complex in the ground state. Since the 
UV spectra apparently do not change, this hypothesis should be 
not retained. 

• A quenching by an inhibitor present in the bulk. The effect 
has to be independent from the number (n) of the photosensiti­
zers units coupled to the nanoparticle. 

• Long-distance energy trans fer such as FRET: if this mechan­
ism were to occur alone, there wou id be only a delocalization of 
elcctronic cnergy onto the photosensitizcrs without in principle, 
a Joss of energy. At the same ti me, the yield of 10 2 production 
will probably be improved if a non-stationary diffusion con­
trolled reaction between the TPC single! state and oxygen 
occurs. 15 This was not observed experimentally. 

• Both long-distance encrgy transfer such as FRET and a 
quenching process. If we suppose that the photosensitizer is 
Jocalized in close proximity to a quencher Q, the diffusion at 
molccular scale of the electronic energy to the quenching site 
cou id result in a decrease of fl uorescence. 

3.2. Simplified mode! 

To validate the kinetics results, wc developed a simplified mode) 
based on the following assumptions: 

• Ali the nanoparticles are mono disperse (no light 
d ispersion). 

• For a given concentration of PS, the number of PS is identi­
cal in each monodisperse nanoparticle. 

• The d istribution of the photosensitizer is assumcd to be 
homogenous into each NP. 

700 750 800 

Fig. 5 Fluorescence spectrn ofTPC in ethanol (red: 7.7 x 10- 7 mol L - l, green: 2 x lo-• mol L -l, black: 3.2 x 10- 6 mol L - •). 
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Fig. 6 Fluorescence intensity in function of the TPC concentration offree TPC (blue) and ofTPC covalently coupled to the nanoparticles (red). 
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Fig. 7 Single! oxygen fonnation of TPC in ethanol (red: 7.7 x 10- 7 mol L - l, green: 2 x 10- 6 mol L - l, black: 3.2 x 10- 6 mol L - l, Àc,c = 414 mn). 

lt is then possible to write: 

PS _. PS* 

PS * +PS _. PS + PS * (spatial delocalization of the 

electronic state onto the nanoparticles) 

PS * + Q --> inhibition/ quenching 

Taking into account the possible long-distance energy trans fer 
(Forster mechanism), when the number of covalently grafted PS 
increases in the nanoparticles the average distance between two 

PS decreases. lt might be possible that for d istances closer to the 
Forster distance R0 electronic energy transfer could move the 
energy a round the particles (Fig. 9). The photosensitizer's S 1 

electronic state created at rime t = 0 can migrate from one pos­
ition to another PS 1 •, PS,*, PS3 •, e/c. 

If no other quenching occurs, the liferime of the PS must be 
constant and independent of the number of PS per nanoparticle. 
This theoretical hypothcsis has not becn tcsted by cxperiments . 
Nevertheless, the value R0 has been detem1ined by absorption 
and emission spectroscopies and is of the arder of magnitude of 
50 A, which is larger than the diameter of the nanoparticle. ln 
this respect, Forster energy trans fer seems to be a possible mech­
anism for energy delocal ization onto the nanoparticle. 
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Fig. 8 Single! oxygen luminescence intensity in funetion of the TPC concentration of frcc TPC (blue) and of TPC covalcntly couplcd to the nanopar­
ticles (red). 

p~· 

PS 

Fig. 9 Schematic of structure and mechanism of action of quenching 
in the nanoparticles. 

Following on from the above comment, if a quencher Q is 
present on the surface of the particle (Fig. 9) the migration of the 
electronic energy may induce the formation of an excited PS* 
close to a quenchcr, leading to the observed qucnching. The 
simple modeling presented here is defined by assuming the fo l­
lowing statements: 

• The energy transfer between PS* and PS in the ground state 
with a rate defined by Forster mechanism. 

• Static quenching when a PS* is Jocated to a quencher Q. 
• Regarding the transport process of the electronic energy 

(PS*;-+ PS*;+t) as close to the conceptual vision of a d iffusion­
controlled process (random displacements of the e lectronic 
energy) Jeading to a classical rate constant of reactions defi ned 
by: '6 

(1) 

where a is the collision distance between the donor and the 
acceptor, ais a coeffi cient relative to the space for the reaction (4 
for a spherical symmetry, 2 for a spherical surface, etc. ). 

lt is possible to define the apparent inhibition quenching rate 
constant with such a d iffusion process of electronic energy trans­
fer (effective in absence of molecular trans fer) us ing the follow­
ing data: 

• Surface of the nanopart icle: 4rrr~ . 
• The average surface occupied by a single photosensitizer: 

4rr,:lfn with 11 being the number of PS per nanopart iclc. 
• The average d istance between 2 photosensitizers: 

(2) 

• The rate constant k of a Forster type energy transfer 
process is 

k = ko(Ro/R)6 (3) 

where R0 is the classical Forster d istance. 
By analogy, the apparent D electronic energy "d iffusion" 

coeffi cient is: 

(4) 

From (1) and (4), 

k0 = mrNaR 2k (5) 

From (3) and (5), a = R: 

ko = a:n:N x R x R2 x ko(Ro/R)6 
= mcNk0R0

6R-3 

ko = KR - 3 (6) 

witb K = arr.NkoRo 6 

And fi nally from (6) and (2), 

ko = K(4rJ(7!/ n)t3 = K'n - 312 (7) 

with K' = K*(4r*V(rr))- 3
. 

The fluorescence quantum yield (C/Jr) can be wri tten as (Stem­
Valmer plots): 

(8) 
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~ ~.~-8 -· Fig. 10 (A) <Pro/<Pr in fu net ion of n. (B) <P,.o/<P,. in fu net ion of n. Experimental data in red: TPC coup led to the nanoparticles, blue: TPC in solution. 
~ Black: fitting using a !east square simplified techniques. 

where <Pro is the fl uorescence quantum yield without any 
quencher, rN is the natural fl uorescence lifetime o f the photosen­
sitizer. From a hypothetical standpoint, if the light absorbed by a 
photosensitizer is independent o f the d istance to the quencher Q, 
at 1 = 0, the light is unifonnly d istributed around the quencher Q. 

From (7) and (8), 

with K' = K(4n/(rr.))- 3. 

ln Fig. 10, after a classical fi tting using a simplified !east­
square technique we reported <Pruf<Pr and <P,.of<P,. in function 
ofn. 

This experimental data complies with our proposed mode!. At 
the sa me ti me, we showed thal 10 2 production evolved in the 
same manner. Fluorescence emission and 10 2 production have in 
this respect the same origin. 

Both our fl uorescence experiments and fonnation using a clas­
sical mode! for the defi nition of the skin effect on the analyzed 
signal showed that, for the highest concentrations of PS, the cal­
eulated eurve is always located at lower values than the exper­
imental ones. lndependently of the quality of the measuremenls, 
this result is possibly explained by an effect of some self-

q uench ing induced by the formation of dimers in the ground 
state. 

3.3. Discussion 

Most conventional photosensitizers form aggrcgates d uc to their 
Jt-rr. interactions and hydrophobie characteristics resulting in sig­
nificant reduction of single! oxygen by self-quenching. lndeed, 
aggregation shortens the triplet-state lifetime and decreases the 
singlet oxygen quantum yield by dissipating encrgy through 
internai conversion .17 19 However, this property has becn used 
by different research teams to target singlet oxygen fonnation 
given that aggregated PSs are non-toxic and become phototoxic 
when released in their monomeric fonn. These carrier systems 
have a switching phototoxicity. For example, McCarthy et al. 20 

showed that some aggregated PSs loaded in biodegradable nano­
particles are stable and non-phototoxic upon systemic ad minis­
tration. Upon cellular intcmalization, the PS is released from the 
nanoparticle and becomes highly phototoxic. Other teams have 
developed smart and complex molecu les thal can be activated in 

the presence o f enzymes thal are specifie to cancer cc lis, tumour 
medium or metastatic activity21

"
24 

As we previously described, non-biodegradable nanoparticles 
also seem to be a very promising option satisfying ali the 

This journal is © The Royal Society of Chemistry and Owner Societies 2012 Photochem. Photobiol. Sei., 2012, 11,803-811 1 809 



 

169 
 

<( ... 
N 

"' "' :3: 
0.. 

0 N u 
"' a; 
"" "' ~ =: 
i 0 

g 
·c; 
'0 

G' 1!' 

" " z u 
~ 

1:! .g 
~ ,g-
~ 9-
'5 .E 

5 
J: 

N 
.!! 0 
·~ N 

~ è 
.ë " ::J ~ 

-"' 
È~ 
1l ... 

N ., 
" 1l 0 

~ 
., 
" 0 ~ 

Cl :g 
0.. 

requirements for an ideal targeted PDT and can be used to 
improvc the targeting of the photosensitizer.5

·
6 lt bas been 

suggestcd that hybrid gadolinium oxidc nanoparticles could be 
useful for magnetic resonance imaging (MRJ) and treatrnent.7 9 

T heir small size (less than 50 nm of diameter), their si lica shell 
that allows the covalent coup ling of a photoscnsitizer, and their 
polyethylene glycol (PEG) grafting thal allows the covalent 
coupling of peptide un its ali make them an ideal nanoplatform 
for bath imaging and PDT. 

ln these nanoparticles, the PS is covalently coupled to the 
NP. To be efficient, it is essential that photosensitizers keep 
their photophysical properties after their covalent coup ling to 
the NP. ln a first study10 wc proved that it was possible to elabor­
ate multifunctional nanoparticles thal present photodynamic 
activity. Using the fluorescence of the photosensitizer, we cou id 
estimate thal each nanoparticle contains around 6 chlorin mol­
ecules. The signature phosphorescence emission o f 10 2 at 
1270 nm was clearly observed. We could also observe a very 
low decrease in the NP fluorescence emission and singlet 
oxygen emission indicated that the photosensitizer molecules 
linked into the si lica matrix were slightly affected by the 
microenvironment. 

To develop the most appropriate nanoparticles for effective 
PDT applications, in this study we looked at the influence of the 
number of PS grafted onto the nanopanicles on the photophysi­
cal properties. lndeed, the multigrafting of PS onto a nanoparti­
cle can create a ground state complex such as dimers. ln this 
respect, according to previous works in this field, when an 
excited PS transfer its clectronic cncrgy into such a weak 
complex a non-reversible energy transfer will occur leading to 
tose a part of the electronic energy and 10 2 production. Basic 
understanding of dye aggregation on a nanopanicle surface as 
weil as the excited state interaction with a semiconductor support 
was studied by Barazzouk et a/.25 They investigated the photo­
electrochemical propenies of carbocyanine dyes adsorbed on 
Sn02 and Si02 surfaces. The authors observed a blue shi ft in the 
absorption maximum upon adsorption of the dye molecules on 
Sn02 and Si02 colloids surfaces, supporting the argument thal 
monomer and aggregates fonns of dye were in equilibrium. They 
proved thal the binding of cyanine dye molecules to Sn02 and 
Si02 colloid surfaces ind uced intcm10lecular interactions leading 
to an aggregation effect, and the blue shift in absorption bands 
confirmed the dye aggregation to be of H-type. 

More recently, Rossi 's team developed protoporphyrin IX 
nanoparticle carriers, and studied the photophysical properties of 
this well-known photosensitizer.26 They synthcsized an organo­
silane protoporphyrin IX and coup led it to a nanoparticle-based 
system. Firstly, a red shi ft of the Soret band of silyl-functiona­
lized PpiX compared to PpiX was observed and the authors 
suggested this was due to a decrease in aggregation. The absorp­
tion spectra corresponding to the Soret and the Q bands in the 
porphyrin absorption spectrum wcre also observed in a suspen­
sion of PpiX-Ioaded silica sphercs, although the bands werc 
overlapped by the light scauering o f sol id particles (mean par­
ticle diameter 77 ± 12 mn). Emission bands of the PpiX-Ioaded 

silica panicles in aqueous solution were slightly shifted to the 
blue region as compared to the emission spectmm of silyi-PpiX 
free in aqueous solution. Generation of 10 2 was more efficient 
for the PpiX encapsulated than for the free PpiX. This was 

View Article Online 

auributed to a decrease in the monomer--dimer equilibrium 
becausc the porphyrin is covalently auachcd to the silica matrix, 
wh ile in solution this kind of cquilibrium is possible leading to a 
decreasc of 10 2 quantum yield. Based on these promising 
results, the same team recently published a paper about silica gel 
nanoparticles containing phenothiazine photosensitizcr with 
specifie ratios o f di mer to monomer species (methylene blue and 
thionin).27 By recording the absorption spectra, the authors 
could estimate the ratio dimer- monomer. As expected, they 
observed a decreasing amount of 10 2 generation with a dccrease 
o f the dimer- monomer ratios. 

ln our study, we synthesized nanoparticles coupled with differ­
ent amount of PSs with an estimated coup ling yield of 30%. For 
obvious topological reasons, it seems difficult to increase the 
number of PS units on each nanoparticle alter a certain limit. 
Whereas the absorption spectra of ù1e photosensitizer were not 
affected by an increase of the ch lorin concentration, bath fluor­
escence emission and single! oxygcn emission were found to 
decrease when the concentration of covalently linked PSs 
increased. The decrease of 10 2 quann1m yield has been observed 
by other authors,28

·
29 suggesting that this may be due to indirect 

effects s uch as the scat1ering o f the nanoparticles, the local 
sequestration of generated 10 2 by the NP matrix or by intrinsic 
lower encapsulated photosensitizer 10 2 quantum yield. Sin ce the 
nanoparticles are the same size, and the polysiloxane is the same 
matrix, these hypotheses do not appear to be tme according to 
our system. By elaborating a mode! to interpret th is phenom­
enon, we wou id rather suggest the influence of bath long dis­
tance energy transfer such as FRET and inhibition by PS ground 
state dimer. From an application standpoint, increasing the con­
centration of grafted TPC into the nanoparticles leads to a 
quenching effect of fluorescence and 10 2 luminescence. 

4. Conclusion 

Covalent coup ling o f photosensitizers into nanoparticles offer a 
real advantage for PDT applications given that the photosensiti­
zers cannat, in practise, be released from the nanoparticles and 
are protected from their cnvironment. The grafling o f a large 
number of PS onto a nanoparticle may still therefore be con­
sidered a highly interesting option for cancer treatment through 
PDT. Nevertheless, our work proved that the amount of cova­
lcntly grafted PS has a slightly negative influence on the fluor­
escence and singlet oxygen quantum yields. If the payload is loo 
high, this may result in a decrease of single! oxygen quantum 
yield d ue to FRET associated with partial quenching linkcd to 
the fonnation of di mers. 

Abbreviations 

APTES 
Ce6 
DEG 
DMSO 
FRET 
<Pr 
</>"' 

MRI 

Aminopropyltriethoxysilane 
Chlorin c6 
Diethyleneglycol 
Dimethy lsulfoxide 
Forster resonance cncrgy trans fer 
Fluorescence quantum yield 
Single! oxygen quantum yield 
Magnetic resonance imaging 
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NHS 
PDT 
PEG 
PS 

Q 
ROS 
TEA 
TEOS 
TPC 

N-Hydroxy succinimic ester 
Photodynamic therapy 
Polyethylene glycol 
Photosens itizer 
Quencher 
Reactive oxygen species 
Triethylamine 
Tetraethoxysilane 
5-(4-Carboxyphenyl)-1 0 , 15,20-triphenylchlorin 

References 

R. K. Pandcy and G. Zhang, Porphyrin Handbook, cd. K. M. Kadish, 
K. M. Smith, R. Guilard, Academie Press. San Diego, CA, 2000. 
1. J. MacDonald and T. J. Dougheny, Basic principles of photodynamic 
thcrnpy, J. Porphyrins Plulwloc)rutines, 2001, 5, 105- 129. 

3 K. R. \Veishaupt, C. J. Gomer and T. J. Doughcrty, Identification of 
singlet oxygen as the cytotoxic agent in photo inactivation of a murine 
tumor. Cancer Res., 1976, 36, 2326--2329. 

4 J. B. Mitchell , S. McPherson and W. DcGrnff. Oxygcn dcpcndencc of 
hcmatoporphyrin dcrivativc-induccd photoinactivation of Chincsc 
hamster cells, Cancer Res., 1985, 45, 200&-2011 . 
D. Bechet, P. Couleaud, C. Frochot, M. L. Viriot, F. Guillemin and 
M. Barbcri-Hcyob, Nanopanicles as vchiclcs for delivcry of photody­
namic thcrnpy agents. Trends 8ioteclmol .. 2008. 26, 6 12-621 . 

6 D. Brevet, M. Gary-Bobo, L. Raehm. S. Richeter. O. Hocine, K. Amm. 
B. Loock, P. Couleaud. C. Frochot, A. Morère. P. Mai llard. M. Garcia 
and J. O. Durand, Mannose-targcted mesopomus silica nanoparticles for 
photodynamic therapy. Chem. Comnum .. 2009. 1475- 1477. 

7 J. L. Bridot, A. C. Faure. S. Laurent, C. Rivière, C. Billotey, B. Hiba, 
M. lanier, V. Jossemnd. J. L. Coll. L. Vander Elst. R. Muller, S. Roux, 
P. Perriat and O. Tillement, Hybrid gadolinium oxide nanopanicles Multi­
modal contras! agents for in vivo imaging. J. Am. Chem. Soc .. 2007. 129. 
5076--5084. 

8 A. C. Faure. S. Dufort, V. Josserand. P. Perriat, J. L. Coll, S. Roux and 
O. Tillement, Control of the in vivo biodistribution of hybrid nanopani­
clcs with different poly(cthylene glycol) coating, Sma/1. 2009. 5, 2565--
2575. 

9 A. C. Faure. C. Hoffmann, R. Bazzi, F. Goubard, E. Pauthe, C. 
A. Marquette, L. J. Blum, S. Roux and O. Tillement, Functionalization o f 
luminescent aminated particles for facile bioconjugation, ACS Nano. 
2008, 2, 2273- 2282. 

10 P. Couleaud, D. Bechet, R. Vanderesse, M. Barberi-Heyob, A. C. Faure, 
S. Roux, O. Tillement. S. Porhel, F. Guillemin and C. Frochot, Functiona· 
lized silica-based nanoparticles for photodynamic therapy, Nanomedicine, 
2011, 6,995 1009. 

Il R. Bonneil, Chemical Aspect of Photody,wmic Therapy, Gordon and 
Breach Science Publisher, 2000. 

12 T. L. C. Figueiredo, R. A. W. Johnstone, A. M. P. SantAna Sorensen, 
D. Burget and P. Jacques, Dctcnnination of fluorescence yiclds, singlct 
lifctimes and singlet oxygen yields of watcr-insoluble porphyrins and 
metalloporphyrins in organic solvents and in aqueous media, Pltotochem. 
Pltotobio/., 1999, 69. 517-528. 

View Article Online 

13 M. C. Derosa and R. J. Cnuchley. Photosensitized singlet oxygen and its 
applications, Co01Yi. Cltem. Rev., 2002.233-234.351 ~ 371. 

14 L. Tirand, C. Frochot, R. Vandcrcssc, N. Thomas, E. Trinquct, S. Pinel, 
M. L. Viriot. F. Guillemin and M. Barberi-Heyob. A pept ide competing 
with VEGFI65 binding on neumpilin- 1 mediates targeting of a chlorin­
typc photoscnsitizcr and potcntiates its photodynamic activity in hurnan 
endothel ial cclls, J. Controlled Release, 2006, Ill , 153- 164. 

15 W. Dong and J. C. AndrC, Diffusion-controllcd reactions. Il. An approach 
bascd on gencralizcd diffusion equation, J. Cltem. Pltys., 1994, 101 , 299-
306. 

16 J. Perrin. Mouvement brownien et réalité moléculaire. Ami. Chim. Phys .. 
1909, 19.5- 104. 

17 L. E. Bennett, K. P. Ghiggino and R. W. 1-fenderson, Singlet oxygen for­
mation in monomeric and aggrcgated porphyrin c. J. Photochem. Pholo­
biol .. 8 , 1989, 3,81-89. 

18 X. Damoiseau, H. J. Schuitmakcr, J. W. M. Lagcrbcrg and M. Hoebcke, 
Increase of the photosensitizing efficiency of the Bacteriochlorin a by 
liposome-incorporation, J. Pltotocltem. Pltotobio/., 8, 2001. 60, 50-60. 

19 M. R. Hamblin. J. L. Miller, 1. Rizvi and B. Onel. Degree of substitution 
of chlorin(e6) conjugated to charged poly·L· Iysine chains affects their 
cellular uptake, localization and phototoxicity towards macrophages and 
cancer cells,J. XRaySci. Tech., 2002, 10, 139-152. 

20 J. R. McCanhy, J. M. Pcrez. C. Bruckner and R. Weisslcder. Polymerie 
nanoparticle preparation that crradicate tumors, Nauo Leu. , 2005, 5, 
2552-2556. 

21 M. Verhille, P. Couleaud. R. Vanderesse, M. Barberi-Heyob and 
C. Frochot. Modulation of photosensitization processes for an improved 
targetcd photodynamie thernpy, Crm: Med. Cltem .. 2010. 17, 3925--43. 

22 Y Choi, R. Weissleder and C. H. Tung, Selective antitumor effect of 
novel pmtease-mediated photodynamic agent, Cancer Res .. 2006, 66, 
7225-7229 . 

23 M. A. Campo, D. Gabriel. P. Kucera. R. Gumy and N. Lange, Polymerie 
photosensitizer prodrugs for photodynamic therapy, Photochem. Photo­
biol., 2007, 83, 958-965 . 

24 D. Gabriel , M. F. Zuluaga, M. N. Maninez, M. A. Campo and N. Lange, 
Urokinaseplasminogen sensitive polymerie photosensitizer prodrugs: 
Design. synthcsis and in vitro evaluation. J. Drug De/iv. Sei. Tech .. 2009, 
19. 15-24. 

25 S. Barazzouk, H. Lee, S. Hotchandani and P. V. Kamat, Photosensitiza· 
tion aspects of Pinacyanol H-aggregates. Charge injection from singlet 
and Triplet states into Sn02 Nanocrystall itcs, J. Phys. Chem. 8 , 2000, 
104, 3616--3623. 

26 L. M. Rossi, P. R. Silva, L. L. R. Vono, A. U. Fernandes. D. B. Tada and 
M. S. Baptista, Protoporphyrin IX nanopanicle carrier: preparation. 
optical propcrtics and singlct oxygcn generation, Umgmttir, 2008, 24, 
12534-12538. 

27 D. B. Tada, L. M. Rossi, C. A. P. Leite, R. ltri and M. S. Baptista, Nano­
particle Platfonn to modulate reaction mechanism of phenothiazine 
photosensi tizcrs. J. Nanosci. Nanoteclmol., 2010, 10, 1- 9. 

28 F. Liu, X. Zhou, Z. Chen, P. Huang, X. Wang and Y. Zhou, Preparation of 
purpurin-18 loaded magnetic nanocarriers in cottonseed oil for photody­
namic therapy, Mater. Leu. , 2008, 62, 2844-2847. 

29 D. B. Tada, L. L. R. Vono, E. L. Duane. R. ltri. P. K. Kiyoharn. M. 
S. Baptista and L. M. Rossi, Methylene blue·containing silica·coated 
magnetic partîclcs: A potential magnetic carrier for photodynarnic 
therapy, Langmuir, 2007. 23,81 94-8199. 

This journal is © The Royal Society of Chemistry and Owner Societies 2012 Photochem. Photobiol. Sei., 2012, 11,803-811 1 811 



 

171 
 

II. 2. c. v. Le peptide 

 Généralités sur les peptides 

Un peptide est un assemblage de plusieurs acides aminés (A.A) liés les uns les autres par des liaisons 
peptidiques (liaisons amides). Les peptides sont des molécules constituées de moins de 50 acides aminés 
qui ne possèdent pas de structure tertiaire, contrairement aux protéines [345]. Un acide aminé est, dans 
son type le plus simple, une molécule chirale constituée d’un carbone alpha asymétrique (Cα) de 
géométrie tétraédrique lié par une liaison covalente à un groupement amine et à un groupe carboxylique 
[346] (Figure 139). Ce carbone α permet deux configurations non identiques (isomères) appelés 
énantiomères. Ces isomères d’un même A.A peuvent être dextrogyre (+) ou lévogyre (-) suivant le sens 
de déviation de la lumière polarisée qui leur est appliquée par rapport au plan de la molécule 
(respectivement : sens horaire/sens antihoraire) (Figure 140). Les acides aminés, comme toutes les 
molécules, possèdent une configuration absolue R (D) ou S (L) qui correspond à la nomenclature CIP 
(Cahn-Ingold et Prelog). La majorité des acides aminés naturels possèdent la configuration L mais il est 
possible de trouver quelques acides aminés de configuration D [333]. 

 
Figure 139 : Représentation de Fisher, d’après la référence 

[346]. 

 
Figure 140 : Représentation de Cram, d’après la référence 

[346]. 

 

 La synthèse peptidique sur support solide ou SPPS (Solid Phase Peptide Synthesis) 

L’un des pionniers de la synthèse peptidique sur phase solide est Merrifield. En 1963, il a obtenu un 
tétrapeptide (L-(Leu-Ala-Gly-Val)) qu’il a ensuite purifié à l’aide d’une colonne chromatographique [347]. 
Cette méthode consiste à faire croître une chaîne d’A.A à partir d’une résine insoluble (généralement du 
polystyrène [346]) portant l’acide aminé N-terminal protégé, par couplages successifs de chaque A.A. 
Chaque étape de couplage est suivie d’une agitation qui permet d’homogénéiser le mélange « résine-
peptide + acide aminé à coupler » puis un lavage est effectué après la déprotection de la fonction NH2 
terminale avant de recommencer un cycle de couplage. Cette méthode présente les avantages d’être 
rapide et de garder le peptide en croissance accroché à la résine. Cependant, bien que des excès de 
réactifs et de catalyseurs soient utilisés, tous les peptides synthétisés ne correspondent pas au produit 
désiré du fait des délétions engendrées par des couplages non quantitatifs. Pour limiter la formation des 
sous-produits indésirables, une étape supplémentaire de capping des fonctions NH2 est effectuée après 
chaque couplage. Il s’agit ici de faire réagir de l’anhydride acétique avec la fonction NH2 libre de l’acide 
aminé précédent (déprotégé à la pipéridine) qui n’aurait pas réagi avec l’acide aminé suivant. Cette 
étape stoppe définitivement la croissance des peptides délétères en un acide aminé et permet de limiter 
le nombre de sous-produits formés. 

Pour les couplages difficiles entre acides aminés, il est possible d’utiliser la ninhydrine (test de Kaiser) qui 
permet de révéler la présence de fonctions amines libres par une coloration orange qui devient bleue en 
présence d’une amine libre. Un test similaire, au TNBSA (acide trinitrobenzènesulfonique) permet de 
vérifier si un couplage peptidique n’a pas été effectué. Dans ce cas, le réactif réagit avec les fonctions 
NH2 libres et prend une coloration jaune, orange ou rouge en fonction de l’acide aminé testé. 



 

172 
 

 Les peptides du plan d’expérience (ATWLPPR et LWRPTPA) 

Dans le plan d’expérience, les peptides utilisés sont de natures différentes (ATWLPPR ou LWRPTPA) et 

leurs quantités greffées par nanoparticule sont variables (0, 5 ou 10 peptides). Le peptide LWRPTPA 

nommé également « scrambled » contient les mêmes acides aminés que le peptide ATWLPPR ciblant 

NRP-1 mais dans un enchaînement différent, ce qui lui confère des charges électrostatiques analogues à 

celles du peptide ligand ATWLPPR [333] tout en ayant aucune affinité pour NRP-1, et cela jusqu’à une 

concentration de 1000 µmol.L-1 [333] (Figure 141, Figure 142). De plus, des expériences de docking, 

effectuées à Nancy, sur l’affinité du peptide ATWLPPR pour NRP-1 ont montré l’affinité de ce motif 

peptidique pour le corécepteur au VEGF [348]. 

 
Figure 141 : Structure tridimensionnelle du peptide ligand 

ATWLPPR dessinée sous Chem3D. 

 
Figure 142 : Structure tridimensionnelle du peptide 

scrambled LWRPTPA dessinée sous Chem3D. 

Les synthèses de peptides (protégés ou libres) ont été effectuées au LCPM sur un synthétiseur 
automatique programmable MultiPrep INTAVIS (Figure 146). La résine utilisée est placée dans des 
réacteurs fermés à leur base par un fritté. Ce polymère porte le premier acide aminé dont la 
concentration (charge) est définie en millimoles par gramme de résine. Les peptides synthétisés pendant 
cette thèse ont été obtenus par la stratégie Fmoc/tBu (fluorénylmethyloxycarbonyle/tertiobutyle) 
(Figure 143) avec une résine 2-chlorotrityle commerciale (Figure 144) sur laquelle est fixé le premier A.A 
(par son groupement carboxylique). 

 
Figure 143 : Structure chimique du groupement 

protecteur Fmoc lié à un acide aminé. 
 

Figure 144 : Structure chimique de la résine « chlorotrityl 
chloride », adaptée de la référence [18]. 

Pour s’assurer que la croissance du peptide se fasse par liaison entre les fonctions -NH2 de la chaîne en 
croissance et les fonctions -COOH du Cα, les acides aminés commerciaux utilisés portent des protections 
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en position N-terminale et sur leurs chaînes latérales fonctionnelles. Ces protections orthogonales (semi-
permanentes) (Tableau 12) sont choisies de façon à résister aux cycles successifs de 
« déprotection/activation/couplage » effectués lors de la synthèse. 

Tableau 12 : Acides aminés utilisés pour synthétiser le peptide ATWLPPR protégé. 

Nomenclature Nom exact Protection 
Fonction 
protégée 

Structure chimique de l’acide aminé 

Ala A L-H-Ala-OH - - 

 

Arg(Pbf) R 
L-H-

Arg(Pbf)-OH 

2,2,4,6,7-
pentméthyldihydro

benzofuran-5-
sulfonyle (Pbf) 

guanidinium 

 

Pro P L-H-Pro-OH - - 
 

Trp(Boc) W 
L-H-

Trp(Boc)-OH 

tert-
butyloxycarbonyle 

(Boc) 

amine 
indolique 

 

Leu L L-H-Leu-OH - - 

 

Thr(tBu) T 
L-H-

Thr(tBu)-OH 
tertiobutyle (tBu) alcool 

 

La liaison amide issue de la réaction entre la fonction acide carboxylique et la fonction amine n’étant pas 
spontanée, il est nécessaire d’activer la fonction carboxylique à l’aide du O-benzotriazole-N,N,N’,N’-
tétraméthyluronium (HBTU) après avoir neutralisé la fonction acide avec de la 4-méthylmorpholine 
(NMM) (Figure 145). 
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Figure 145 : Formation d'une liaison peptidique entre deux acides aminés, par activation au HBTU. 

Une fois synthétisé, le brut réactionnel est placé sous agitation pendant 2 heures avec un mélange de 
clivage (AcOH (acide acétique)/TFE (2,2,2-trifluoroéthanol)/DCM (dichlorométhane) : 2/2/6 : v/v/v) qui 
permet de libérer le peptide formé de la résine (Figure 146). Cette solution est ensuite récupérée et la 
résine est lavée avec environ 50 mL de DCM pour récupérer la totalité du brut réactionnel. Afin 
d’éliminer le TFE et l’AcOH, le DCM est évaporé à l’évaporateur rotatif à une température ≤ 35°C. Afin de 
faciliter l’élimination de l’AcOH, il est nécessaire d’ajouter de l’éther de pétrole (hexane) au brut 
réactionnel, ce qui permet de former un azéotrope entre l’hexane et l’AcOH (du DCM peut également 
être ajouté avant l’hexane pour faciliter la dissolution du brut de peptides). Le solide obtenu est ensuite 
redispersé dans l’eau, lyophilisé puis purifié par HPLC avec un gradient acétonitrile/eau en présence 
d’AcOH. 

 
Figure 146 : Schéma récapitulatif de la synthèse et du clivage du peptide ATWLPPR protégé. 

Cette synthèse a été utilisée pour obtenir le peptide ATWLPPR (Figure 147) et son scrambled (LWRPTPA) 
(Figure 148) sous leurs formes protégées et sous leurs formes libres. Dans le cas des peptides libres, la 
résine utilisée est une résine Wang sur laquelle est greffé le premier acide aminé protégé par un Fmoc 



 

175 
 

(groupement fluorénylméthyloxycarbonyle). La présence du groupement Fmoc nécessite une 
déprotection préalable par une solution à 20% de pipéridine dans la DMF (diméthylformamide). 

 
Figure 147 : Structure chimique du peptide ATWLPPR protégé 

(le tryptophane est indiqué en orange). 

 
Figure 148 : Structure chimique du peptide LWRPTPA protégé 

(le tryptophane est indiqué en orange). 

 

 Propriétés photophysiques des peptides 

Il existe un nombre restreint d’acides aminés pouvant fluorescer après excitation dans le domaine UV-
visible (Tableau 13). 

Tableau 13 : Longueurs d'onde d'absorption et de fluorescence et rendements quantiques des A.A fluorescents dans l’eau, 
d’après les références [349, 350]. 

Acide aminé 
Longueur d’onde (nm) Rendement quantique de fluorescence 

Absorption Emission 

Phénylalanine 257 282 0,04 

Tyrosine 274 303 0,21 

Tryptophane 280 348 0,20 

Grâce à la présence du tryptophane (W) dans la séquence peptidique, il est possible de les détecter par 
fluorescence (λémi ≈ 350 nm) après leur excitation à 280 nm (Figure 149, Figure 150). 
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Figure 149 : Spectres de fluorescence du peptide ATWLPPR sous 
sa forme protégée et sous sa forme libre dans l'EtOH, excité à 

280 nm. 

 

Figure 150 : Spectres de fluorescence du peptide LWRPTPA sous 
sa forme protégée et sous sa forme libre dans l'EtOH, excité à 

280 nm. 

 

II. 2. c. vi. Synthèse des différents lots du plan d’expérience 

Les lots de nanoparticules utilisés dans ce plan d’expérience possèdent tous les mêmes composants 
chimiques mais dans des proportions variables. Bien que les nanoparticules possèdent toutes la même 
structure générale, chaque lot est unique du point de vue de sa composition structurelle. 

Les cœurs d’oxydes de gadolinium utilisés correspondent à ceux mentionnés précédemment (GC, PC). 
L’enrobage à n Silicium par gadolinium signifie, que pour la synthèse de la couche de polysiloxane, n 
moles de précurseur silané (en équivalents de silice) ont été ajoutées par mole de gadolinium. Il en va de 
même en ce qui concerne la TPC, où n’ moles de TPC ont été ajoutées en solution lors de la formation de 
la couche polysiloxane. Enfin, en ce qui concerne le greffage du peptide à la surface de la nanoparticule, 
L (ligand) et S (scambled) correspondent respectivement aux peptides ATWLPPR et LWRPTPA tandis que 
le chiffre qu’il leur est associé correspond au nombre théorique de peptides que l’on souhaite greffer par 
nanoparticule (Tableau 14). 
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Tableau 14 : Caractéristiques de nanoparticules synthétisées dans le plan d'expérience. 

Lot 

Caractéristiques des nanoparticules 

Type de cœur Agent chélatant 
Silicium par 
gadolinium 

TPC par 
gadolinium 

Type et taux peptide par 
nanoparticule 

  théorique théorique théorique 

1 GC DTPA 1 0,1 L10 

2 GC DOTA 2 0,01 L10 

3 PC DTPA 4 0 L10 

4 PC DTPA 4 0,1 L5 

5 PC DOTA 2 0,1 L5 

6 GC DTPA 4 0,01 L5 

7 PC DOTA 1 0 L5 

8 PC DOTA 4 0,1 S5 

9 GC DOTA 1 0,01 S5 

10 GC DTPA 2 0 S5 

11 GC DOTA 4 0,1 0 

12 PC DTPA 2 0,01 0 

13 PC DOTA 4 0 0 

Le plan d’expérience que j’ai réalisé est composé de 13 lots de nanoparticules dont les compositions 
varient en fonction de la taille du cœur (GC/PC), de l’agent chélatant (DTPA/DOTA), de l’épaisseur de la 
couche silice qui enrobe le cœur (1, 2, 4 Si qui correspondent respectivement à 1, 2, 4 moles de silice par 
mole de gadolinium), du taux théorique de TPC liée de façon covalente dans la couche de polysiloxane, 
de la nature (L pour ATWLPPR/peptide ligand et S pour LWRPTPA/peptide scrambled) et du taux 
théorique de peptides greffés (0, 5, 10) sur les nanoparticules. 

Les nanoparticules fournies par le LCMPL de Lyon sont reçues sous forme lyophilisée dans des piluliers 
opaques fermés hermétiquement par un septum en caoutchouc scellé par une bague en aluminium. Les 
lots de nanoparticules sont conservés au réfrigérateur (T = 3 à 5°C) entre leur réception et leur 
utilisation. 

 Greffage des peptides 

Les nanoparticules sont dispersées dans de l’eau milliQ (18,6 mΩ) préalablement filtrée sur un filtre 
seringue de 0,20 µm pour éliminer les impuretés. L’eau est ajoutée à raison de 1 mL pour 100 µmol de 
Gd2O3. Après 10 à 15 minutes, les contenus des différents piluliers (d’un même lot) sont réunis et chaque 
pilulier est rincé avec le même volume (100 µL) d’eau milliQ puis ces volumes sont ajoutés à la solution 
de nanoparticules. Pour obtenir une concentration finale de 0,091 M. La solution de nanoparticules est 
placée sous agitation dans un ballon entouré de papier aluminium. 200 µL d’une solution de NaOH (1M) 
sont ajoutés et la solution est laissée à agiter pendant 15 minutes. 

Une solution mère de peptide protégé de concentration 1 mg.mL -1 dans le DMSO, une autre solution de 
HOBt (1-hydroxybenzotriazole) dans le DMSO (1 mg.mL -1) et une solution d’EDC (hydrochlorure de N-(3-
diméthylaminopropyl)-N’-éthylcarbodiimide)) dans l’eau milliQ (1 mg.mL -1) sont placées 5 minutes dans 



 

178 
 

un bain à ultrasons. Les solutions d’activateurs EDC et HOBt sont ajoutées à la solution de 
nanoparticules, à raison de 1,2 équivalent de chacun d’eux par équivalent de peptides à ajouter aux 
nanoparticules, et ils sont laissés à réagir 15 minutes. Le peptide est ensuite ajouté à raison de 1,2 
équivalent par rapport au nombre de peptides théorique souhaité par nanoparticule. Une fois les 
volumes nécessaires ajoutés, le mélange est laissé à réagir 8 heures sous agitation. Un large excès de TFA 
(500 µL) est ajouté à la solution de nanoparticules et la solution est laissée à agiter pendant 2 heures afin 
de déprotéger les peptides présents dans la solution par élimination des protections latérales Pbf, Boc et 
tBu (Figure 151). 

 
Figure 151 : Schéma de la déprotection du peptide ATWLPPR protégé par les fonctions Pbf (violet), Boc (bleu) et tBu (vert). 

 Purification des nanoparticules 

Après que les protections aient été clivées, les nanoparticules doivent être purifiées. Pour cela, la 
purification est effectuée en deux étapes. La première consiste en une purification par dialyse. La 
solution de nanoparticules est placée dans un boudin de dialyse (cellulose régénérée) de type 
« Spectra/Por® Dialysis Membrane » avec un seuil de coupure de 1.000 kDa (kiloDalton). La purification 
est effectuée par un échange osmotique des impuretés contenues à l’intérieur du boudin vers l’eau 
faiblement concentrée à l’extérieur. Pour cela, les premières dialyses d’une durée de deux fois 1 h sont 
effectuées avec un bain constitué d’un mélange H2O/TFA (20/1 : v/v) ce qui favorise le passage des 
espèces les moins hydrophiles de l’intérieur du boudin de dialyse le bain. Le mélange des bains de 
dialyse est ensuite remplacé par de l’eau milliQ qui est changée toutes les 90 minutes jusqu’à ce que le 
pH de l’eau soit proche de la neutralité (le test est effectué avec un papier pH). La deuxième étape 
consiste à concentrer les nanoparticules par centrifugation à l’aide de tubes Vivaspin® possédant une 
membrane en polyéthersulfone avec un seuil de coupure de 3000 MWCO. La solution de nanoparticules 
est placée dans plusieurs tubes qui sont centrifugés plusieurs fois par sessions de 15 minutes avec une 
vitesse de rotation 3000 rpm (rotation par minute). Entre chaque centrifugation, les solutions de 
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nanoparticules sont agitées à l’aide d’un Vortex et le pH de la solution récupérée dans les culots des 
tubes est testé. Lorsque le volume de la solution n’est plus que d’environ 1 mL, la solution est 
concentrée à l’évaporateur rotatif  (Tbain ≤ 35°C) jusqu’à atteindre un volume proche de celui désiré pour 
les tests biologiques ultérieurs (quelques centaines de microlitres), ce qui correspond à une 
concentration en gadolinium de ≈ 1 mol.L-1. Le pH de la solution finale est mesuré au pH-mètre et celui-ci 
est ajusté, si nécessaire, à une valeur proche de celle du pH physiologique (7,4) par des ajouts d’une 
solution de NaOH 1M. La solution ainsi obtenue est ensuite diluée avec de la solution physiologique 
(solution de chlorure de sodium de concentration 0,009 g.mL-1 soit 154 mmol.L-1 en ions Na+) pour 
atteindre une concentration de 0,5 mol.L-1 puis elle est conditionnée dans des tubes Eppendorf et elle 
est stockée au réfrigérateur dans l’attente de son utilisation. 

 Mesures photophysiques 

Quelques dizaines de µL de solution de nanoparticules (avant et après le greffage peptidique) sont 
prélevés et additionnés d’EtOH absolu pour obtenir une solution, d’un volume de 3 mL, dont la valeur de 
l’absorption à 414 nm (Do414 nm) est proche de 0,2. Les mesures de fluorescence (600 nm à 800 nm) du PS 
excité à 414 nm et de luminescence de l’1O2 formé (de 1200 nm à 1350 nm) après l’excitation du PS à 
414 nm sont effectuées pour évaluer les rendements quantiques de fluorescence et de formation d’1O2 
(de chaque lot de nanoparticules) par comparaison avec deux références (la TPP dans le toluène pour la 

fluorescence (φf (TPP) = 0,11) et le rose de bengal dans l’EtOH (φ (rose de bengale) = 0,69, tous les deux avec 
une Do414 nm ≈ 0,2 ). 

 

II. 3. Résultats du plan d’expériences 

II. 3. a. Propriétés photophysiques des nanoparticules 

Nous allons présenter les spectres d’absorption, les spectres de fluorescence, les spectres de 
luminescence de l’1O2 et les spectres de fluorescence du peptide greffé pour les différents lots du plan 
d’expérience ainsi qu’un tableau récapitulatif des rendements quantiques de fluorescence (Фf) et de 
formation de l’1O2 (Ф∆) obtenus dans l’éthanol. 

Les courbes bleues représentent les nanoparticules avant le greffage des peptides, les courbes rouges 
sont les nanoparticules après greffage des peptides.  
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Lot 1 (GC DTPA 1Si TPC 0,1 L10) 

 

 
 

 
 

  
Figure 152 A, B, C, D : A) Spectres d'absorption UV-visible ; B) Spectres de fluorescence, λexc = 414 nm ; C) Spectres de 

luminescence de l'
1
O2, λexc = 414 nm ; D) Spectres de fluorescence du peptide, λexc = 280 nm. 

Les spectres d’absorption UV-visible du lot 1 (Figure 152 A) présentent une même allure et montrent la 
présence de chlorine avant et après greffage des peptides. Cependant, on peut voir que la ligne de base 
n’est pas horizontale ce qui pourrait s’expliquer par une certaine agrégation de ces nanoparticules. 

Les spectres de fluorescence ont des allures similaires (Figure 152 B) et des intensités équivalentes. 

De façon surprenante et non expliquée, les spectres de la luminescence de l’1O2 montrent qu’il n’y a pas 
de formation de 1O2 (Figure 152 C). Cette absence de formation d’1O2 pourrait être due soit à une faible 
diffusion de l’oxygène dans la nanoparticule, soit à l’eau ajoutée lors de la préparation des échantillons 
dans l’EtOH (ou les deux à la fois). 

Les spectres de fluorescence du peptide avant et après greffage révèlent une large bande centrée vers 
350 nm (Figure 152 D). La fluorescence parasite avant greffage est certainement dûe à des résidus 
fluorescents de synthèse.  
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Lot 2 (GC DOTA 2Si TPC 0,01 L10) 

 

 
 

 
 

  
Figure 153 A, B, C, D : A) Spectres d'absorption UV-visible ; B) Spectres de fluorescence, λexc = 414 nm ; C) Spectres de 

luminescence de l'
1
O2, λexc = 414 nm ; D) Spectres de fluorescence du peptide, λexc = 280 nm. 

Les spectres d’absorption UV-visible (Figure 153 A) révèlent la présence de la TPC et peuvent laisser à 
supposer qu’une faible agrégation des nanoparticules dans l’EtOH est possible. Les spectres de 
fluorescence sont identiques (Figure 153 B), l’intensité de fluorescence n’a pas changé après le greffage 
du peptide. 

Les spectres luminescence de l’1O2 montrent une conservation de la formation d’1O2 avant et après 
greffage des peptides (Figure 153 C). 

Les spectres de fluorescence du lot 2 excité à 280 nm (Figure 153 D) montrent une fluorescence présente 
avant le greffage des peptides due à des impuretés fluorescentes de synthèse résiduelles, comme nous 
l’avons déjà suggéré. 
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Lot 3 (PC DTPA 4Si TPC 0 L10) 

 

  
Figure 154 A, B, C, D : A) Spectres d'absorption UV-visible ; B) Spectres de fluorescence du peptide, λexc = 280 nm. 

Le spectre d’absorption UV-visible du lot 3 ne montre aucune absorption (Figure 154 A), en adéquation 
avec le fait qu’il n’y a pas de chlorine greffée dans ce lot. 

Le spectre de fluorescence de ce lot, excité à 280 nm (Figure 154 B) montre, avant le greffage des 
peptides, une fluorescence parasite dont le maximum se situe à environ 310 nm. Le greffage du peptide, 
quant-à-lui, induit une émission de fluorescence typique du tryptophane à 350 nm. 
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Lot 4 (PC DTPA 4Si TPC 0,1 L5) 

 

 
 

 
 

  
Figure 155 A, B, C, D : A) Spectres d'absorption UV-visible ; B) Spectres de fluorescence, λexc = 414 nm ; C) Spectres de 

luminescence de l'
1
O2, λexc = 414 nm ; D) Spectres de fluorescence du peptide, λexc = 280 nm. 

Les spectres d’absorption UV-visible du lot 4 sont typiques de la TPC (Figure 155 A).  

Les spectres de fluorescence montrent que le photosensibilisateur émet toujours après le greffage du 
peptide et l’excitation à 414 nm (Figure 155 B) avec une intensité légèrement supérieure à celle avant 
greffage du peptide inexpliquée. 

Les spectres de luminescence de l’1O2 des nanoparticules avant et après greffage du peptide montrent 
un très faible rendement quantique de formation de l’1O2 (Figure 155 C). Cette absence de formation 
d’1O2 pourrait être due soit à une faible diffusion de l’oxygène dans la nanoparticule, soit à l’eau ajoutée 
lors de la préparation des échantillons dans l’EtOH (ou les deux à la fois). 

Les spectres de fluorescence du peptide (Figure 155 D) montrent la présence de peptides greffés en 
surface des nanoparticules. Cependant, nous pouvons remarquer qu’il y a deux épaulements avec des 
maximums de fluorescence situés à 350 nm, environ 380 nm et 440 nm. Ceci pourrait indiquer une 
dégradation du peptide lors de l’étape de centrifugation. 
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Lot 5 (PC DOTA 2 Si TPC 0,1 L5) 

 

 
 

 
 

  
Figure 156 A, B, C, D : A) Spectres d'absorption UV-visible ; B) Spectres de fluorescence, λexc = 414 nm ; C) Spectres de 

luminescence de l'
1
O2, λexc = 414 nm ; D) Spectres de fluorescence du peptide, λexc = 280 nm. 

Les spectres d’absorption UV-visible du lot 5 montrent la présence de chlorine dans les nanoparticules 
(Figure 156 A) avec une possible agrégation de ces nanoparticules dans l’EtOH. 

L’analyse des spectres de fluorescence de la TPC (Figure 156 B) montre une diminution de la 
fluorescence après le greffage du peptide. 

Les spectres de luminescence de l’1O2 des nanoparticules avant et après greffage du peptide n’indiquent 
aucune formation d’1O2 (Figure 156 C). Cette absence de détection de l’1O2 peut être due soit à une faible 
diffusion de l’oxygène dans la nanoparticule, soit à l’eau ajoutée lors de la préparation des échantillons 
dans l’EtOH (ou les deux à la fois), comme nous l’avons déjà suggéré. 

Le spectre de fluorescence du lot 5 avant greffage, après excitation à 280 nm, montre une émission de 
fluorescence dont le maximum est situé à environ 330 nm ainsi qu’une bande d’émission de fluorescence 
vers 450 nm (Figure 156 D). Suivant l’hypothèse énoncée plus haut, nous avons considéré que cette 
émission de fluorescence provient d’impuretés qui sont éliminées lors des étapes de purification.  
D’après le spectre de fluorescence après greffage des peptides, nous pouvons remarquer la présence 
d’une émission de fluorescence avec un maximum à 360 nm qui correspond à celle du peptide. 
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Lot 6 (GC DTPA 4 Si TPC 0,01 L5) 

 

 
 

 
 

  
Figure 157 A, B, C, D : A) Spectres d'absorption UV-visible ; B) Spectres de fluorescence, λexc = 414 nm ; C) Spectres de 

luminescence de l'
1
O2, λexc = 414 nm ; D) Spectres de fluorescence du peptide, λexc = 280 nm. 

Les spectres d’absorption UV-visible du lot 6 (Figure 157 A) montre la présence de TPC-COOH dans les 
nanoparticules. Il semble qu’une agrégation ait lieu après le greffage du peptide. 

Les spectres de fluorescence de la TPC avant et après le greffage des peptides montre une forte 
diminution de la fluorescence après le greffage peptidique (Figure 157 B), corrélée par l’observation faite 
en UV-visible. 

Les spectres de luminescence de l’1O2 montrent une absence de formation de l’oxygène singulet après le 
greffage des peptides (Figure 157 C). 

Le spectre de fluorescence avant greffage du peptide montre une fluorescence parasite sans doute due à 
des impuretes de synthèse (Figure 157 D). La fluorescence observée après greffage peptidique révèle la 
présence de peptide greffé. 
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Lot 7 (PC DOTA 1 Si TPC 0 L5) 

 

  
Figure 158 A, B, C, D : A) Spectres d'absorption UV-visible ; B) Spectres de fluorescence du peptide, λexc = 280 nm. 

Les spectres d’absorption UV-visible du lot 7 avant et après le greffage des peptides (Figure 158 A) 
montrent qu’il n’y a pas d’absorption, ce qui est en accord avec les caractéristiques de ce lot. 

Les spectres d’émission de fluorescence du lot 7 avant le greffage des peptides (Figure 158 B) montrent 
la présence d’une émission de fluorescence après excitation à 280 nm (courbe verte). Cette fluorescence 
due à une impureté a été éliminée par le lavage des nanoparticules (courbe bleue). Le spectre de 
fluorescence après le greffage du peptide sur les nanoparticules montre, quant à lui, la présence de 
peptide, grâce à la fluorescence caractéristique du tryptophane à 350 nm. 

Ce lot ne comportant pas de TPC, les spectres de fluorescence de la TPC et de luminescence de l’1O2 
n’ont pas été effectués. 
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Lot 8 (PC DOTA 4 Si TPC 0,1 S5) 

 

 
 

 
 

  
Figure 159 A, B, C, D : A) Spectres d'absorption UV-visible ; B) Spectres de fluorescence, λexc = 414 nm ; C) Spectres de 

luminescence de l'
1
O2, λexc = 414 nm ; D) Spectres de fluorescence du peptide, λexc = 280 nm. 

Les spectres d’absorption UV-visible du lot 8 montrent la présence de chlorine greffée aux 
nanoparticules (Figure 159 A). Une possible agrégation avant greffage est envisagée. 

Le spectre de fluorescence de la TPC après le greffage du peptide indique une augmentation d’un facteur 
3 de l’intensité de fluorescence par rapport à celle de l’échantillon avant le greffage des peptides (Figure 
159 B), en accord avec les spectres d’aborption obtenus.  

Les spectres de luminescence d’1O2 avant et après le greffage peptidique indiquent aucune formation 
d’1O2 avant et une très faible formation d’1O2 après, toujours en accord avec une possible agrégation 
(Figure 159 C). 

Le spectre de fluorescence du lot 8 après le greffage du peptide montre, comme attendue, une bande à 
350 nm mais également un pic inconnu, non identifié, à 390 nm.  
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Lot 9 (GC DOTA 1 Si TPC 0,01 S5) 

 

 
 

 
 

  
Figure 160 A, B, C, D : A) Spectres d'absorption UV-visible ; B) Spectres de fluorescence, λexc = 414 nm ; C) Spectres de 

luminescence de l'
1
O2, λexc = 414 nm ; D) Spectres de fluorescence du peptide, λexc = 280 nm. 

Les spectres d’absorption UV-visible des nanoparticules montrent une forte agrégation des 
nanoparticules après greffage (Figure 160 A). La diminution de l’intensité de fluorescence (Figure 160 B) 
d’un facteur 3 est en accord avec cette constatation, tout comme l’absence de formation d’1O2 (Figure 
160 C). 

Les spectres de fluorescence après excitation à 280 nm montrent une émission de fluorescence inconnue 
provenant sans doute d’une impureté de synthèse qui n’a pas pu être éliminée par les étapes de lavage. 
Aucune détection typique de la fluorescence du tryptophane n’a été enregistrée. 

Le greffage du peptide a été effectué trois fois, sur différents lots de nanoparticules, sans succès (Figure 
160 D). Pour ce lot, nous n’avons jamais réussi à greffer du peptide. 
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Lot 10 (GC DTPA 2 Si TPC 0 S5) 

 

  
Figure 161 A, B, C, D : A) Spectres d'absorption UV-visible ; B) Spectres de fluorescence, λexc = 414 nm ; C) Spectres de 

luminescence de l'
1
O2, λexc = 414 nm ; D) Spectres de fluorescence du peptide, λexc = 280 nm. 

Le spectre d’absorption UV-visible du lot 10 avant le greffage des peptides montre une absorption à 
environ 280 nm qui pourrait expliquer le spectre de fluorescence obtenu avant greffage (Figure 161 A). 

Le spectre de fluorescence du lot 10 excité à 280 nm avant le greffage des peptides montre une 
fluorescence parasite avec un maximum à environ 480 nm. Cette fluorescence est certainement due à 
une impureté puisqu’elle disparaît, après le greffage des peptides, pour laisser place au spectre typique 
de fluorescence du tryptophane avec un maximum à environ 350 nm (Figure 161 B).  
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Lot 11 (GC DOTA 4 Si TPC 0,1) 

 

 
 

 
 

  
Figure 162 A, B, C, D : A) Spectres d'absorption UV-visible ; B) Spectres de fluorescence, λexc = 414 nm ; C) Spectres de 

luminescence de l'
1
O2, λexc = 414 nm ; D) Spectres de fluorescence du peptide, λexc = 280 nm. 

Le spectre d’absorption UV-visible du lot 11 montre la présence de la TPC (Figure 162 A), corroboré par 
la fluorescence détectée après excitation à 414 nm (Figure 162 B). Une faible production d’oxygène 
singulet en comparaison la référence (TPC-COOH) (Figure 162 C) est détectée. 

Le spectre de fluorescence du lot 11 excité à 280 nm montre une émission de fluorescence avec un 
maximum à 340 nm (Figure 162 D) sans doute due à une impureté résiduelle.  
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Lot 12 (PC DTPA 2 Si TPC 0,01) 

 

 
 

 
 

  
Figure 163 A, B, C, D : A) Spectres d'absorption UV-visible ; B) Spectres de fluorescence, λexc = 414 nm ; C) Spectres de 

luminescence de l'
1
O2, λexc = 414 nm ; D) Spectres de fluorescence du peptide, λexc = 280 nm. 

Le spectre d’absorption UV-visible du lot 12 est typique de la TPC (Figure 163 A), tout comme le spectre 
de fluorescence excité à 414 nm (Figure 163 B). 

Le spectre de luminescence de l’1O2 montre la formation d’oxygène singulet (Figure 163 C).  

Le spectre de fluorescence du lot 12 excité à 280 nm montre la présence d’une fluorescence parasite 
centrée à 330 nm (Figure 163 D), déjà observé pour le lot 9. 

 

Lot 13 (PC DOTA 4 Si TPC 0) 

Ce lot ne contenant pas de TPC et ne nécessitant pas de greffage de peptide, le spectre d’absorption UV-
visible, celui de fluorescence du PS et le spectre de luminescence de l’1O2 formé n’ont pas été effectués. 
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II. 3. a. i. Analyse des résultats 

 Données photophysiques 

Les données photophysiques ainsi que les rendements de couplage du peptide sont répertoriés dans le 
Tableau 15. 

Tableau 15 : Rendements de fluorescence de la TPC et de luminescence de l’
1
O2 formé par les lots de nanoparticules, λexc. = 

414 nm. 

Lot Caractéristiques des nanoparticules 

Nombre 
de 

TPC/Gd 
couplées 
estimées 
(par UV-
vis à 650 

nm) 

f avant 
greffage 

du 
peptide 

f après 
greffage 

du 
peptide 

1O2 
avant 

greffage 
du 

peptide 

1O2 

après 
greffage 

Nb  
peptides 
couplés 

(fluo 
λexc.=280 

nm/ 
λém.=350 

nm) 

 
Type 

de 
cœur 

Surfactant Si/Gd 
TPC
/Gd  

Type et 
taux de 

peptide / 
nanoparticule 

TPC    théo   0,21  0,65   

1 GC DTPA 1 0,1 L10 0,010 0,08 0,06 0 0 6* 

2 GC DOTA 2 0,01 L10 0,004 0,17 0,15 0,50 0,44 6 

3 PC DTPA 4 0 L10 - - - - - 14* 

4 PC DTPA 4 0,1 L5 0,013 0,19 0,18 0,69 0,66 4 

5 PC DOTA 2 0,1 L5 0,017 0,07 0,02 0 0 3 

6 GC DTPA 4 0,01 L5 0,017 0,17 0,04 0,53 0,03 4* 

7 PC DOTA 1 0 L5 - - - - - 4* 

8 PC DOTA 4 0,1 S5 0,017 0,03 0,02 0,05 0 3* 

9 GC DOTA 1 0,01 S5 0,328 0,04 0,02 0 0,05 

0 (pas de 
greffage 
après 3 
essais)* 

10 GC DTPA 2 0 S5 - - - - - 3* 

11 GC DOTA 4 0,1 0 0,040 0,11 - 0,18 - 
Pas de 

peptide* 

12 PC DTPA 2 0,01 0 0,040 0,14 - 0,23 - 
Pas de 

peptide 

13 PC DOTA 4 0 0 - - - - - - 

« * » Fluorescence présente avant greffage du peptide (λexc. = 280 nm ; λfluo. = 340 nm). 

 
La majeure partie des lots présente des rendements quantiques de fluorescence et de luminescence de 
l’1O2 très inférieurs à ceux obtenus avec la référence (TPC-COOH) en solution, voire nuls. Pour expliquer 
cela, plusieurs hypothèses peuvent être avancées. 
 
- La première explication pourrait être celle de l’agrégation des nanoparticules dans l’EtOH engendrant 
ainsi un quenching de fluorescence et de luminescence de l’1O2. 

- La deuxième explication pourrait être celle de la perte de photosensibilisateur suite à la destruction de 
la coquille de silice qui enrobe le cœur des nanoparticules. En effet, il a été montré par Mignot et al. 
(2013) [351] et dans la thèse de Jessica Morlieras (2013) que le cœur des nanoparticules se dissout et que 
l’enveloppe de silice se désintègre sous forme de SRP (Small Rigid Platform). Il est donc probable que 
certaines SRP soient de taille suffisamment faible pour être éliminées dans le sous-nageant durant la 
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phase de centrifugation, étant donné l’importante force centrifuge qui leur est appliquée et la taille des 
pores de la membrane (3000 kDa) qui est supérieure à ceux du boudin de dialyse (1000 kDa). 

- Une troisième explication pourrait être celle de l’ajout d’eau lors de la préparation des échantillons 
utilisés pour l’étude des propriétés photophysiques des nanoparticules. En effet, la durée de vie de l’1O2 
est beaucoup plus faible dans l’eau (2 µs [352]) que dans l’EtOH (12 µs [352]), ce qui pourrait expliquer la 
diminution du rendement quantique de luminescence de l’1O2 et la diminution du rendement quantique 
de fluorescence du photosensibilisateur [32]. Afin de vérifier ces hypothèses, il pourrait être intéressant 
d’effectuer une ATG (analyse thermogravimétrique) sur les nanoparticules lyophilisées avant le greffage 
du peptide et après. 

- Une autre explication serait l’abscence de diffusion de l’O2 à travers la couche de silice depuis 
l’extérieure de la nanoparticule vers le PS, ce qui ne permettrait pas de former de l’1O2. 

En comparant les données photophysiques obtenues pour chacun des lots du plan d’expérience, et en ne 
se focalisant que sur un paramètre à la fois, il semblerait que les rendements quantiques de fluorescence 
et de formation d’1O2 ne soient corrélés qu’avec la quantité de silice utilisée pour l’enrobage et/ou la 
taille du cœur de la nanoparticule (la taille du cœur étant elle-même reliée à la quantité de silice puisque 
la quantité de précurseurs ajoutés pour former l’enveloppe est calculée à partir du nombre de moles de 
gadolinium dans le Gd2O3). 

Il est à noter qu’il a été montré ultérieurement au début du plan d’expérience que dans ces petites 
nanoparticules, le cœur se dissout et que la structure de la silice s’effondre sur elle-même puis se 
fragmente en SRP [339, 351, 353]. Cette destruction de la structure de l’enveloppe de silice pourrait expliquer 
la perte de fluorescence des nanoparticules, par la perte du PS, après l’étape de greffage des peptides. 
De plus, l’effondrement de la coquille de silice sur elle-même pourrait expliquer certains rendements 
quantiques de luminescence de l’1O2 quasi nuls par un emprisonnement du PS dans la silice qui réduirait 
la diffusion de l’oxygène vers le PS puis celle de l’1O2 vers l’extérieure. Une autre hypothèse que nous 
avons formulée pour expliquer les faibles rendements est la présence d’eau. Il pourrait donc être 
intéressant de faire de l’ATG sur les nanoparticules lyophilisées avant le greffage du peptide et après 
(cela risque d’être plus compliqué puisque les nanoparticules greffées avec les peptides et lyophilisées 
ne se redispersent pas). 

Ces résultats seront inclus dans une publication en cours d’écriture et incluse ci-dessous. Ils serviront à 
une analyse plus fine des résultats biologiques obtenus. 

 Greffage du peptide et des PS 

Les rendements de couplage obtenus avec les différents lots de nanoparticules sont résumés dans le 
Tableau 16. 
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Tableau 16 : Rendements de greffage de la chlorine et des peptides sur les nanoparticules du plan d'expérience. 

Lot 

Caractéristiques des nanoparticules 

Rendement de 
greffage de la 

TPC-COOH 

Rendement 
de greffage 

des peptides Cœur de Gd2O3 
Agent 

chélatant 
Silice TPC-COOH 

Type de cœur µmol µmol µmol µmol 

1 GC 45 112,5 45 0,45 10 60 

2 GC 45 90 90 0,18 40 60 

3 PC 45 112,5 180 - - 100 

4 PC 45 112,5 180 0,59 13 80 

5 PC 45 90 90 0,77 17 60 

6 GC 45 112,5 180 0,77 100 80 

7 PC 45 90 45 - - 80 

8 PC 45 90 180 0,77 17 60 

9 GC 45 90 45 1,49 100 0 

10 GC 45 112,5 90 - - 60 

11 GC 45 90 180 1,80 40 - 

12 PC 45 112,5 90 1,80 100 - 

13 PC 45 90 180 - - - 

« - » : Les nanoparticules ne contiennent pas la molécule considérée. 

- Rendements de greffage peptidique 

Tableau 17 : Rendements de greffage peptidique. 

Lot 

Caractéristiques des nanoparticules 

f avant 
greffage 

du 
peptide 

f après 
greffage 

du 
peptide 

Nb 
peptides couplés 
(fluo: λexc. =280 

nm/ 
λémi. =350 nm) 

Rendement 
de greffage 

des 
peptides 

Type 
de 

cœur  

Agent 
chélatant 

Si/Gd TPC/Gd 

Type et 
taux 

peptide/ 
nanoparticu

le 

TPC    théo  0,21    

1 GC DTPA 1 0,1 L10 0,08 0,06 6* 60 

2 GC DOTA 2 0,01 L10 0,17 0,15 6 60 

3 PC DTPA 4 0 L10 - - 14* 100 

4 PC DTPA 4 0,1 L5 0,19 0,18 4 80 

5 PC DOTA 2 0,1 L5 0,07 0,02 3 60 

6 GC DTPA 4 0,01 L5 0,17 0,04 4* 80 

7 PC DOTA 1 0 L5 - - 4* 80 

8 PC DOTA 4 0,1 S5 0,03 0,02 3* 60 

9 GC DOTA 1 0,01 S5 0,04 0,02 
0 (pas de greffage 

après 3 essais)* 
0 

10 GC DTPA 2 0 S5 - - 3* 60 

« * » : Présence d’une fluorescence à 340 nm avant le couplage du peptide 
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Dix lots de nanoparticules du plan d’expérience ont nécessité un greffage peptidique (Tableau 17). 

Les rendements de greffage obtenus sont de l’ordre de 60 à 100% ce qui prouve que le protocole mis en 
place est efficace. Cependant, un lot de nanoparticules (lot 9) fait exception à cette règle  et n’a pas pu 
être fonctionnalisé avec le scrambled malgré trois tentatives infructueuses (deux tentatives de greffage 
sur le même lot de nanoparticules et la synthèse d’un nouveau lot 9 pour lequel le greffage du peptide 
LWRPTPA n’a pas non plus été effectif), même si la composition du lot 9 proche de celles des lots 1 et 2 
(lot 1 : GC DTPA 1 Si TPC 0,1 L10 ; lot 2 : GC DOTA 2 Si TPC 0,01 L10). Cet échec n’a pas été expliqué à ce 
jour. 

Une fluorescence parasite à 340 nm de certains lots de nanoparticules, avant le greffage peptidique, a 
été observée. Celle-ci peut être attribuée à la présence d’impuretés résiduelles de la synthèse des 
nanoparticules dont l’élimination a été mise en évidence lors de l’étape de purification après greffage. 

- Rendements de greffage de photosensibilisateur 

Sur les 13 lots qui constituent le plan d’expérience, seulement 9 ont été greffés avec du PS. 

Tableau 18 : Rendements de greffage du photosensibilisateur. 

Lot Caractéristiques des nanoparticules 

Rendement de 
greffage du PS 

après greffage du 
peptide par 

rapport au taux 
théorique 

 
Type de 

cœur 
Agent chélatant Si/Gd TPC/Gd 

Type et taux peptide/ 
nanoparticule 

TPC 
   

théo 
  

1 GC DTPA 1 0,1 L10 10 

2 GC DOTA 2 0,01 L10 40 

4 PC DTPA 4 0,1 L5 13 

5 PC DOTA 2 0,1 L5 17 

6 GC DTPA 4 0,01 L5 100 

8 PC DOTA 4 0,1 S5 17 

9 GC DOTA 1 0,01 S5 100 

11 GC DOTA 4 0,1 0 40 

12 PC DTPA 2 0,01 0 100 

 

Les rendements de greffage en TPC obtenus varient énormément d’un lot de nanoparticules à l’autre (de 
10 à 100%) avec une moyenne d’environ 50% sur la totalité des lots contenant du PS  et ils peuvent être 
classés en trois groupes : 4 lots dont les rendements de greffage vont de 10 à 20 %, 2 lots possédant des 
rendements de greffage de l’ordre de 40% et 2 lots dont les rendements de greffage sont d’environ 
100% (Tableau 18). Les meilleurs rendements de greffage de PS sont observés pour des couches de silice 
de 2 et 4 Si/Gd. Pour expliquer cela, deux hypothèses peuvent être avancées : la première est le fait 
qu’une plus grande quantité de précurseurs sillylés est utilisée lors de la synthèse de la couche de 
polysiloxane, ce qui permet d’avoir une plus grande quantité de PS fixés par nanoparticules ; la deuxième 
hypothèse est la fait que les nanoparticules ne seraient plus des objets sphériques comme elles ont été 
décrites précédemment mais qu’il s’agirait en fait de SRP (Small Rigid Plateform) [351, 354] (Figure 164). Les 



 

196 
 

couches de silices les plus épaisses seraient dans ce cas plus résistantes à l’hydrolyse, ce qui impliquerait 
des plus faibles pertes en PS lors des phases de lavage. Le taux de 100% peut être expliqué, quant à lui, 
par le fait que les quantités de PS ajoutés lors de la synthèse sont de sept fois la quantité théorique 
requise afin de maximiser les chances d’avoir un rendement de greffage conséquent de chlorine. Cette 
étape pourrait être améliorée et nous proposerons des pistes dans le prochain paragraphe. 

 
Figure 164 : Schéma théorique d'une SRP. 

 

- Propriétés photophysiques du PS greffé 

Parmi les 9 lots greffés avec du PS, 5 lots ont montrés des rendements de fluorescence du PS et de 
luminescence de l’1O2  intéressants, après le greffage peptidique (Tableau 19). 

Tableau 19 : Propriétés photophysiques du photosensibilisateur greffé pour les 5 lots intéressants. 

Lot Caractéristiques des nanoparticules 
Nombre de 

TPC/Gd 
couplées 
estimées 

(par UV-vis 
à 650 nm) 

f avant 
greffage 

du 
peptide 

f après 
greffage 

du 
peptide 

1O2 
avant 

greffage 
du 

peptide 

1O2 

après 
greffage 

 

Type 
de 

cœur 

Agent 
chélatant 

Si/Gd TPC/Gd 
Type et taux 
de peptide/ 

nanoparticule 

TPC 
   

théo 
  

0,21 
 

0,65 
 

2 GC DOTA 2 0,01 L10 0,004 0,17 0,15 0,50 0,44 

4 PC DTPA 4 0,1 L5 0,013 0,19 0,18 0,69 0,66 

6 GC DTPA 4 0,01 L5 0,017 0,17 0,04 0,53 0,03 

11 GC DOTA 4 0,1 0 0,040 0,11 - 0,18 - 

12 PC DTPA 2 0,01 0 0,040 0,14 - 0,23 - 

 

Cependant, 4 lots ont montré des rendements de fluorescence de la TPC et de luminescence de l’1O2 
quasiment nuls (Tableau 20). 
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Tableau 20 : Propriétés photophysiques du photosensibilisateur greffé pour les 4 lots sans 
1
O2 détecté. 

Lot Caractéristiques des nanoparticules 
Nombre de 

TPC/Gd 
couplées 
estimées 

(par UV-vis, 
650 nm) 

f avant 
greffage 

du peptide 

f après 
greffage 

du peptide 

1O2 avant 
greffage 

du peptide 

1O2 

après 
greffage 

 

Type 
de 

cœur  

Agent 
chélatant 

Si/Gd TPC/Gd 
Type et taux 
de peptide/ 

nanoparticule 

TPC 
   

théo 
  

0,21 
 

0,65 
 

1 GC DTPA 1 0,1 L10 0,010 0,08 0,06 0 0 

5 PC DOTA 2 0,1 L5 0,017 0,07 0,02 0 0 

8 PC DOTA 4 0,1 S5 0,017 0,03 0,02 0,05 0 

9 GC DOTA 1 0,01 S5 0,033 0,04 0,02 0 0,05 

 

Afin d’expliquer ces différences de résultats, plusieurs hypothèses peuvent être envisagées. En premier 
lieu, il peut y avoir une perte de PS lors de la phase de lavage des nanoparticules par dégradation de la 
silice. En second lieu, cette absence de fluorescence et de luminescence peuvent être expliquée par une 
agrégation des nanoparticules dans l’EtOH lors de la préparation des échantillons utilisés pour les 
mesures photophysiques. Enfin, ces rendements nuls peuvent également être expliqués par le quenching 
de fluorescence de la TPC et de luminescence de l’1O2 du fait de l’ajout de H2O lors de la préparation des 
échantillons. 

Cependant, un lot du plan d’expérience (lot 5) qui a été testé in vivo et in vitro a montré  un effet 
photodynamique sur des cellules MDA-MB 231, malgré l’absence de détection de 1O2. Ce lot mériterait 
donc d’être synthétisé de nouveau et testé avec des sondes chimiques afin de savoir quel type de ROS 
est formé lors de l’excitation de ces nanoparticules. 

II. 3. a. ii. Les premiers tests biologiques 

Afin de commencer à déduire les paramètres clés pour la synthèse d’une nanoparticule « idéale » il est 
nécessaire d’effectuer des tests in vitro et in vivo pour chaque lot du plan d’expérience. Cependant, les 
effets de cytotoxicité des ces nanoparticules ne peuvent pas être étudiés de façon conventionnelle, ce 
qui ne permet pas d’évaluer les réponses cellulaires directes et celles qui sont étalées dans le temps. Afin 
de remédier à ces inconvénients, une analyse originale en temps réel des cellules exposées aux 
nanoparticules à été utilisé afin d’étudier les effets cytotoxiques et photocytotoxiques in vitro des nano-
objets synthétisés et utilisés durant cette thèse. Cette approche dynamique basée sur le suivi et l’analyse 
en temps réel de la variation d’impédance a été utilisée dans le but de caractériser la réponse de 
dynamique cellulaire. L’analyse en temps réel de la réponse cellulaire induite par l’exposition aux 
nanoparticules suivie d’une PDT nécessite l’utilisation d’un nouveau modèle permettant de décrire ces 
réponses photoinduites. 

Une étude in vitro, menée par Benachour et al., réalisée sur des cellules de cancer du sein du type MBA-
MB-231 (surexprimant NRP-1) a démontré l’efficacité photodynamique des nanoparticules 
multifonctionnelles du lot 5 ainsi que leur capacité à cibler le récepteur NRP-1 par l’intermédiaire d’une 
fonctionnalisation via le peptide ATWLPPR. Les lots 5 et 13 ont été retenus pour cette étude (Figure 165). 
Ces lots ont été choisis de part leurs compositions chimiques très proches. Le spectre UV-visible du lot 5 
montre un spectre similaire à celui de la TPC-COOH, ce qui confirme la présence effective du PS à l’état 
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monomère. La différence de potentiel zêta entre le lot 5 et le lot 13 est expliqué par la présence du PS et 
du peptide pour le lot 5 par rapport au lot 13 (contrôle). 

 
Figure 165 : Schémas des nanoparticules du lot 5 et du lot 13. 

La relation entre cette efficacité photodynamique, la concentration de photosensibilisateur et la dose 
lumière a été mise en évidence par un test métabolique colorimétrique classique et également par un 
suivi de l’impédance cellulaire en temps réel grâce au système dédié XCELLigence (ou RTCA pour real 
time cell analysis SP®) (Figure 166, Figure 167). 

 
Figure 166 : Indice cellulaire normalisé en fonction de la 

concentration et de la dose lumière obtenu avec le système 
XCELLigence, adapté de la référence [2]. 

 
Figure 167 : Indice cellulaire normalisé en fonction de la 
concentration et de la dose lumière obtenu avec un test 

WST-1, adapté de la référence [2]. 

Ces nanoparticules ont été caractérisé par un effet cytotoxique en utilisant le test métabolique à la plus 
forte concentration (TPC-Gd : 10 µM - 585 µM, respectivement) (Figure 168). Le test MTT mesurant 
l’activité mitochondriale et le test RTCA évaluant simultanément la prolifération des cellules, la 
modification d’adhérence et le changement morphologique (Figure 169), nous pouvons considérer que 
les deux approches sont complémentaires. Un test de compétitivité entre le facteur de croissance 
VEGF165 lié aux NRP-1 et les nanoparticules greffées avec ATWLPPR a également montré que ces 
nanoparticules déplacent fortement les VEGF165 des récepteurs NRP-1. Ceci indique une plus grande 
affinité des nanoparticules greffées avec le peptide ligand, pour NRP-1, par rapport au ligand biologique. 
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Figure 168 : Taux de survie cellulaire en fonction du type et 

de la concentration en nanoparticules, adapté de la 
référence [2]. 

 
Figure 169 : Graphique de l'évolution cellulaire en fonction du 
temps et de la concentration en nanoparticules, adapté de la 

référence [2]. 

De plus, des études in vivo sur des rats nude portant une tumeur cérébrale orthotopique humaine de 
type U87 (glioblastome) dans leur hémisphère cérébral droit ont été injectés avec ces nanoparticules 
multifonctionnelles. Ils ont montré une accumulation intratumorale de ces nano-objets et une 
augmentation de contraste positif en IRM associée à une augmentation de la rétention intratumorale 
des nanoparticules (Figure 170). 
 

 
 

 
 

Figure 170 : Signal de réhaussement IRM obtenu avec les nanoparticules du lot 5, adapté de la référence [2]. 
 
Ces résultats sont développés de façon plus détaillée dans la publication insérée ci-après. 
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Abst ract 

A1otoaynanlc tnerépy (FOT) lsm emerÇjngtnera>ostlc rnocl<lltyfor va-1ousca1cer aswetl as 
norK:a'lCef diseases. lts efficiency is manly based on a selective a:x:umulàion of FOT a'ld 
irmgng <gents in tt.wnor tisrue. The vascula- effect is widely a::œpted to plat a m<4or role in 
tumor erooieàion by FOT. To promote this voorula- effect, we previouslydemonstràed the 
interest of using a1 a::tive- ta-g3ting stràegr ta-g3ting neuropilin-1 (NRP-1), manly 
over-expressed by tumor a'l9ogenic vessais. For a1 integ-àed ~a--ta-g3ted FOT with 
m<g1elic reootmœ irmgng (MRI) of Ca'lCer. we developed rroltilunctiona ga:Jolinium-based 
na-oopa-tidesconsistingof a Sll'faœ-locaized h.m or voorulà ure ta-g3ting N RP-1 peptide a'ld 
polysilox<rle na>opa-tides with ga:Jolinium chelàed by DOTA deriva ives on the surface a'ld 
a dllorin as photosensitizer. The na-oopa-ticles were surface-lunctionaized with hydrophilic 
DOTA chelàes a'ld àso used as a 9:dfold for the ta-g3ting peptide gdting. ln \itro investi­
~ ions demonstràed the àlility of multifunctionà na>opa-ticles to preserve the photo­
physica properties of the enŒpSUiàed photosensitizer <r1d to confer photosensitivity to 
MDA-MB-231 ca1œr œlls relàed to photosensitizer conœntràion a'ld li!tlt dose. Using 
binding test, we reveaed the àlility of peptid&-lunctionaized na1opa-tides to ta-get NRP-1 
recombina1t protein. lmportmtly, dter intra;enous injection of the rroltilunctiona na10· 
pa-tides in ràs bea'ing intra::nnià U87 gioblastoma. a positive MRI contrast !ri1a'lcement 
was specifiCàly observed in tumor tisrue. Reà-time MRI a'làysis reveàed the àlility of the 
ta-g3ting peptide to confer specifie intrà1.1110rà retention of the multifunctiona na>opa-ti­
cles. 

Key words: Ta rgeted PDTi neuropilin·1; brain tumor; MRI; functionalized theranostic nanoparti­
des 
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Introduction 
Both cancer diagnosis and trcalmcnt depend on 

selective d eljvery of approprintc ag;cnts to the ma lig­
nan t tissues. Photodynamic thcrnpy (POT) is an in­
crcasi_ngly recogni?..ed thert~nost ic allcmativc to trcat a 
variety of cancer diseases. This technique involves the 
prcfcrcntial uptake of photosensitizing molecules, 
also known as photoscnsitizcrs, by target tissue fol· 
lowed by localized photoirradiarion with visiblc light 
at an appropriate wavelcngth and dosage. Pho­
to-activation of the photosensitizer ,..,.ults in the for­
mation of photosensitizer exdtcd state that transfers 
its mergy to surrounding molecular oxygcn to locally 
gcncrate reactive oxygen <pecie< (ROS), such as sin­
giet oxygen ('(),), which damage target tumor œlls 
and vasculature inducing tumor colts death (1-3). 
Nevertheless, the clinical cfficacy of POT is often lim­
ite<! by the difficulty in systemic administration of 
mostly hydro phobie photoscnsitimrs. The most 
c?mmonly used photoscnsitizing agents arc porphy­
rm·bascd mo lecules J4 J. Many of them arc limilcd 
because of poor water solubility, prolongcd cutanoous 
pholosensitivity, inadequate phnrmnrokinetics and 
low tumor ~lectivity f5]. To ov~rcomc thcsc limita­
tions, numerous approaches have been proposed to 
diréct the photosensitizer to tu mor by active targeting 
strategies, including conjugation to speofic antibodics 
and receptor peptide ligands [6· 8), and encapsulation 
of the photosensitizer within nano-siz.ed carners, such 
as emulsions, liposomes, and nanopartkles to en­
hance their water solubility and d~liv~r highcr local 
concentrations a t the tumor tissue (9-11). 

ln this aim_ vascular targcted l'DT also appears 
as a p:romising targeting approaeh in C;tr\C(!r treatment 
that has received considerable attention [12, 13). De­
struction o f the vasculaturc 1nay indirl*Ctly lead to 
tumor eradication, fo llowing dcprivation of 
life-sustain ing nuh·ients and oxygcn 114, 3), and this 
vascular effect is thought to play a major rote in the 
destruction of sorne vasculnri7A!d tumors by POT l15, 
13, 16). Therefore, tumor neovasculature known to 
express specifie molecular markcrs J17] is a poten tial 
target of POT damage. We have prcviously described 
the conjugation of a chlorin<'-type photosensitizer 
(TPC) to an heptapeptide (A 1WLPPR), specifie for the 
vascular endothelial growth factor (VEGF) reœptor, 
neuropilin-1 (NRP-1) (18, 19). We ev1denced the im­
plication of NRP-1 in the cellular incorporation of the 
oonjugate [20), and its in vitro cffidcncy as compare<! 
to non-targeted form (19). ln vivo evalua tion demon­
stra ted the interest of using this active-targeting 
straté&"Y• al1owing efficient and selective accumulation 
of the conjugatcd photoSCI'lSitlzcr ln e ndothelial œ lls 

890 

of tum?r vcsscls [21, 22). Although the pep­
llde-<Onjugatc'<l photoscnsitizer improved the tu­
mor~targeting cfficacy, wc obscrvcd a degradation of 
the peptide in plnsma from 2 h p<:~st-intravenous in­
jection and biodistdbulion findings suggested that its 
appearance in p lasma mainly resulted from the deg­
radation of th e pcplidlc moiety into organs o f the re­
ticulo-endothelial system )20. 23]. 

The use of biocompatible nano-carrîers as plat­
forms to deli\'er photoscnsitizing and imaging agents 
has been reported to impro••e POT efliciency and 
cancer detection (24-27). Nanopartides not only allow 
delivering of large amount of POT and imaging 
agents, but can also be t.'lilored to an appropriate size 
for enhancing their passive prefercntial accumulation 
in tumor tissue owing to the ·enhanced permeabilîty 
and retention effcct" [28). Due to their surface arca, 
nanoparticles cnn be functionalizcd with various 
func tional groups with d ivcrs4.! array of chemical an d 
biochcmical propcrtics, including tumor selective 
ligands for active targcti_ng sl-rat~gies. We previously 
reported that hybrid silîca~bascd nanopartides seem 
to be very promisi11g dclivery systems satisfying aU 
the requiremcnts for on ideal targeted POT (29, 30). 
Among them, hybrid gadolinium oxide nanopartides 
have bec.n sugg.:stcd a.s: very attractive system ainùng 
to combme magnctiC resonance imaging (MRI) and 
trea~ment [31, 32. 33). We rccently dcscribed the syn­
thes•s and photophysical characteristics of multifunc­
tional silica·basc'<l nanopanicles ronsisting of a sur­
face-localized tumor vasculature targeting peptide 
and encapsulated POT and imaging agents (34]. ln 
vitro investigations revealed that pe~ 

tide-functionalized nanopartk les spedfically bound 
to NRP-1 recombinant protc.in1 and conferred photo· 
sensitivity to œlls ovcr-cxpressing this recepto r, 
dcmonstrating thal the photoscnsîtizer covalcnlly 
grafted within the nanoparticl~ tnatr ix can be photo 
activated to induoo cytotoxic cffccts iu vitro (34). ln 
vitro characterization studies of these nanoparticles 
revealed a photodynamic cfficicncy in a concentra­
tion-dependent manner, providing direct evidence 
thal the conjugated photosensiti7..cr in the nanoparti­
de matrix could be photoocti"ated to yield cytotoxic 
reactive oxygen ~pecies. 

ln the present study, we described the develop­
ment and the in tritru and ;, t'Ît'O evaluation of novel 
muhîfunctional nanoplatforms consisting of a sur· 
facl'-localimd tumor vasculature targeting NRP-1 and 
encapsulated POT and lmaging agents, as potential 
theranostic system for POT and imaging of cancer. We 
optimizcd peptidc-torgctcd silica·bascd smalJ nano· 
partides grafted by gadolinium chelates for MRI and 
a chlorin as a photoscnsitizcr. MultifunctionaJ nano-
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partîclcs were evaluat·ed iu r1ilro, demonstrating an 
efficient photodynamic actlvity on cancer œlls, relat­
ed to the pho tosen.sîtizcr concentration nnd light dose, 
and their ability to targ•t NRI'-1 recombinant p ro tein. 
lu vivo stu dîes o n rats beal'ing on o rtho to pic human 
brain tu mor (U87) revealed a tu moritro pk accumula­
tion of the multifunctional nnnop;~rticlcs, providing a 
tumor positive MRI contrast enhanccmc nt i.'lnd high­
lighted the role of the peplide-targcted nanoparticle in 
the intratumoral retention of the nanoparticles. 

Materials and Methods 

N anopart ictes synt hesis and lunctionalization 

The approach developcd is based on multilunc­
tional sitica-based nanoparticles ronsisting of a sur­
face-localized tumor vasculalur<' targct·ing NRI'-1 
peptide and gadoünium chelates as MRI contras! 
agent and encapsulatcd a chlorin as photosensitizer. 
Multifunctional s ilica-bascd nanoparticles were de­
signed, consisting of a surfnœ graftcd tu mor target ing 
peptide H-Aia-Thr-Trp-Leu-Pro-Pro-Arg-OH (called 
ATWLPPR) and cncapsulated a photoscnsitizer (a 
chlorin, (5-( 4-carboxyphenyl)-1 0,1 5,20-triphenyl­
chlorin, TPQ and a MRI contras! agent (gadolinium 
DOT AGA), and noted NP-TPC-ATWlPPR. Nanopar­
ticles without photosensitizer and surface targeting 
peptide were also synthesiz.ed and ronsidcr<'d as 
control, noted NP. The synthesis of Gd,O, nanoparti­
clcs embedded in a polystloxane shell has been widcly 
described previously by our group (35-37, 32). The top 
down proœss leading from the gadolinium mcide 
particles to the ultra•mall polysiloxane particles with 
gadolinium chelates at the surface hns been rccently 
publlshed [33]. 

Preparau o, of gadoliuium oxide core: Gadolin­
ium chloride salt (3.346 g. GdCb6H,O) was p laced in 
60 ml of d iethylene glycol (DEC) M room tempera­
ture under vigo rous stlrring. The sus pension was 
hcated a t 140•c until the total di<solu tion of gadolin­
ium chloride salt (about 1 h). Whcn the solu tion was 
dear, 0.3 equ.ivalcnt volume of sodium hydroxide 
solution (1.33 ml, 2.03 M) was added drop by drop 
under vigorous stirring. Alterwards, the solution was 
hcated and stirred at 1800C for 3 h. A transparent 
rolloid of gadoünium oxide nanoparticles was ob­
tained and brought back to room tcmperatur<' bclore 
storage at -l8°C. 

P•ptide sy trt/lesis: The synthesis of 
H-AT(tBu)W(Boc)lPPR(Pbi)-OH peptide, called pro­
lected A TWLPPR, was carried out on a fully auto­
mated ResPepXL synthesizer (lntavis AG, Kôln, 
Cermany) according 10 a classical 
9-fluorenyl-methoxy-carbonyl (Fmoc)/tBu sol-
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id-phase me thodology. Details of the method were 
previously dc-.cribed by our g roup [38, 34]. 

Pltotosensiti:er S!fntl•esis: 5-(4-carboxyphenyl)· 
10,15,20-triphenylchlo rin (TPQ was synthesized as 
described by Whitlock [39[ ond our group [40] as weil 
as 5,10,15,tri-(p-tolyl)-20-(p-<arboxylphenyl)chlorin­
succin îdyl ester (fPC-NHS) . 

Craf titrg of TI'C-NHS iuto polysi loxane sile// 
a:ttd coati Hg of gatloU,imn o.ddt co,.es by the grafted 
polysiloxaue shell: A solution containing TPC-NHS 
(26.4 ~mol) and two <'quivalonts of aminopropyltri­
ethoxysilane (APTeS, 52.8 ~mol) dissolved in 2.5 mL 
of dimethylsulfoxide (DMSO) was prepared as a 
prerursor TPC-APTfS and slirred for 2 h at room 
temperature. The silane precursors (APTeS (0.7> mL) 
and triethoxy salane (TEOS, 0.5 mL)) and hydrolysis 
solution (aqueous Et3N in DEG (1.07 M of triethyla­
mine (fEA), 0.75 M or watcr)) wcre sequentially and 
altem atively added to 60 mL DEG solu tion containing 
Gd,Oj nanoparticlcs ([Cd[•45 mM) undcr stirring a t 
40°C. 1l1e wholc addition o f silane precursors and 
hydro lysis solution is perJonned in 4 stc ps. Each stc p 
consists in the addition to the colloid of a portion of 
the silane pr<'Cursors mixture (25% for each step) fol­
lowed by the addition of hydrolysis solution mixture 
(25% for each stop). The solution of TPC-APTES is 
added in the first step with the other silane precur­
sors. The delay bo!twccn both additions is 24 h. Alter 
the last addibon. the final mixture was stirred for 48 h 
at40"C 

FrmctioHali:aHon of tilt polysiloxane s lrell by 
DOTA CA: To faolit31e the dtspcrsion of the particles 
in biological media in one hand, and to provide 
chemical functions allowing furlher functionalîzation 
of the nanoparticlcs (i.e. w ith targeting peptide) in the 
other hand, DOTACA chclo tc (1,4,7,10-tetraazacyclo­
dodecane-1-glutaric anhydride-4,7,10-triacetic) acid 
was covalcntly g rartcd nt the surface of the pol­
ysiloxane shell. DOTACA is coupled to the nanopar­
ticles thro ugh an amide link by the reaction wilh the 
amine functions or the APTES. DOTAGA (1.47 g. 
DOTACA/ APTES ratio is 1.0) in 6 mL of anhydrous 
DMSO is added to 60 ml of the precedent colloidal 
solution and stirred for 1 h. DOT AGA was furnished 
by Chematech (France). 

Covalmt graftit~g of tir< protu t.d p•ptid• on 
DOTA-nanoparticl'": To prepare the nanopartides 
grafted "~th peptide, 1.64 x !Q-I mol of gadolinium in 
DOTA-nanoparticles was dispersed in 7 ml of wa­
ter/dimcthylsulfoxidc (DMSO), 1/1, vfv. The DOTA 
carboxylic acid funclions werc first activated by 5 
equivalents of a mixture EDC/H8TU, 1/1, (EDC, 8.2 x 
J0-8 mol, 16 ~tg. HUTU 8.2 x 10"' mol, 32 ~tg. DIEA 10 
~L). 11le mixtu re was stirrcd during 10 mi_n be fo rc 

http11\Nww.thno.org 



 

203 
 

Th!r.n:J&ics 2012, 2(9) 

addition of 122.8 1'8 (9.84 x 10' mol) p rotected peptide 
ATWLPPR. After 18 h at room temperature under 
sUrring, water and DMSO werc cvaporatcd and 5 mL 
of pure trifluoroacetic acid (l'PA) was added to 
deprotecl the sidc chains of the peptide. The stirring 
was carried on during 2 h at room tc mperaturé. Ul­
tra pure water was added nnd the solvenls were 
evaporated. Severa) cycles of addition of water and 
evaporation were realized to cllminate most of TFA 
and m.1SQ. The purification of the pep­
tide-lunctionalized nanopartides was mllized lirst by 
dialyses with a 5000 Da cellulose membrane against 
ultrapure water, secondly by severa! cycles of dialysis 
during 2 h or 3 h each lollowed by ultrafiltrations with 
Vivaspin® (MCWO 5000 Da) during 7 min at 3500 g. 
Finally, the water was removcd under vacuum and 
the concentration of the nnnopartides wa> adjusted. 
Thanks to the fluorescence of the tryptophan resîdue 
(excitation and emission wavclcngths at 280 and 350 
mn. respectively); it was possible to <."Stimate the 
number of grafted peptide onto the na no partiel es. The 
numbcr of the _peptide units couplcd to the nanopar· 
tides has bee n estimated by comparing the fluores­
cence of the tryptophnn of the peptide cou pied to the 
nanoparticle to a fluorescence calibrntion curve of the 
peptide in solu tion. 

Photon Correlat ion Spectroscopy (PCS) and 
zeta potential measuremenls 

PCS and Zeta potential measurcmcnts were 
perlonned with a Zetasi:zer Nano ZS (Malvem, Eng­
land) f.'(juipped with a 532 nm frequency doubled 
DPSS lasc.r. a mcasurcmcnt ecU~ a photomultiplierand 
a correlator. Scattering intcnsity was measured at a 
scattcring angle or 173° relative to the source using an 
avalanche of photodiode dctecto r. l'rior to analysis, 
nanoparticles wcre suspend cd in ullrJpurc water and 
adjusted to pH - 7.0. 1 ml o f nanoparticlcs sample at 5 
mM of gadolinium was m&'\Surcd in a clcar disposa· 
ble Zeta œ il (Dl'S1 060 Malvcm). The mcasurements 
wcre made at a position o( 5.50 mm and 2.00 mm from 
the cuvette walJ for the PCS or Zeta potential meas­
~ments~ respectively~ with an automatic attenuator 
and at a controlled temperature of 20"C. This setup 
aUows considerable reduction of the >ignal due to 
multiple scattering events and cn.1bl~ worldng in 
s~ghtlj• turbid media. lntensity autocorrelation lune­
lions were analysed by CONTIN algorithm in order to 
determine the distribution of trJns lationaJ :-averaged 
diffusion coefficient of particlcs, Dr (m'. s·'). The Dr 
paramet<.r is related to the hydrodynam.ic radius (Rh) 
of particles through the Stokes-Einstein rclotionship: 

Dr• k, Tj6Jrr1llr, 
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whcrc '1 is the solvcnt v isrosity (Pa.s), ka is the Boltz­
mann constant (1 .38 x 10·2' N.m.K-1), T is the absolute 
temperatu re (°K) and R,, (m) is the equivalent hydro­
dynamic radius of a sphcrc hnving thé same diffusion 
coellicicnl than the parlicles [41). For each sample, 15 
runs of 10 s wcrc pcrformcd with three repetitions. 

Pholophysical propert ies 

Absorption spectTa were recorded on a Per­
kin-Elmer (Lambda 35, Courtaboeuf, France) 
UV-visible spectrophotometer. Auorescence spec­
trwn were recorded on a SI'EX Fluorolog-3 spectro­
fluorimeter Oobin Yvon, Longjumeau, France) 
f.'(juipped with a thcnno stated ~Il compartrnent 
(25°C), using a 450 W Xenon lamp. The spectra werc 
performed on suspensions of sarnples (nanoparticles 
and frcc TPC) prcpared in e thanol. 

Binding of funcl ionallzed nanopar ticles to re­
combinant NRP-1 protein 

A competitive binding assay was us~. Neuro­
pilin-1 was obtained from R&D Systems (Lille, 
Franoo:), as recombinant chi mc ric protein. The surface 
of Maxisorpmicroplntcs (Dutscher) was coated with 
NRP-1 (2 J•S/ ml) in phosphate buflcrcd saline (PBS) 
ovenùght at room temperature. Nter washing (PBS 
containing 0.05% Twccn 20), the plates were blocked 
\vith PBS cont.aining 0.5~ bovine serum albumine 
(BSA, blocking buller) during th at 37"C, to prevent 
non-specifie interactions, Bindmg of the lunctional­
i.zed nanopa.rticles to NRP-1 was assessed using 5 
ng/ ml of biotinylated VECF,.,. (R&D Systems) in 
blocking buffer containing 2 I•S/ ml heparin. Bioti· 
nylated VECF,., was added to the coated wells in the 
absence or presence ot ancrea.smg concentrations ot 
NP-TI'C-A'IWLPPR o r control NP as compeHtors, or 
large excess of unlabcllcd VEGF 111s as positive control 
(0.5 ~g/mL, R&D Systems). Aftcr a 2 h-incubation a t 
room te mperaturc1 the wells wcre '"'ashed and the 
amount of bound biotinylated VECFu6 was stained 
with streptavidin horseradish peroxidase conjugate 
(R&D Sj•Stems) for 20 min at room temperature. Fol­
lowing a wash to rcmove unbound enzyme conjugate, 
a substrate solution (R&D Systems) was added. After 
30 min at room temperature .. reaction was stopped by 
the addition of Stop Solution (R&D Systems) and op­
tical densities were m("asured at 450 n.m against a 
background control containing only blocking buller, 
using a Multiskan microplate rcader (Labsystem, 
Cergy-Pontoise, France). Results were expressed as 
relative absorbancc to negative control withou t any 
competito r. Rcportcd values are the average o f trip li­
cate measuremcnts. 
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Cell line and cul ture 

To investigate the potcntiul of functionaliZA'd 
nanoparticles to induoe ;, vitro photodynamic cffec;t 
on tu mor ce lis, MDA· M B-231 humnn b1·east cancer 
cclls over-expressing the vascular ncuropilin-l 
(NRP-1) receptor were uscd. MOA-MB-231 cells were 
purchased from Mnerican Tyt'(l Cu lture Collection 
(ATCC, Manassas, V A, USA). Cells were routinely 
grown in Roswell Park Mcmoriol lnstitutc (RPMI 
1664) medium (lnvitrogcn, France) •upplemented 
with 9% hcat-iflactivated letal bovine serum (PANT'• 
Biotech GmbH, Gcrmany), 100 U/ml pcnicillin and 
100 ~g/ml streptomyrin (lnvitrogcn, France), and 2 
nt.\1 L-Giutamine (Invitrogen, France) m a controlled 
atmosphere of s,-. CO, 95,., humidified air at 37"C in 
75 cml culture nasks. Ccli cuhun~ mJterials werc 
purchased from Costar (Dutscher, Brumath. France). 

ln vitro cytotoxicity and photodynam ic activity 

ln vitro cyto toxicity and photo-induccd cytotoxi­
city of the synthesized nanoporticlcs wcrc invcsti­
gated using the metabolic-based cell viability assay 
(MT!) and the real-time impedance-based analysis. 

Real-time impetlauce·llnsttd cell mralysis: 
MDA-MB-231 cells auachment, proliferation and size 
variations were monitored in rcal~time and measured 
as impedance using 96-well Il-Plates"" and the 
xCELLigence system (Real Time Ce li Analy-t<'r Single 
l'tate (RTCA 5~ system). The xCELLigenœ system 
was developed to monitor œil proliferation in r~ 
al-time, without incorporation of dyes, by mcasuring 
eledrical impedance created by œlls across the 
h igh-density electrode array coating the bottom of the 
wells 1421. Impedance value is automat:ically con­
verted to Cell Index (Cl) value thal is defined as rela­
tive change in c lec-trical impcdnnœ, creatcd by at· 
tachcd cells. to represenl ccli stntus, and is d irect ly 
proportional to numbcr, s izc, and altnchmcnt forces of 
the ceUs. 

Background imt'(ldanœ of the B-Piatc was first 
determined before S<>eding the ccli• by the addition of 
50 pl culture medium to each weil, and subtracted 
automatically by the RTCA software following the 
equation: CI•(Z..Z.)/15 with Z. as the impedance at 
any given lime point and Z. as the background signal 
(43(. Subsequently, a 150 pl œil <ust'(lnsion contain­
ing 10' MDA-MB-231 cells Wil$ S<>eded in each weiL 
and allowed to S<lttle at the bottom of wells for 20 min 
before starting impedance measurement in 15 min 
intervals. 24 h after sccding, 10 JIL of growth medium 
without or with increasing final concentrations of 
photosensitizer (0.05, 0.10, 0.50, 1.00 or 10.00 1•M) in 
NP-TPC-ATWLPPR or the corresponding final con­
centrations of gadolinium (2.9, 5.8, 29.2. 58.5 or 585.0 
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11M) for the control NP was added in each weil, and 
the cultures wcrc kcpt in darkn~ss. Each concentra­
tion was tcstcd in s ixplicatc. To allow nanoparticlcs 
internaJiz.ation, the cclls wcr~ grown for further 24 h 
during which ilnpcdancc was mcasurcd every 15 min. 
l11e œ lls were thcn washcd thr~e times \·vith growth 
medium and the 1ncdium was renewed by 150 pl 
fresh growth medium. l11e cell growth was then 
monitorcd for the lndie:atcd Lime, and impedance was 
measured every 15 min. Bcl'ore, cells were either ex· 
posed to various doses of light (1, 5, or 10 )/cm') using 
a diode laser, Ceralil$ POT 652 (CeramOptec GmbH, 
biolitec, Gcrmany) to asscss the photo-induced cyto­
toxicity of the NP-TPC-ATIVLPPR. or let without ir­
radiation to determine th('ir cytotoxicity in darkness. 
Irradiation was carrlcd out at 652 nm with an irradi­
ance of 4.54 mW/cm'. Based on impedance meas­
uremcnts, ccli index values were automatically de· 
rived and rerordcd as a fu nction of Hme from the time 
of p la ting until thc end of the cxpcrimenls. 

MIT assay: Ccli prolifera tion and survival alter 
incubation with val'ious concentrations of nanoparti· 
d es without or w ith light irradiation was also meas­
ured using a s ingle-point metabolîc· based assay; 
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetraz.olium 
bromide (MTI). Brieny, MOA-MB-231 œUs were 
plated in sixplicate at a dcmsity of 4 x 10.' cells per weil 
in 96-well nat-bottomed microtiter plates in the vol­
ume of 200 ~tl per weil, and let to adhere in 5 % CO, at 
37"C Forty-.,ight hours after plating, weUs were 
emptied and 200 ~Lof fresh medium without or with 
nanoparticles at the indicated conœntrations of pho­
tosensitizer (in NP-TPC-A TWLPPR) o r the corre­
sponding concentrations of gl'ldolinium for the control 
NP withoul TPC and without peptide (NP) was 
added in each weil. Aftcr a 24 h-incubation at 37"C, 
the medium wns rcmovcd and cells wcre washcd 
three times with frcsh med ium, and 150 1•L of medi­
um were added. ·n,c cclls wc1·c thcn c ither exposed to 
various doses of light (1, 5, or 10 JI cm') using a diode 
laS<lr, Ceralas l'DT 652 (CeramOptcc GmbH, biolitec, 
Gcrmany) to assess the photodynamic activity of the 
nanopartides~ or lct without irradiation to determine 
thcir cytotoxioty in darkness. Following a further 
24h-incub.11ion at 37"C, cell survi\•al was then meas­
ured as described prcvlously (44). Cell viability was 
expressed as the percentage of the controls cultivated 
onder the same conditions w1thout nanopartîdes ex­
posure. 

Animais and tumor xenograft model 

Male athymie nudc rots (mean weight 100 g, 
rnu/rnu, homozygous) purchascd from Harlan 
(Harlan, Gannat~ France) were used in the present 
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study. Animal care and studies were pcrformed ac· 
cording to the guidelines of the French Goverrunent 
(degree 87-848 of October 19, 1987) and approved by 
our institutional agreement number (C 54-547-03). 
Rats wcre housed in an isolation faciHty at 25°C and 
fed a standard pellet diet and provided water ad libi­
tum. U87 human glîoblastoma cells wcre stcrcotacti­
c-ally implanted into the right brain hemisphere. For 
tu mor implantation, mts (8 week-old, 180-200g wcighl 
at the time o f implantation) were anesthetized by an 
in traperitoneal (i.p) injection of a mixture of keta­
mine/xylazine (90/10 mg/ kg respectively) and im­
mobilized in a kopf steteotactic frame (900M Kopf 
Instruments, Tujunga, CA). Following a local anes· 
thesia with Xylocain (AstraZeneca, France) and an ti­
septic preparation of the head, a midline incision was 
done and a burr hole was made in the right striatum 
(coordînates with regard to bregma: 0.5 mm anterior 
and 2.7 mm lateral). U87 cells were washed once with 
PBS (l x), trypsinized, ccntrifuged and resuspended al 
5.10' cells/5 )tL Hank's 6uffered Salt Solu tion (H655, 
l X). A volume of 5 ~Lof ccli suspension was slowly 
injected at a depth of 4.4 mm in to the right cau­
dal-putamen of the animal brain us îng a 
10JAJ.....Hamilton microsyringe coupled in the infusion 
pump (0.5 ~L/min). Alter injection the burr hole was 
d osed with bone wax, the scalp incision sutured with 
6.0 Prolene suture and the surface was antiseptically 
deaned. 

N anopart icles preparation and intravenous 
adm inist rat ion 

Nanopartkles were suspended in ultrapure wa­
ter and NaCI9%. (1:1) to ob tain a concentra tion of 100 
mM Gd in îso-osmolar solution, pH - 7.4. The injec­
tion solution was prepared for cach type of studied 
nanopartides (NP-TPC-ATWLPPR o r NP) by d ilu tion 
in 9%t. NaCI to obtain an injection volume of 500 Jll 
(e.g. 25 )tmol of Gd for a body weight of - 250 g). The 
anesthetized rat was catheterized into the caudal vein 
using a microperfusor (BD Vacutainer Safety-Lok: 
23G x 3/4"x7' 0.6x19 mm x178 mm, France). The 
catheter was filled beforehand with 10% heparin 
(Heparin 25000 UJ), which made it possible to check 
the venous re turn, the permeability of the catheter 
and to prevenl its occlusion by coagula led blood. 500 
~ L of the nanopartides solution, followed by 500 ~ L of 
9%o NaCI to flush lhc cannula line werc s lowly in­
jected (during 1 min). 

ln vivo magnet ic resonance imaging (MRI) 

Magnetic resonance hnaging of the rat brain was 
performed by using a 7-Tesla horizontal bore system 
(Biospec; Bruker, Elllingen, Gcm>any) equipped wilh 
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400 mT f m gmdienl set and a 30-mm-diamctcr surface 
coil for s ignal reception. Twenty days after intracra­
nîal tumor inoculation, the animal was ancsthetized 
with a mixture of air and 4% isoflurane. Anesthesia 
was maintained throughout the imag ing procedure 
v~.•ith 1.5-2% isof1urane. The caudal vein was cathete r­
ized and the ancsthetized animal was immediate ly 
prepared for MRI. The rat head was fixed with ear 
plugs and bar tooth to prevent head movemenl dur­
ing acquisition, and respiration was continuously 
monitored throughout acqujsition using a pressure 
sensitive probe positioned over the rat's diaphragm. 
Cerebral 1'2-weighted TurboRARE (Rapid Acquisition 
\'\rith Relaxation Enhanœment) spin echo sequences 
(4200/12 [repetition time msec/echo time msec], 0.651 
mm section thîckness, 2x2 cm field o f v iew, 512·192 
matri.x) were acquired for solid tumor location and 
sîze estimation. To assess the kinctîcs of the nanopa r­
tides in the tumor as wel1 as the nanoparti­
cles-enhanced ~>fRI signal intensity, a dynamic 
Tl-weighted flash sequences (86/3.6 [repetition time 
msecj echo ti me msec], 0.651 mm section thîckness, 
2x2 cm field of view, 512-192 matrix) were acquired 
just be fore injection and du ring 60 minutes. Following 
MRI analysis, rats were sacrificed and right and left 
hentispheres as well as other organs/ tissues were 
dissected out and kept a t -SO'C for analysis of gado­
linium-based hybrid nanoparticles uptake. 

Jnduct ively coupled plasma-mass spectrome­
try (ICP-MS) analysis 

A Varian 820 MS instrument (Varian, Les Ulis, 
France) was uscd lo pcrfonn !CP-MS (lnductivcly 
Coupled Plasma-Mass Spectrometry) analyses in or­
der to evaluate biodistribution o f gadolinium hybrid 
nanoparticles. Ali samples (organs and urine), dis­
sectcd out from the rats bcarîng brain tumor, were 
completely dissolved with 70% HNO, (5 mL per 
sarnple) and heated at 90°C until total mineralîzation. 
Each mineralized sample was solubilised in 25 ml of 
rnilli-Q water (tesistiv ity > 18.2 MQ) and a.nalyzed by 
ICP~MS (Laboratoire Environnement-Hygiène of Eu­
rofins ASCAL. Forbach, France). The ICP-MS instr u­
ment was initialized, optlmized and standardized 
according to manufacturer reoommendations. 

Results 

Synt hesis and charact erization of nanoparti­
cles 

Multifunctional smaH nanopartides were suc­
cessfully developed consisting of a gadolinium oxîde 
core as MRJ contrast agent, which is coated by a silica 
shcll containing the covalently encapsulated TPC 
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photose.nsîtizer. The nanoparUdcs were sur­
face-fu nctionalized w ith DOTA as hyd rophilic che­
lates and ATWLPPR heptaJX'ptidc as a tu mor vascu­
lature targeting NRP-1 unit. To evaluatc the POT effi­
cicncy and targeting abilily of the runclionalizcd na­
nopartides, two nanoparticlcs batches were tested 
w ithout (NP) or with (NP-TPC-ATWLPPR) TPC 
p hotosensitizer and A TWLPPR targe ling peptide 
units. 

Size distribution and Zeta potential of the na­
noparticles were presented in Fig. lA and 8 , respec­
tively, and values were summariz<!d in T•ble 1. Hy· 
drodynamic diame«?r w•s 4.6 and 3.3 nm for 
NP-TPC-ATLLPPR and NP, =pe<~•vely. Hence, one 
can observe that peptide grafting on the surface of 
nanoparticles (- 3 peptides per nanopartide) and TPC 
encapsulating into the silica shell (-1.7TPC molecules 
pcr nanopartide) induœ o nly slight il'lcr&'\se in the 
hydrodynamic d iameter (4.6 t•~. 3.3 nm for 
NP-TPC-A TWLPPR and N P, ré'Spcctively). The two 
nanoparticles batches w~n: c+uuactcriZl"<i by a single 
narrow peak wilh around 99.5% o( the s ize distribu­
tion by volume (Fig. lA). This indicatcs thal the na­
noparticles were monodispcrsc in w~ter probably 
because of their derivatiution by the DOTA poty­
mers. Zeta potentials wcrc also determined in ul­
trapure water to avoid the pl"t'5oCnce of rounterions 
which could neutralize the charges on the nanoparti­
cles. Positive charge of 12.9 t 4.0 and 4.3 t 3.5 rn V was 
measured for NP-TPC-ATIYLPI'R and NP, respec­
tively (Fig. 18 and T•ble 1). As sugg.,.ted by our 
group (34), the higher positive charge of the pep­
tide-conjugated nanoparticles (12.9:1:4.0 mV) may be 
brought by the surface-grafted peptide ATIVLPPR (-
3 peptid es per nanoparticle). UV/Vis spœtm of the 
NP-TPC-ATWLPPR nanoparticlcs showcd that the 
nanoparticles displaycd simil~r abso•·ption fcatures to 
free TPC, with the Suret-band and the respective 
Q-bands (Fig. 1 q . No shi ft o f the maximu m absorp­
tion at Soret-band can be observcd~ suggesting that 
the photosensitizcr was mainly in a monomcric form 
without aggregation inside the nanoparticles. This 
indicates that the photophysical prOJX'rties of TPC 
n'lolecules în the nanopartkles wcre weil rctained. 
According to the calibration curve of the UV /Vis ab­
sorption spectra of frce TPC, the amount of gmfted 
TPC within the nanoparticles NP-TPC-ATWLPPR 
was estimated around 1.7 TPC molecules per nano­
partide. Ac-cording to the calibration curve of the flu­
orcsccnce spectra o f free peptide a•'ld the nuorcscence 
of the peptide coupled lo the nanoparticles in solu­
tion, we quantifîed - 3 peptides pcr nanoparticlc. 
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T able 1. Sze 31d zeta potenUa of na10pa-tides 

NanopartideslypC!I NP11'C ATIVLPPR NP 

Hydrodynam.ic d i,unct(!r 4 "1).8 3.3±1.1 
(nm) 

Zet.l potenti.al (rn V) 12.914 4.3±3.5 

Molecular affinily of peplide-conjugated na­
nopart icles 

The endothelium-homing peptide A TWLPPR 
was described to seleclively target NRP-1 receptor 
expressed in angiogeni< vasculature (19, 20, 22]. 'The 
molecular affinity of the nanoparticles for recombi­
nant NRP-1 protein was evaluated using competitive 
binding test. lncrcasing concentrations of peptide 
conjugated to NP-TPC-A TWLPPR nanoparticles or 
the corresponding conœntrations o f gadolin.ium in 
the control N P we.re tcstcd. Rcsults of binding test 
were prcsentcd i11 Fig. 2. Biotinylated VEGF,.,bound 
to NRP-1 was grcntly displnced by the pep· 
tide-conjugatcd M 110particlcs N t>-Tf'C-ATIVLPPR, 
indicating th.at the conjugatcd nano particles bound to 
recombinant NRP-1 chi mc rie protein. Although slight 
inte~action of the un-conjugated NP was only detecl· 
ed with the higher concentration tested, 
A TIYLPPR-conjugated nanop.lrticles showed a pep­
tide concentration-dependent binding to recombinant 
NRP-1 protcin (EC,. 56.6 pM for 
NP-TPC-ATIYLPPR. COI'1'e5ponding to the concentra­
tion of competitor thal displaced 50" of VEGF,., 
binding). 

Nanopart icles-induced dark cytotoxicily in 
vttro 

Dark cytotoxicity (without light irrad iation) was 
fi.rst assessed by MTT test on the MDA-MB-231 breast 
cancer cclls, ovcrcxprcsstng NRP-1 rcceptor [38]. ln· 
creasing concentrations of nanopartides-grafted 
p hotosensitizer molecules (NP-TPC-ATWl.PPR) or 
p hotosensitimr-free nanopnrticles (NP) (from 0.05 to 
10.00 pM of TPC, corresponding to 2.9 to 585.0 pM of 
gadolinium ox.ide, respectively) were tested (Fig. 3). 
As shown on Figure 3A, 48 h alter nanoparticles ex­
posure, cytotoxi< effect was evidenœd only with the 
higher conœnt~ation (10.00 pM/585.0 pM) leading to 
a reduction of 37" and 41 " of œil survival for 
NP-TPC-ATWLPPR and NP, respectively. No cyto­
toxic effect was measured (mean cell viability superi­
o r to 80%) for cclls cxpo<cd with concentrations from 
0.05 to 1.00 pM for both nanoparticle groups 
(NP-TPC-ATWI..PPR and NP) compared to untreated 
ce lis (Fig. 3A). 
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Figure 1. Absxplion spectra size ald zeta potenU~ of f:Jdolinium-based hybrid Slica non:>p;rtides. (A) Sze cislribution by w h..rm of the hydrodyntmic 
cli l:1lleter (e)(Pfessed in nm)ofMlOpa-tides(Nf='.TfC.ATWLFmor Nf=? in ~on a 20~c. (B)Zetapotenti~distribution (expresaed in mV)ofthe 
na-K>pwlides (NP.TFC-ATWLFfR or NP) ~ons. (C) AbsJrplion ~ra of ftee r:;hotœen91izer TPC md w~n of NP.TPC·ATWlfFR 
rnn:>pa-tides in ethënol. 

Figure 2. Binding of ATWLFfR-twglled (NP.TR>ATWl.ffR) <nd 
untarg3ted (NP) M'K>pa'Ciclesco NFf='.1 reoombinmc protEin. Sinclng 
of the tiolinyiSed VB3F (5 ng'nt..) to reoombina't ctlimEric Nffl-1 
protein. in th& presence or 2 vg'ml hèpra'h was CV3uttéd ln oompo­
tit ion with 81 exœss of VCGFue œ po91ive conirol (0.5 IJ9'ni.), 
NFlTR:-ATWLFm (9'<\') ()( NP <:Onttol {bla:l<) 3l lhe ;n<icaed 
oonoencraioosof ATWLPFRor the oorre~:mditl}(X)(l(:6)1râionsof 
gdolirium (Gd). re:spectively. Oàapointsâlo\v the meérl :t SD .. n=3. 
EC10 = 56.6 ~M (Ni"TR:-ATWLI'ffl) 
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Figure 3. 1mpa::~ ofnënOp;;r•ides-oont8ning photosen9tizer Md peptide(NF\TF(::·ATWLFf'R3 Of nmopa'"tidesMy(NF)on "'C>A·MB-231 oeil a::t:Mües 
in da'knesa.A) MDA~t3-231 cellswereexposed to NP. TR>ATWL.FfR(bla:k) or NP(guy) a the incliœiecl con::EfllràionsfOC' 24 héi 37"C. Cellswe-e 
wahed Md lnc:ubttéd tt 3rC for 1\r'ther' 24 h. COll 'llditywasthOn moosurOd t.$ng MIT test (vauesa-e J)l'tœntéd as thé meal t SO). 8) Kinctlcsof 
thenorrl'l(lized oeil inde)( of the tf:)A·MB-231 cens exposed to v.Yiousoonoenc:raions of Nf'. TFC·A TWI..FfR (a} rx theoorr~<::OOCEJ'lCrâionsof 
gdolirium in the oontrol NP{b) for 24h beforewashiJ"Q. CEl indwt wasrronitored cUing 143 h citer lléJ"O~tides expoue by using the xCa.Ligenoe 
&#Ml. Ali rq)Ortéd d<tacro the rY~CMs of s'X rfll)li<:ttos. 
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\+Ve also uscd a real·time cell analysîs system to 
investigate the dynamics of cytotoxic elfects of mul­
tifunctional ultrasmall nanoparticles. RTCA system 
measures impedance-based signais and provides dy­
namic info rmation about cell rcsponsc. The cellular 
resp<.mse was continual1y monitored for 143 h in 
darkness from the lime of nanoparticlcs addition. As 
shown in Figure 38, electrical impedance measure­
ments from adherent cells, expressed as normalizcd 
cell index kinetics, sho.,.,•ed no decrease in cell index 
values whatever the nanoparticles type (NP and 
NP-TPC-ATWLPPR) concentration used as compared 
to untreated cells. A rrans ient decrease of cell index 
was recorded at 24 h-post addition, related to the 
temporary interruption of impedanœ measurement 
during the washing stcp pcrfom>ed to washing off the 
un-internalized nanoparticles. Nowever, from - 60 h 
aftcr nanoparticlcs exposure, ccli index kinetîcs were 
clearly modified displaying an evident 
timc-dependent dccrease of cell index for ali the con­
centrations tested, suggesting a late cellular effect on 
ccli proHferation. 

ln vitro photodynam ic activity of nanopar ticles 

On the basis of the data obtained from the dark 
cyto toxicity studies using MTT test (Fig. 3A), photo­
dynamic activity was investigated w ith two non cy­
totoxic concentrations ofTPC (0.1 and 1.0 pM) into the 
nanoparticles NP-TPC-ATWLPPR. MDA-MB-231 
cancer cells wcrc exposed to 0.1 and 1.0 pM of TPC 
into NP-TPC-A TWLPPR for 24 h. Following washing, 
the cells wcrc irradiated with various doses of red 
light (652 nm). After 24 h post-irradiation, cell viabil­
îty was estimatcd wîlh MIT test As shown in figure 
4, the nanoparticles induced a light dose-dependent 
increase in photocytotoxicity, achieving at 20 J/cm' a 
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- 120 
l 8 100 

'l5 60 
l! 1 60 
•. <O 

~ 
20 

0 

898 

decreasc in cell viability up to 24 and 1% for 0.1 and 
1.0 11M TPC, respectively. Moreover, the nanoparticles 
exhibitcd photocytotoxicity in a TPC concentra­
tion-dependent manner as the nanoparticles at 1.0 1•M 
was 3.3 times more effective than 0.1 11M (50% cell 
growth inhibitory light dose. DL,o = 9.16 vs. 2.80 )/cm' 
at 0.1 and 1.0 11M, respectively). 

The dynamic response of the MDA-MB-231 
cancer cclls exposcd to increasing concentrations of 
NP-TPC-ATWLPPR and various doses of light was 
also monitored using reaJ-time impedance-base<! 
analysis (Fig. SA-B-C). As expected according to our 
findings from dark cytotoxicity kinetics (Fig. 38), no 
decrease in ce li index values was observed during the 
first 24 h post-exposure to nanoparticles before light 
irradiation (Fig. 5, !cft panel). Howcvcr, cell index 
kinetics obtained during the lime interval from 25 to 
55 h post-irradiation clearly showed discriminant 
profiles (Fig. SA-B-C, right panel). According to na­
nopartides concentrations and light doses, kînctic 
profiles showed a transient or a persistent decrease of 
normali:œd cell index (Fig. SA-B.C, righi panel). Be­
side the nanopartides concentration- and the light 
dose-dependent photocytotoxicîty, distinct phases of 
cell response along the post-irradiation period can be 
highlighted, thus showing lime-dependent cellular 
effect. lnterestingly, as shown on Fig. 5-D (righi pan­
el), photosensitizer-fr(!e nanoparticles (NP) showed 
no decrease of œil index values whatever the concen­
trations even after light irradiation with 10 )/cm' as 
compared to untreated cells. This means that the na­
noparticles-induced photocytotoxicity relies on the 
photoactivation o f the photosensitizer molecules 
grafted inside the nanoparticles. 

3.5 5 10 
Fluence (Jit:M} 

Flgur• 4. •l ~lto J)hOtOd~e actMly ofnalOpa"lidéSooont<ining j:I'IOtOSI)lSÎliZ*' Md pq:~tld& (NP.TFC·ATWLPPR) <XlC:Otdng 10 MTT ~· 
MDA-MB-231 CEAswere expored to 0.1 "M (bla:l<) Md 1.0vM (ga;) ofTFC in NP-TfC.ATWLfffi Followinga2• h-ino.Mion à 37'C. oellswere 
wa:hed <nd exposed to theindicâed doses of ligtt <nd incl..lbâed for further 24 h. ~ 'o\t:bililywasthen rnea!l.Jred u!ingMTI Œ&1J. VduesiJ'etheaJer<:ga 
of !lx <'lllkaCSMdpre<•ntlldas thOmlaH SD. Dt,.= 9.2 0< 2.8 Jcni' à 0.1 Md 1 "M oi TFC in NP-TfC-AlWt.m't<~lwly. 
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Tumor ti ssue selectivity and MRI contrast 
enhancement in vivo 

To investigate MRI contrast enhanœment in 
tumor tissue, cerebral MRl analysis of nude rats with 
orthotopic U87 glioblastoma mode] was performed 
about 20 days after int.racran ial tumor implantation. 
!vfRI analysis of the tumor tissue was investigated fo r 
intravenously injected un-conjugated and pep­
tîde· targcted gadolin ium·based hybrid nanoparticles. 
Dynamic data of MRI signal intensity from the se­
lccted regions o f in te rest (ROis) in the lumor and the 
controlateral tissue were expressed as the mean signal 
per a_rea unit and used to crea te kinetics of MRJ con­
tras! enhancement (EHC %) for ali ti me poin ts 
post-injection. The ki netics represent MRI contrast 
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enhancement in both tumor and conLTolateral tissue 
normali:œd to the pre-injection MRI signal, and MRI 
contrast enhancement in tumor tissue normalîzcd to 
controlateral tissue (Fig. 6A-B). As shown in Fig. 
6A-8 , immcdiately after in tnwenous injection, w hat­
ever the nanoparticles types the MRI contrast en­
hancement incrcased rapid ly and spccifically in tu· 
mor RO is to achieve maximum enhancement at 2-7 
min post-injection, reflecLi ng nanoparticles incorpo­
ration in tumor. \'\fe can note that tumor MRI signal 
intensity appears to be higher in rats injected \'.rlth 
non-targeted nanopartides probably due to higher 
p re-i njection l'vffil signal (2.5-lold) b«ause of more 
extended tumor mass as compared to that injected 
w ith targeted nanoparticles (Fig. 6B-C). 

NP-TPC-A TWLPPR c 

NP 

55 

Figure 6. Cerebrâ biodi!iributioo éJ1d tln'K>r MRI conlrast enhcn::unent bygdoliril.m-based hybridsilica~lideswith or without IIJ'gel.ingpeptide 
moritore<l dll'ing 1h Md. imnecl!a:(fyâter intruvenousirjection. O}«<llic T1-w~ted ~ocq..iStioo was~a-ted bdoreiltru~us injeoion of the 
rnn:>pa-tides (25 11001 of Gd / 250 g ol body weig-.t) to cha' a:terize the kinetics of the nMOJ)9'tides biodiSiribU:ion in the tumor. MR ~ inten9ty 
ki net les of injoctOO Pél)tidO-<::I:Xju~tOO NF\ 'J'FC.A TW~ (A). Md trl-OOI~ug:i.OO NP(B) 1\MOpa'tidœ wore txpres&èt1 as thé~ of (:()ol~trasl 
(8-IC ~ normdlztld 01~ pt&-(njéCtion ~g~. The CU'\'00 reprCSU't timo-doper~~ int01'$ty reoordOd from dlff~Yt:nt ROis OOiéCtfk1 t om: • Co~ 
troiŒa'<l heëlthy hemispha'e, • r..rnor l iS!lJe. or a the B-IC in the tumor liS9Je asnorrtlEi ized on lhec:onlolâeré:l hMthy heni~e. C) T1 ooroncl 
MRII~ Obt3Md (t) beforc na'IOpatidœ lnjoctton. (2) t'na(i~ ~ ~~ întéllSity a\er' l~èdiOf~ a'ld (3) 1h post.t1~éCtion. 
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Most in terestîngly howcver, distinct decrease 
rates of tumor MRl cont.rast kinetics from the maxi­
mum peak were obscrvcd according to nanoparticles 
type. lndee<L peptide-targeted nan oparticles showed 
s lower lime-dependent decreasc (2.75-fold) of lumor 
MRI contras! as compared to non-targeted NP (·0.0072 
vs. -0.0198 .min·1) . Using the scmi-logarithmic 
presentation of MRI contrast enhancement decrease 
kinetics (data not shown), ha lf-life of peptide-targeted 
nanoparticles in the tumor tissue was estimated to be 
2.75-fold tha.n that of the non-targeted nanopart icles 
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(Tv2= 96.25 vs. 35.00 min). To evaluatc in vivo biodis­
tribution of the nanoparticles -75 min 
post-intravenous injection, tumor-bearing rats were 
sacrificed at the e nd of MRI an alysis and organs were 
subjected to gadolinium content quantification. 
Post-mortem ICP-MS an alysis of the organs/tissues 
showcd that whatever the nanoparticles groups gad­
olinium was detected in liver at low levels, but essen­
tially p resent in kidncys a nd urine (Fig. 7), suggesting 
rapid dearance of the nanopartkles by the renal route. 
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Figure 7. Biodistribulion of ~nium·bœed hybrid S!icanmopu-lidesvlith or wi1hout t8'grtirgpeptideëi 1h15 dter intraiEOOUSinjedion (25!-lmol of 
Gd!· 250 gof bOdyw~) ôil Ille caldd Wlln wlth NP.TFC-AlWU'ffi(A) 0< NP (B). Goooll~.m upl:ot6 wœ dOLOfninoo by ICP-MSa.,y!lsO"d 
el<pressed as percent~ of the injeaec:S dose. Srân L: left br t'in h~e. &ain R t~lt bl'tln hemisphel'e bea'ingxeoogaflec:S •lll'Qr. 

Discussion 
Our strategy aims to favor the vascular effcct of 

PDT by targeting tumor-assodated vascularisation 
usîng pcptide-functionalîzed theranostîc nanoparti­
cles. The present s tudy describes the development 
a nd the evaluation of novel sma ll multiJunctional 
silica-based. nanoparticles as potential theranostic 
syste m for an integ.rated vascu lar-ta.rgeted POT and 
l\1:Rl. Previous works of our group described the 
conjugation of chlorin p hotosensitizer to ATWLPPR 
peptide targeting NRP-1 over-expressed in tumor 
a ng.iogenic vessels. ln the present work, we developed 
ATWLPPR-targeted silica-based nanopartides with 
gadolinium c hela tes as MRl contrast agent and a 
chlorin as photosensîtizer. The nanopartides were 
surface-fun ctionalized w ith hydro philic DOT AGA in 
part as scaffold for grafting of A TWLPPR pep tide 
un its. In vitro s tudies demonstratéd the photodynamic 

effîciency of the chlorine-doped multifunctîonal na­
nopartides o n cancer cells and their a bility to target 
NRP-1 protein through the targcting peptide moicty. 

Mul tifun ctional nan oparticles demonstrated in 
vitro photodynamîc cfficiency related to photosensî­
tizer concentra tion and ligh t dose as showed by using 
both impedance-based real-tim e cell a nalysis a nd 
MTT assay. ln the absence of light irradiation, our 
mu ltifunctiona 1 nan oparticles d isplayed no cytotoxi­
city at low concentrations, except a delayed alteration 
of cel! p rolifera tion observed with the cell index ki­
netics. Such late effect may be due to long retention of 
nanoparticles in in vilro cell culture system. l.ndeed., 
\\'e observed alterations in cell proliferation even for 
Iow concentrations of nanoparticles however MTr 
test only showed a cytotoxic effect wîth the hîghcst 
test concentra tion of 10 ~M. 'This discrep ancy already 
reported in the Jiterature, may be mainly due to the 
fact that both assays measure distin ct cel! activities; 
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M'TT test dctccts cell vîabiJîty through mîtochondrîal 
metabolism, while RTCA considers cell death or p ro­
liferation, cell morphology. and cell adhesion to the 
weil as defined by cells-microelectrode contact surface 
(42, 45-48). This observation mises the q uestion abou t 
the underlying mechanism of nanopartkles interac­
tion on cellular activities. Numerous research groups 
have pointed out the difficulty of using classical sin ­
gle-point techniques usually based on œlJ metabolism 
activity to assess nanopar ticles-related cytotoxicity 
(49, 50]. Multifunctional nanoparticles confern!d 
photosensitivity to cancer cells, providing evidence 
that the photosensitizer molecules covalen tly grafted 
within the nanopartide matrix can be photoactivated 
in vitro. As reported by o ur group (34], such nanopar­
ticles indeed did not alter the photophysical proper­
ties of the encapsulated chi orin photosensiti<er. Their 
p hotodynamic activîty resultcd in the loss o f celJ ac­
tivities re lated to photosensitizer concentration and 
lîght dose since no photocytotoxicîty was detec-tcd 
w ith control nanopartides without photosensitizer. 
Accordingly, nanoparticles .. encapsulated photosensi­
tizer molecules inducing photosensitivity to œ lls were 
largely reportc<l. Kopelman el al. synthesized a poly­
acrylan"lide multifunctional platform contain ing a 
MRJ contrast enhancel'nent agent and Photofrin® 
p hotosensitizer, as weil as targeting unit (the integ· 
rin-targeting RCO peptide) for specifie cell targeting 
(25, 51, 52]. /11 llitro stud ies confirmed the photoacti· 
vation of the encapsula ted photosensitizer generating 
efficient POT activity on cancer cells. More recentl}'• 
Zhao et til., described the synthesis of silica-coated 
lanthan ide·d oped nanopartides with phthalocyanine 
(AIC4Pc) photosensitizer covalently incorpora ted 
inside the silica shell for POT and MRI. The authors 
demonstrated the ability of the nanopartides to kill 
cancer cell upon near-infmrcd irradiation without 
cyto toxicity in darkness (27]. 

Molecular affinHy was investigated for pep­
tide-functionalized nanoparticles, demonstrating the 
abilHy of ATWl.PPR homing peptide to bind recom­
binant NRP-1 prote in. Peptide·conjugated chlorin 
demonstrated a molecular affinity of 213 ~M (ECso 
value, the concentration of competitor that displaccd 
50% of VECF1ro binding) (38(. A TWLPPR-targeted 
nanoparticles (-3 peptides per nanoparticle) showc<l a 
35-fold high molecular recognition for NRP-1 protein 
(EC$<1 = 56.6 ~M). This may be expla ined by a positive 
cooperativity in binding of nanopartide-grafted 
ATWLPPR unîts through multivalent in teractions 
w ith NRP-1 p rotein. Moreover, it is noticeable tha t 
previous findings of our group have still showed no 
additional increase of a ffinity with more than four 
peptides per nanoparticles (34] probably because ste-
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rie h indrancc due to the nu mber of peptide u nîls. 
Real-time monitoring of ;, 1:1iV<1 MRJ signal aJ­

lowcd us to demonstrate that in lravenously injected 
nanopartides induced specifie enhancement of MRl 
contrast in tumor tissue, rcflecting thcir high tumor­
itropk accumulation. This reveaJs the potential of the 
nanoparticles as 1vfRI contrast enhanccr and suggests 
nanoparticles passive targeting of tumor tissue prob­
ably through lhe Enhanced Permeability and Reten­
tion (EPR) effect characterizing malignant tissues [53, 
54]. Leaky vessels w ith large fenestrations result i.n 
extravasation and extensive leakage of d rculating 
nanoparticles i.nto the tumor tissue (17). Slow venous 
return in tumor tissue and the poor lymphatic clear­
ance cause intratumoral retention of nanoparticles. 
Furlhemore, both types o f nanoparticles are sur­
face-functionali<ed with hydrophilic DOT AGA che­
lates that could endm"' the nanoparticles with wate r 
dispersibility and bioavailability (55] and imp rove 
their relaxivity p ropcrties (56, 55, 33]. Lux and 
co-workers (2011) have recently reported thal similar 
small gadolin ium hy brid nanoparticles functionalîzed 
w ith DOTA displayed significant increase of longitu­
dinal relaxivîties in solution with be ttcr MRI contrast 
enhancement it1 vitJo as compared to DOTA(Gd) o r 
OOTAREM"', among the most frequently used rvt:R r 
contras! agents (33]. lt should be noted that tumor 
MRf signal in tensity appears to be higher with 
non-targeted nanopartkles p robably due to the more 
extended tumor mass. lnterestingly, we evidenced 
thal ATWLPPR·targeted nanoparticles can favour the 
int.ratumoraJ re tention of functionalized nanopa.rticles 
compared to control nanoparticles, providing a p ro­
longed selective and positive MRl contrast enhance­
ment. Th is could indicate that tumor clearance of 
peptide-targeted nanopartides is delayed through 
peptide functîonalîzation. Although the use of tar­
geted. nanoparticles as p latforms for theranostic ap­
plications have been widely described, it is the first 
time that multifunctiona l silica-based nanoparticles 
targeti.ng NRP-1 have ~n evaluated in vivo as a de­
livery system for POT and imaging agents. 

ln this targeting strategy, we revealed the in v iiJ"Q 
p hotodynamic efficicncy o f the multîfunctional sili­
ca-based nanoparticles fo r POT and their accumula­
tion in tu mor tissues. Our findings are promising and 
warran t further studies using theSé mu1tifunctiona1 
nanoparticles fo r cancer theranostics ;u vh,o. 
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APTES: Ami.noPropyiTriEthoxySila.ne; ATCC: 

American Type Cultu re Collection; A nVLPPR: 
1"1-Ala-Thr-Trp·Leu-Pro-Pro-Arg-Oii; 6oc: Tert-bu­
toxy carbonyl; BSA: Bovine Serum Albumine; CI: Cell 
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Index; DEG: diethylene g lycol; DlEA: 
N,N-Diisopro pylethylaminc; OMF: Dimethylforma­
midc; DMSO: Dimethyl su lfoxydc; DOTAGA: 
(1,4_7,10-tetraazacyclododècanc-1 -glu taric anhy­
dride-4,7,1 0-triacetic) acid; EDC: Ethylene DiChloride; 
EliC: EnHancement of Contras!; FBS: Fctal Bovine 
Serum; Fmoc: 9-0uorenyl-mcthoxy-carbonyl; HBSS: 
Hank's Buffered Salt Solution; HBTU: 
2-(1 H-·bcnzotriazol-1-yl)-1, 1,3,3-tctramelhyl-uronium 
hexafluorophosphate; !CP-MS: lnductively coupled 
plasma-mass spectrometry; MRI: Magnctic Resonance 
lmaging; MTT: 3-{4,5-dirncthylthiazol-2-yl)-2.5-
diphcnyl tetrazolium bromide; NP: Nanoparticle; 
NRP-1: Neuropilin-1 rcceptor; 10,: •inglet oxygen; 
Pbf: 2_24.6-7-pentamcthyldihydro-benzofuran-5-
sulfonyl; PBS: Phosphate Buffcred Saline; PC& Photon 
Correlation Spectroscopy; POT: photodynamic lher­
apy; ROS: Reactive Oxygcn Spccies; RPMI: Roswell 
Park Memorial lnstitutc med ium; RTCA SP: Real 
Timc Cell Analyzer Single Plate; tBu: lerlio-butyl; 
TEA: TriEthylAmine; TFA: trifl uoroacctic add; TEOS: 
TriEthüxy Silane; TPC: 5-(4-carboxyphenyl)-10,15,20.. 
triphenylchlorin; TPC-NIIS: 5,1 0,15,tri-(p-tolyl)-20..(p­
carboxylphenyl)chlorinsuccin idyl ester; VEG F: Vas­
cular Endothelial Growth Factor. 
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La suite de cette étude a consisté en la comparaison du lot 5 et du lot 13 du plan d’expérience, 
respectivement PC DOTA 2Si TPC 0,1 L5 et PC DOTA 4 Si TPC 0 qui ont été choisis pour les similitudes 
qu’ils présentent au niveau de leurs compositions. Dans cette étude, Benachour et al. (2012) ont analysé 
les données dynamiques, obtenues à partir du système RTCA mentionné précédemment, concernant les 
effets cytotoxiques et photocytotoxiques de ces nanoparticules multifonctionnelles sur des cellules 
cancéreuses du sein (MDA-MB-231). Le système RTCA est basé sur les mesures de variation d’impédance 
en temps réel, en fonction du développement cellulaire observé. Le signal d’impédance est converti 
automatiquement en une valeur nommée « indice cellulaire » (CI pour Cell Index) qui indique la variation 
relative d’impédance électrique crée par les cellules fixées à l’électrode de mesure (cellular status). Cette 
valeur est liée de façon proportionnelle aux différentes variables que sont : le nombre de cellules 
cultivées, leur vitesse de prolifération et de croissance, leur capacité d’adhésion sur l’électrode et leur 
morphologie. L’analyse de l’impédance cellulaire permet d’appréhender plusieurs paramètres 
biologiques simultanément permettant d’obtenir une vision globale de la prolifération cellulaire et de la 
dynamique de croissance au cours du temps. L’analyse dynamique des effets photocytotoxiques induits 
par les deux lots de nanoparticules (lot 5 et lot 13) montrent de profils de réponse cellulaire dont la 
cinétique est reliée à la concentration en chlorine et à la dose lumière.  

La première phase de cette étude a consisté à tester la cytotoxicitéà l’obscurité du lot 5(NP-PS) et du lot 
13 (NP) par un test MTT pour des concentrations allant respectivement de 0,05 à 10 µM en chlorine et 
de 2,9 à 585 µM en gadolinium. Les fortes concentrations en PS et en Gd (10 µM/ 585 µM) ont montré 
une réduction de la survie cellulaire pour les NP-PS et les NP (respectivement 37% et 41% par rapport 
aux cellules témoins) mais, aucun effet cytotoxique n’a été mesuré pour les cellules exposées à des 
concentrations de NP et de NP-PS allant de 0,05 µM à 1,00 µM (survie supérieure à 80% par rapport aux 
cellules témoins). En pratique, la réponse cellulaire à été suivie à l’obscurité pendant 143 heures après la 
mise en contact des cellules avec les nanoparticules. Les mesures effectuées ont montré une diminution 
du CI 24 heures après l’addition des nanoparticules (NP et NP-PS) qui correspond à l’étape de lavage des 
cellules permettant d’éliminer les nanoparticules qui n’ont pas été internalisées après cette période 
d’incubation. Cependant, après un délai de 60 heures d’exposition des cellules avec les nanoparticules, la 
valeur du CI montre une diminution en fonction du temps, par rapport aux cellules témoins, et ceci pour 
toutes les concentrations testées. Les résultats obtenus ont ensuite été étudiés mathématiquement par 
une analyse de variance à variables multiples (ANOVA pour multivariate analysis of variance) associée à 
une analyse canonique des valeurs normalisées de l’indice cellulaire (NCI pour normalized cell index) 
dans le but d’identifier les périodes de temps (de 0 à 143 heures) qui présentent des informations 
intéressantes, c'est-à-dire pour lesquelles il existe une différence statistiquement significative des 
valeurs de NCI entre les six concentrations. Les analyses des résultats entre les périodes allant de 25 à 
120 heures regroupent 95% des informations contenues dans les données brutes. L’analyse canonique 
de ces données à permis de mettre en évidence deux groupes bien distincts nommés G1 et G2 qui 
correspondent respectivement aux périodes expérimentales à 45 heures et à 120 heures. A ces deux 
groupes ont été associés deux temps notés T1 (pour G1) et T2 (pour G2). Le temps T1 = 45 h ne montre 
pas de variation significative entre les six concentrations différentes de NP et de NP-PS. Cependant, le 
temps T2 = 120 h révèle une diminution statistiquement significative des valeurs de l’NCI en fonction de 
la concentration, indiquant une altération de la prolifération des cellules par les nanoparticules. 

La deuxième phase a consisté en l’étude de la phototoxicité de ces deux lots de nanoparticules. Ceci a 
été également obtenu par l’analyse en temps réel du signal d’impédance des cellules MBA-MB-231 
exposées aux NP-PS avec des doses variables de lumière. L’analyse des données obtenues durant 
l’intervalle de temps de 25 à 55 heures avec des doses-lumières variables (1, 5, 10 J.cm-2) à mis en 
évidence modification des profiles des CI. Une diminution des NCI suivit d’une augmentation de ces 
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valeurs a été observé pour les faibles concentrations de NP-PS et/ou les faibles doses de lumière. A 
l’opposé, les fortes concentrations et/ou les fortes doses-lumières montrent uniquement une diminution 
des valeurs du NCI. Un test WST-1 a permis de confirmer les résultats obtenus par le test XCELLigence. 
Les données obtenues lors des manipulations ont ensuite été analysées par un modèle paramétrique 
afin d’évaluer globalement la réponse cellulaire. Pour cela, les variables CI ont été transformées en un 
nouveau modèle de variables appelé « indice cellulaire transformé » (TCI pour transformed cell index) qui 
permet d’avoir un profil quasi-linéaire des variables CI. Les TCI sont décrits par un modèle représenté par 
une courbe d’équation exponentielle-linéaire à trois paramètres (r : l’état de croissance cellulaire quasi 
stationnaire, T : le constante de temps et K : la constante de magnitude de décroissance des TCI). Ces 
paramètres, liés à la concentration ( C ) en nanoparticules et au flux lumineux, caractérisent la réponse 
cellulaire photo-induite. La courbe obtenue est constituée de deux parties, l’une est exponentielle et 
correspond à la phase décroissante de la réponse cellulaire et l’autre, linéaire, correspond à un état 
quasi-stationnaire de la réponse cellulaire. Un effet photodynamique important est caractérisé par un 
paramètre K élevé et des valeurs de T et de r faibles, ce qui suggère de fortes interactions entre ces trois 
paramètres photodynamiques et leur capacité à caractériser la réponse cellulaire in vitro suite à 
l’irradiation des nanoparticules.  

Ces résultats ont ainsi permis de démontrer qu’en combinant les valeurs expérimentales à un modèle 
mathématique, il est possible d’obtenir une évaluation rapide, complète et précise de la réponse 
cellulaire ce qui permet d’orienter et de caractériser l’effet biologique des nanoparticules in vitro.  

L’Afsset (Bulletin de veille scientifique en sécurité sanitaire de l’environnement et du travail - Juin 2010) 
pointe l’importance d’effectuer une caractérisation rigoureuse des nanoparticules in vitro préalablement 
à leur étude toxicologique in vivo. Nous savons que la taille, la surface spécifique et la charge en surface 
sont autant d’éléments qui influencent à la fois la distribution des nanoparticules dans l’organisme et 
leur cytotoxicité, aussi bien in vitro qu’in vivo. Cela implique qu’une attention particulière doit être 
portée au contrôle des propriétés des nanoparticules lors du développement de nanomatériaux, 
notamment pour un usage thérapeutique ou diagnostique. A titre d’exemple, les nanoparticules de silice 
synthétiques sont de plus en plus utilisées pour le diagnostic et la recherche médicale. La majorité des 
études in vitro a mis en évidence une forte agglomération dans les milieux d’exposition, notamment en 
présence de sérum. La taille des agglomérats de nanoparticules de dioxyde de silicium par exemple 
dépasse alors l’échelle nanométrique. Notre approche expérimentale publiée ci-dessous  a permis de 
tester la cytotoxicité de nos nanoparticules par différentes approches complémentaires in vitro. Nos 
résultats obtenus par test classique MTT (activité mitochondriale), indiquent que les nanoparticules en 
polysiloxane testées provoquent des dommages cellulaires caractérisés par une diminution de la viabilité 
cellulaire dose-dépendante. D’après les résultats obtenus par ce test, les doses de 0,05 et 0,1 µM 
n’affectent pas la viabilité cellulaire. Cependant, ces faibles concentrations affectent pourtant la 
prolifération des cellules mesurée par le suivi d’impédance en temps réel. Les tests métaboliques usuels 
ne sont donc pas complètement satisfaisants et ne rendent pas compte des effets cytotoxiques induits 
par un contact avec des faibles doses de nanoparticules. En effet, des altérations peuvent inclure une 
perte d’adhérence, des modifications morphologiques et des dommages membranaires. Les 
nanoparticules interfèrent avec les tests métaboliques classiques, seule l’utilisation de plusieurs tests 
complémentaires aux conclusions convergentes peut attester de la fiabilité des résultats.
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Abstract 

Nanopartides are widely suggested as ta-geted drug-detivery systems. ln photodynamic therapy (R)T), the use of 
muttifunct!ooal nooopartldes as photoactivatable drug c:atrlers is a promlslng approam fO( improvlng treatment etficiency 
and selectivity. However, the conventional cytotoxîcity assays are not weil adapted to characterize nanopartides cytotoxîc 
effectsand to disctiminate ~y and late œil responses. ln thisworl<, we evaluated a real·-time label.free œil ooalysis system 
asa lool to investigate in vitro cylo- and photocyto4oJâcity of nanoparticles-based photosensiti:œrsoompared with d assical 
metabolic assays. To do so. we introduœd a dynamic approach based on real·time œil impedance monitoring ood 
a mathematical model-based analysis to char..:te<ize the measured dynarnic cell <"''lonse. An:!iysis of real-lime cell 
responses requires indeed new modeling approaches able to describe suited use of dynamic models. ln a first step, 
a mull ivariate analysis of variance associated with a canonicat analysis of the obtained normalized cell index (NO) values 
allowed us to identify different refevmt t i me perîods following nmopartidesexporure. Alter light irradiation. we evidenced 
di~lminant profiles o f œil index (0 ) kinetics ln a conoenlfatioo- and ligh t dose-dependent manner. ln a œc:ond ~ep. we 
proposed a full factori~ design of experîments assocîated with a mixed effect kinetic model o f the 0 time re~onses. The 
estimated modal parameters led to a oow dlaractG(ization of the dynanlc œil re~onses such as the magnitude and the 
time constmt of the trmsîent phase in response to the photo-induœd dyna-nic effects. lhese pa-ameters allowed us to 
cha-acterize to tally the in vitro photodynamic response aooording to nanopatide-grafted photosensît izer conoentratioo 
and lighl dose. They also let us estimate the strenglh of the synergie photodynamic effect. This dynamic ..,proadl based on 
statistical modeting furnishes ne'IN insightsfor in vitro characterization o f nooopatid~ediated effectson œil proliferation 
with or without light irradiation. 
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Introducti on 

Orug deliv<ry <Y'IErllS able to Sll..:tiv<ly target di- li!We5 
with rrinimum 9de effects rEmain a major dl~lenge in the 
d...,.opmMt of .tfidMl pharmacologcal trootmMts for canœ-. 
CurrMlly, one e<dling ..,proach towards lhe d...,.opmMt ol 
SJitable dSivery !YSEmS. that can cîrOJmV81t the phySolcJgc3 
ba'riErs and mec:hani:rns that may o::mpromire effidency of the 
treatment. involves the uS'i! of nêf'locarri9" $J&ems téilored to 
Sllediv<ly dai- ooive moleœtes to la'gel liOiles [1-3). 
N l.ITlEJ'ous nmo9ze::t objects have beera e<plorEd in many 
biomedical 'llllllcatlons because or lhQr f1C>IId proparlioo, 9Jch 
astheir hi fil SJrfoc:e to volume r<tio, thar sxfa::e taîlorctility md 
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thar muttifundiom:fity (4,5] . As drug c:a'fi«s. nanopartide 
<Y'IErllS coosg of diffQ'M l oompo!ilion types and moleœlar 
gruc~ures wilhin lhe aclive mol=les can be M trapped or 
conjugâOO covSently. Acx::umulating inve&i~ions have dEmon· 
<trated the poiM tlal ol nM oparlid es in d inical ..,pl icalion~ and 
e<peeialty in the -opment ol anticanœ- thwapies (1,6.7). 
Reoent reœEI'âles in imasjng md diag10Sic ~pficaions of 
nanopa-tideshave ai!D d""ty ittu9rated the dirad impad oi 9JCh 
nanomaterials on the pœ!ibility to invertigate the biodi~ribution 

md pha-macokînetic of nm opa-tides-bcœ:l drug <ariEl' Sjâems. 
both in \ttro a1d in '.t\0 Seme of the recent re:earches u9ng 
nanopartidoo as magn<llic raoonanœ lmagng (M Rt) contra!! 
agents. ftuorES::Eflœimf9ng ~ts. md potmti~ carriers for drug 
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deliii<JY, h""" bœn publi!t>Ed (8-12). ln this field, our goop 
des:ribEd m!Atifunctional lluore:.œnt nanopaiides oontaining 
a gadolinium oxide oore as very attractive &;'&Em. àming at 
oombining both imagng (fluor""""œ, MRI)and th<rapy (X-<ay 
thQ'apy, photod)'llamic thQ'apy (FOT)) tEdhniques (13,14]. 

POT for Cél'lœr învolves the upt<fte of a photoactivâétlle drug . 
.:19:> known asphotœEn9tiZEr or phot09!Jl9tizing ag:nt. by ca1œr 
ti..., fotlow<d by locallzed photoirrroiation with vlsble llght at 
'llPfOpriate wavden!1h and doœ. Fllotoactivation of the photo­
san~lize: res.llts in the formâion or photOSif'ISliZEr e<dted ~ae 
thal tran9E<s its en<!r!lf to OJrrounding moleciAa- oxygen and 
leEds to the local produàion of reoctive oxygen 'll<'Cies (ROS). 
9JCh assn~et oxygen C02~ SUch hi~y cytotoxic 'll<'Cies induœ 
OOiular damage leeding to m alterc:tion ol the tumor vas:ulâure 
and tumor oeils death (15-17] . FOT is UOJally dœ:rlbed as an 
<:ftQ'native treatment rnodallty for canee' éYld varloos eth« 
di"'""" (17,18] . lncre&Sng evidences indicale thal the use of 
nmopa-tidesas CS"riers of photoactivatable moiEO.Jiess:en to be 
a VFSY promîSng ~oach to &tiSy a la-ge nl.llllbEr of the 
requir<mEI1tsfor an ideal ta-getEd FOT (8,19,20,14] . 

The oommonly used oeil viebility """YS to EMiluate in ~tro 
cytotoxicity md phot.,..,stizing ebility of the photoactive 
compounds we baa:l on the determinâion of oeU metmolîsn 
adillity. These indude .,.,.,.,. methods mainly based on the 
quêl'ltifiation of inttaœllular adMo9ne trip~hêie, or the 
rEduction of tetrazolium salts to formazêfl dyes by mitochondfial 
dehydrogenasesin viebleoeils Hov....,.,,lhesemethods. known as 
!!inge E:J"'d-point qualitative mEOOJres are incompâible with 
expErimental treatments thâ. may directly inftvmœ and/ or 
modllate œ41ul8r' metabolisn, mitochondfial adivity, mitochol). 
dfia introceUular- llla$ [21,22), or 001 adheSon, prolifEration êlld 
migatlon ebllities Il has been reportro lhat oome OJI»>""""" 
predominantly rEdox active OO<J'C)<)Unds. can reoct with formazan 
dyes bringing mi~eEding information on oeil viebilily (23]. These 
limitâîons are furthermore relevmt, in the Céœ of nmopartides 
SjSmls that preœnt a real loci< ot informëtion regarding thEir 
potential toxiaty (24] . Il is known thal nmopartides as \VEll as 
nanopa-tidesgJnE<aiEd ROScan lntE<act wilh the"""YSn••gents 
and intQ'fQ'e wlth the reroout [25,26]. MO<I!0\/9', gowing reports 
~ the importance of e<pceur&' interaction ti me factO< to teke 
into IIOC0\01t in >ludying nanopartides-mEdialEd cytotoxiaty ifor 
rfJWÎfW\1 ~ (?5)) Surh învf!tîjpinnshî\tll î(tlt thP. nAFrl lo mrraitor 
a tim&<SEpEndent oe11 responsa Furthermc.-e, investigation ot 
my and late Elfeds of anti-tumor FOT generaly invclves the 
oombination of Ya'ioussngieend-point oeil viabili ty """'Y'> which 
may gen<>'ate dis:repanaes in data (27.28]. WinthQ' et a .. (28] 
reporiEd inoon~>lency in oeil OJrvival - by trypan blue 
exdu9on and the nooœ of donogenic oeils fcllowing Fllotofrin 
II~FOT on a rEtinobla&oma-like OOIIine. 

ln the preœnt >ludy. '"" h""" ana yzed for the first lime, 
d)'llanlic data oblainEd from a real-lime oeil !r1aly9s '!"'Em in 
ordE< to invesigale the cyto- and photocyto-toxic Elfeds of 
multifunc:tional nanopartides on human brea!:t cancEr OOis This 
SjSml ba9Xt oo impedéllœ mea9Jrtrnmt allooNS on-line êlld 
contlnuous monitoring of cellular events Morf!tYIM, as looeJ·ffoo 
method, the imp<danœ-based oeil analyss oould be a more 
va uabie epprœch snœoeil metebcli:m based """Y reagentsmay 
interfere with treatment, partirul..-ly nanopa-lides (25,26) . Il 
meas;res electricâ i~mœ aaOŒ interdigitatOO miao-Sa::tro­
desintegaiEd on the bottom of cell culh.o:eplates ImpEdance data 
a-e autornatically convertro to Cell lndeoc (Cl ) values thal a-e 
dEIInEd as relative change in elactrical impEdance creatro by 
attachEd oeils (oeilula- >latus). and a-e directly proportional to oeil 
number, 001 prolifsation md gowth, OOiular adheSon. œil Sze 
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Analysis of Nënopartides-Ba9ed Rlotocy;otolCicîty 

ald morphology, as w61 as înteroe1hJar interactions. As c81s 
detEdh and die Q.e during cytotoxic ev<rlls) the cell-<:0\le'Ed ..-ea 
reduces and Cl values decr..., (29.30). Thus the imp<dana. 
based oeil analy9s offQ's a multlpa-a-nelric bi cl~ cal anay9s of 
œ l activities in real-ti me. prO'Yiding e<.te'\!3ve rich dynamic data 
about the goba oeil prcliferalion and gowth dynamics 

Photcxlynamic activity u9ng nanopatides can reeutt in the 
alt6'alion of oeil actillities and the loœ of oeil lliabillty related to 
phot.,..,stizer ooncentration and lighl dose The dynamic 
may9s of the n!l'lopa-tide&inducEd photocytotoxicity >lloA'Od 
dis::rirrinmt profiles ot 001 resporne kinEtics in a photœ:nStim 
conCEr'l.trteion- md li!tlt do97dep8ldErtt manner. Snœ the real­
Ume anay9s genE<ales a la-ge a-nounl of ti me profiles and rich 
d)'llamic information, the chalenge was then lo provide >latistical 
tEdhniques eble to rrouœ the dimenson of the infE<enœ probiEm 
ald to ectract the rl'lE9lingful information dla'aderizing the 
photodynamic Effacts The main modeling chalengesW<>'e fir!!ly, 
to ~ate !!ali>llcal de9gn of eocpa-lmentsand biot~cal klnetlcs 
modeling and !rolncly, to fi nd out a model>lructure eble to fit ali 
the diff6'ent d)'llamic oeil r~ OVE<taklng ~dho'a of profiles 
By uSng a parametric modeJîng maySs ot the obtained 
photocytotoxicity time profiles we deducEd dynamic model 
pa-a-netErs that oompletdy cha-act<rized the d)'llan-ic oeil rE> 
'!lOOS'· These model pa-am .. Ers dœ:ribed di!!lnct ph<œl of the 
photodynamlc '"''ll""'· and prollided nUI'I>Eric infO<mation eboul 
the dynamic behaviour of oeil r~se. MoreovE<. the real·time 
împedmœ bas3d analySs of 001 r~ allowej dîs::rimînation 
bEtwe:.n early and late oe11lla- Elfects thanks to the c:ontinuous 
monitoring. A Srong rEfëtionmip was ais:> S"'O\vn llEtwe!n the 
diffQ'ent d)'llamic pa-a-net<>'s 

Results 

Nanopartides-induoed Dark ~otoxicity in vitro 
Metebotic actillily. Fcllowlng eocpo9Jre to the multifunctlonal 

peptidE>ta-geied ultra:mall slica-based nanopa-tides oeil viebility 
was firS determined USng the cdorimetric MTT mEtabolic 
adivîty ag;ay on humm br east ca1œ œlls We optimîza:l H -Aia­
Thr-T rp-L..,_Pf~Pro-Ar~H (A TWLPPR) peptide-t..-getEd sl­
ica-baood nooopêl'lides lo têl'gfi the ttXOOr vaoculature throu~l 
the v<•nJia' reoeptor 11QJropilin-1 (NRP-1) (14]. These hybrid 
non-biodegrAdable nanop::rtides mn!f!'IM of a g;:ldolinit.m che­
latesasMRI contras agent. aSiîcaS"'ell oontaining thecovSmUy 
galtEd chiO<inE>type phot.,..,;tiw molecules, DOT AGA 
(1,4,7,10-t .. raazacydododecane-1,4,7, 10-tetraaoetic acld) as an 
active chdalor s..orfactant and a OJrfaœlocalized ATWLPPR 
peptide as ta-geting units Oa-k cytotoxiaty ~vithout light 
irradiation) was firS œJ3!3':Ed by MTT tes in r~le to 
înaea9ng conœntrations of na'lopartides.gâtEd photœ:nStim 
molerules (NP-PS) or phot.,..,;tiw -free nanop..-tides(N P) ~rom 
0.05 to 10.00 nM of chlorln, corr~ding to 2.9 to 585.0 nM of 
gadolinhm. re<ped.ively). As !tlown on Fig. 1, 48 h altEr 
nanopa-lides expceure. cytotoxic elfact was evidencEd only with 
the higher oonœntration (10.00 nM/ 585.0 nM~ 1-ng to a r& 
dudion of 37% and 41% of cen SJrvival for NP-PS and NP, 
r~EdiveJy. No cytotoxic Etfa::t wasmœ9JrEd (mean 001 vîabîlity 
OJPQ'IO< to 80%) for the oeils eocposed wlth oonœntrations rangng 
from 0.05 to 1.00 nM fO< beth nanopartide goups (NP·PS and 
NP)oomp..-Ed to untreatEd cells(Fig. n 

Real·time impedance·based analysis. Real-timeOOI mal­
y9s (RTCA) '~"~"'" measures impedanœllased sgnas and 
prollides d)'llan-ic lnfO<matlon. The oeiltla- ' ti!POOOI was oontin­
ually monitOI"u:l fct 143 h in déYknEŒ frOO'l the time of 
nanopa-lides WE<e addEd. As !tlown in Fig. 2. dectrical 
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Cott:E!'AtrabOn ot c~ 01/G~ctt>k'lum oddè IJJM ) 

Rgure 1. Oark cytotox•city w•thoul hght exposons or nano· 
partides-grafted photosensilizer (NP-PS) or control nanopat-
1 id es (NP} using MTI assay. MDA-MB-231 Ollts wetl tlQ)Osed to NP. 
PS (dwtc grey) or NP {dear grey) tt~ the menlloned conoentracions for 
2-4 h. 0!111 Vlé'f)ility was ev~uated by MTT 8lfiJ&I)y (data points thow the 
meen 6 so ... n = S). 
doi:10,1371Jjoumal.pone.004a617.g001 

impedance meœJr<rnents from adh<rt11t cal~ - by NCI 
lônetics. mowect no deaeaoo in Cl valuœ whaliNtY the 
nanopa-tides (NP and NP-PS) ooncontrlllion 11911:1 as oompa'ad 
to untreated cals A tr..,oent decreœocf Cl wasreoorded at 24 Il­
pœ additioo. r<lated to lho l""'ll'lY'f intè'ruptloo at lmpedooœ 
,_,rement <llring the wamlng ~"' pa'fcfmed to wamlng dl 
lho ur><~è'nalozod nanclll$1ide& (Fig 2~ H.,....,...., • 60 h aftt< 
ll!l'lOpartidesecpoan. Ct ldnelies-edea'ly modlfied. !110Wing 
.., Md!nt tilll&dq>mdalt decraa at Ct tar ali the ttonem~r~ 
lions tll!led as.,.,..,...ed to mntrà (1'19 2~ 

Stetistiœl modeling of lhe dynamlc oeil response. A 
orutimate a-dy9s at monce g.4ANOVA) ....,ated ,.;th 
a CMOnical a-dy9s was applied to the NCI values in «dè' to 
identify the lime regôonsol intè'll!l, f« .,;,td1 the l,..ge!l. dff..-enœ 
at NCI """""""lhooxgoupsof ~ttatloo maybeobtuved. 
i.e the maEl inform!tiw pa'ts (Ag. 3). Ali m.....-ement time 
ln~ants ~rom 25 to 120 h fàlawlng I\MOPll'tldes OO<JlO$JI'e)-e 
projeded into a canonical map, whld1 OJmm,..izod m«e lhan 
95% of the tot~ Vlil'imœ inform~ion containOO in the ori9n~ 
daia The ooaly9s at the firs canonlcal axis rt>~<Sed tho 
Importance of a fir!l Ume regôoo of lnl..-6!1 (goup 1; G1) 
oorr~ng to the end P<l't of the OXP"Imentatlon pa'ioo (r < 
120 h~ Accordingtolhosx:ond axis onoth<r o-oup (G2)wasai!D 
selected arrund T < 45 h. Theœtwotimer~ons-eldtl111fied 
fcf the two sels of OXP"imentation (Fig :lA-a} Two OO<>Way 
ANOVA -e then pmormed upon the NCI values al lho 
ldenlifi«f lime iManls T1=45h Md T2& 120h ror lhe àx 
goups at <XI'Iœ11Tation on Otdè' to - ntJ'lOPII'(J-""""""' 
trmor>-dep..-ldent all~ar effeds (Ag 4). At T1 = 45 h. no 
-!lically og>ficart nxm ma1100 wasdetected bfl-..lhosx 
CllftO!ntralloos at Nf'.f'S and NP. H.......,., at T2= 120 h, 
a ~•M.ically s!JVficanl decreœo at NCI Vllluos was obtuved on 
a oonœntr!tion-<lepmda11 ma'VlE< (Fig. 5). MOii at lho NCI 
median Vlllues w<ro b<low lho NCI Initial lM, rt>~<Sing 
a ôglificant cytotoxic dfed (p= 7.7S&œ and 1 .11~) of the 
Nf'.f'S and NP, r"'!><làilldy. a.d1 an olt..-ation at ali pro­
lifo-ttion was meas.J'ed for both nanopwlide ~s. lndicaling no 
dlred effect of the phot,.,!lll,... moiBQIICS oonjuglled in 
nmopartides (Fig. 5). 
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Rlotocytotoxicity 1'\'ofiles 
Pholooynaric tr<.-ment lnvot- the uptoiœ of photoattiv~ 

tabtomoiBQIIes(photomôll..,.l} by callsand Wb!llquMt tocalizod 
photo-Irradiai lon wHh vlôblo llgl\t at approprlalo waveiMgth and 
d«e. Optimi:atloo ol bath photoedlvatablo màeculesoonoEfltr~ 
tioos and llght d09l0 wlth re!IJ<Id lo the ,,..~ œil r""""'se is 
required for an optimal photodynamic effed. The dynamic 
r~ of the M DA-M B-231 canœ- œil& overexpre<àng 
NRP-1 """~tor (31 ). expoood to lnaea9ng oonœntr!tions at 
NP-PS and varloushght clooelwaspa'fOtmed uong lhore<l-time 
irnpeo:lanc&lla9 a-dy9s(Flg. 6). Aseocpected, acx:or<ing to cu 
findngs from dark cytol.ooddty a-dy9s no decreœo in Cl Vlllues 
wasobtuvecl <llrongthefir1Jt 2A h pœ-eopœ..oetoNf'.f'Sbe(ore 
lî!flt irra<iation (Ag. 6. lelt panel). H....,...,., Ct lônetics 
otJtaned <Uing lho bme int!MII at (~ h po&-irra<ialioo 
,.;th va-lous doooo at liltot (1, 5 or 10jtan') dœrty ,_ 
<is::rimina'll profiles (Ag. 6. right panel). Aa:cr<ing to 
ll!l'lOpartides oonc&'lCraJons and liltot doooo lônetic profiles 
,_ a ttntl1t or a ""'"~""t decr...., of NCt (fig. 6). 
Ohl.ind phaœs ol ali r011>00111 elong tho po&~rra<iation P«ioo 
can be highlighted. FOt i~onœ with low oonœntrations andl or 
li!tlt dœes(eg 1 ITM and 1 J cm2} a trwent decroaseph.,.,was 
d1a-act..-izocl. followed by an Ina..,. until lho <r1d at lho 
mEŒUrEmmt On the CXlfltrary. \'Ath hl [Il coocmtrations a"ldl or 
tig,t d09l0, immedlalo or lalo decri)OO) at NCI can ai!D be 
oboorved from thoklnelles(Fig. 6-B. right panel~ !hawlngllmo­
d~t hei.Erog<neous profiles at ali r""""'se. Although 
m<labotic tll!ls and RTCA rTMIIhod ....,.., di !li nd cali funàion~ 
oomP<J'able oonduoonsllt a glwn time Q.e 24 h pœ-irradiwon) 
in tum d œn sxvwal w«e mœsxed u9ng a 001 metabolïsn­
ba!Ed """Y(WST-1) Pè'fcfmedon theSlmOplale(Fig. 7} 

Modet-based anatyals or lhe pholocytotoxic 
r-"'· T o tN a f\JII advantaga d ali lho inlorm!tioo 
<Xlfllàned in lhoCI ldnetiesprotltesat the pos_,.a<iation pa-loo. 
we po-apœed to a-dym lho daia by a ~ model, and to 
..,..uate lho model 1'3'-..-o ao glctlà quantitative dharact..-­
i!tics of lho 00fl"4)1ele in vin> ali r""""""" The Cl variable was 
fir~ trard«med lnto a """' modelong va-laille callod tran~ 
formed ali i.- {l'Cl ) to oblan qua9~inear !l.œdy-~ate 
beh!Mour at lho Cl profile. a.d1 a maille trm!l«matioo was 
alrœdy apptioxl to in-.i10da1a f« tumor rŒporue modeling )32]. 
W~ ~t"Mo'A"' lh~ ~ All'jV'C'Imlfl'f .. Unt:lAr llt'JIIMIM ('.;ln d~ihl) ~1 

themeœJroo TCI klnctlcsprofllœ Thismodel $ructure lsd<llnod 
by three pa'amelè'C r. the ~eody-<late gowth raie; T rd K as 
timeoon!lant and m'9'ltudecf thetrw<r~t decreœoof the TCI 
kineti"' reopectivay (Flg. 8). Th..., l)a'amet..-s - as 
fing..-print d1a-act..-i!l.ies of the phào-induced ali r"''llfl"" lho 
e<poomtial pa't cor"'llorldSto the trano<r~t dccr...., """"'of lho 
r""""""'..toilethell<*r pa't deo:rlbeoltssœdy-~aletrMd. More 
importandy, a ljOOd c:oornlsenc.y was obtalned """"""" lho 
e<P«i"""""ly ,_,.., and the predicted '""""""' profile; as 
iii..Wated by one........,.,. prœnted in (Ag. 9), oorroborallng 
lho r<ler.n:e of lho po-apœed modEl 

The model 1)3'amoi4U T. K. r -• thtl1 .- as rv..meric 
indicat.OtS at lho in llln> phctodyntnic otfiôenc:y ,.;th reoped to 
ll!l'lOpartidesCIOflC8"trl!liom(C) andftuenœ iMs(F) (Flg. 10A­
~. respedivety ). Low tome con!l~ values (r~ d<linod as 
leMe- thi>1 a thre!hold ~- by tcv T • o. w..-e obtaned fcf five 
phol.odynamic oqxrimt11taions montlooed in red oo the aœ;,.. 
axis (Fig. 10.A). !IWI!I.ing for thœomn<itionsa rapid decreaseat 
the trm!lmt phaln Theœ..,. a>n<itlons w..-o ai!D ...,.;a~ed 
with low r valuos doflned as low..- than r= 0 {Fig. 10-B), 
wggeoling a <Jow down of the ~eody-<late 17awlh rate of the pos­
tran9tl1t phase. The e<ll<l'lmentel a>n<itlons (C.F) correEpOnding 
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Figure 3. caoonlc:al representation of a multivarlate ANOVA with respect to the mea-surement time Instants. The two c:anonkal a<es 
oontain more thM 95%of the total info~ion eontainOd in thé timo& proflJesover the study rMge (25-120) h presentéd in Rgurcs4A-B.Aooording 
to this&ynlhetic representation, there are Iwo àgnificant lime regions of inlere9. described by blues md red ellipses. These Iwo regions OOffi!I5Pond 
to t he mo~ distant timepoints(with r~ect to the initialtime instani t0}forthetwoaxes. lhesetwo timeregionsofinteresi arereportedin thetime 
plots of Figures~ with the seme oolor oode. O<la used in this slatistiœl ~have been previou;y normali2ed by fixing the oeil index (0) 
values al 1 al Initial tl me t • 0 for ali the œil cultures. 
ctoi:10.1371JjourM.pon6.0048617.g003 

Althoug> melabalic teels ruch as WST-1 39!a1 ald RTCA 
mEihod mea9.Jre di$inct œil functioos. tXlf'l'lPéJ'abfe rOOJits W9"e 
obtained usng both tes~ ruggeeling thal the dea...., in 
impedance values po&4reetmmt was dominated by a decrœ99 
in ool viatlllity cha'adB'i2ing the photodynamlc <ffidency of 
POT. ~live relation91ips belwe91 bolh technologôas have be<n 
pr611iou9y des:ribed (21.29.30], ruggeeling the int<Teel of corn­
bining both oompi<Tnenta'y ""''oaches. The da::r...., in Cl 
lollowing POT elfidency of naoopa'tidas may rewlt from 
,,. ... ations of ool edheSon prop«ties md impedm~ 

technologôes 9.Jch as the xCELLig<r1œ malyzao r<iled ool 
pa'amet9'S <iredly rdated to OOIS allachmenl (30] . lndeed, 
POT œn induœ ool m<Tnbrme damage and alt9'ation in œnœ 
ool edhe9venessmai~y throug, theg<r18'ated cytotoxic ROS(""' 
relliEJN: (33]} lntegrln-eoctraoolula' matrix (ECM) int9'adlons 
leed to di<!ind ootula' '~""" ruch as 001 prolii<Tation, 
differmticiion élld migation. Rli'V1~SE1 a .. (34) inveiîg.:(ed the 
âfedsof balzoporphyrio-derivaüve monoaâd ringA·POT on the 
cen adhe9on ptoperlies of human ovarian cane« œil line. Aft« 
phot0931Stization. the authors demonârated a loss of intEgins 
allility to bind to ECM prot<ins (eg collag.» IV, fibronedin, 
lêl"l'linln c:rld vitronoctin~ beth ln ~tm and in ~loO c::alo::>mitêl'ltly 
with a IO$ of b1 integrin-containing looa adhe9on plaquas 
BEnzoporphyrirrderivOOve monoacid ring A-POT âs:> intErfErai 
wlth the atlllity of fibrobi""-S to edh9'e to ECM oomponents 
without alt9'ing integrin expr.,;on, but as!Xiated 1Mth the 
S.Jppr.,;on of fooa edhe9on kinasepha.j?llorylàion (35]. Smil"' 
~valions in c:81 nigation M d inva9on c:bilities have bœl 
'"""'ed by Yang d !!., (36] in K J.1 and Ca9-22 canœ ootsaft9' 
POT. The expr.,;on of the interootut"' edheSon molocul&1 
QCAM·1)ald 1/a!D.Jiar ool edhe9on molecule-1 (VCAM·1)were 
aloo dOIMl· feg.Jialed ln endothelial OOISM9' POT [37]. The<fled 
of POT was aloo <!udied on cedh<O'i~ a dao; of edheOon 
molecules invdve::i in the formation of &rote junctions I::>E4ween 
ools in tiS9.Jas Und9' apoptotic oonditlon~ 2inc Q 1 } phthalocya­
nin-POT i~ced a repid diSlfganization of the E-cedh9'in­
medià ed 001·001 edhe9on, with the dEiachment of oolslrom the 
rubâ:raum Va b1 integins [33). 

The lime elled on nanopartid.,..mediated ootula' impad is 
acx::epted as M importMt facta- to oonSdEr whm des:rîbing the 
r~oo ( 38,29]. Be!ide the concentration- ald the lig>t fluence­
oolula' elfed. our <!udy aloo d<Tnon<!rated pœ-POT time­
deper><la1t hEI<TOgErlOOUSprofilesof OOI r~. g<r18'aling rich 
dynamic data. The pa-ametric mcdEling analy9s of the photo­
cytotoxidty ti me profites atlowed the deduction of three dynamic 
modd paramEI<Ts (r. T, k) thal compiEidy charad<Tize the 
dynamic ool r~œ. The con9àmcy bd.,..., the expa-im<n­
tally mearured data and the '"'PP"'" profilas predicted by the 
modd. te<!ily to the predictive alli lily of the propceed modd. The 
tine mede pa"ameters deo:ribe di&ind phases o1 the photody­
nanic cell rŒPCf)m. êl'ld provide numQ"IC Information ê:t>out the 
dynemicbEnSIAour of ceU re:pon$. Taken asnumericindicala-s. 
the E!Simaled model pcl'm18Ers Slowed evSuation of the 
photoclynamic c:81 responS9 aooording to the 9;1l«g&ic contribu­
tion/ il'f1Cl'ICI bel.,..., the th<O'apwtic ladors ~.e naoop,..tid..,. 
gafted photœmstim oonœntration ald tig>t fluenœ). More 
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importantly, accor<ing to the &pler{jàic effeds bd.,..., photo­
SEI'l9tiZ8' ooncentraion and UÇ#lt fluErl~ a reJatiOf\S"lip was 
ob'"""" bel.,..., the three dynamic mode paramEI<T~ indicating 
UlEir potmtial to cha-actErize the photodyncmîc 001 responsa. 

l n ~tro pholodynamic adivity of photoaclivatallte molecules is 
urually evaluated by the dEI<Tmination ol the median IEihallig>t 
doœ (DL.,) at a ~ven tim&-point ald lor each concentration o1 
phot0<819Z<I' . ..t.ich is olten quite epproximate ald ha"d to 
PErform. ThErEby. oor prE9311t S.udy uSng more thm one 
qua1titëtive pêl'anâ:Ef ald more accurale quM tification ol the 
global photodynamic r~provldaspow..-ful rerults Althougl> 
th<O'e is a gowing int9'eel for the RTCA u9ng impedance 
technology, to our knowtedge only two a1ioles (39,40] have 
reoe>tly tried to deo:ribe the dynamic ool bdlavlours u9ng 
math..-natical and oomputational modding of the impedance­
d<Tived dynamic data. Chen El a .. [40] S.Jggeeled m exponential 
time fundion moda , rEftEding profile of fibrobla::tic œl pre> 
lif«ation v.ithout ooy tr~mErlt. Oiffe-oot modeJ parêl"l'l€«Er"Sih«e 
esimated by fitling the mearured impedance dynamic data to the 
propceed mcdEl. But, thepropœ!d e<ponentiat mcda isnot 9..ited 
to deo:rlbe trœtment r~ses Ei9!1lb9'9 ej a ., [39] dl ... ad .... 
izro the preci., role of myof<Tiin protein in can08' ool inva9on 
uSng a oombîmiion of mâhEJllatic3 modeling md rea~time 
impedanœ-bam ool inva9on 39!af. Thepropceed malh..-natical 
modeJ is uocd to ronfirm or invalidale oome hypothOO~ owlng to 
mcdel smulations but little information is avaitallte about the 
parameters esimation mâhocl. 

1 n the ab9!llœ of lig>t irradiation an... nanopa'tidas 
e<pos.Jre, we â>s:rve::i âterations in c:81 prolifention evEil fa 
ICJ'IN oonœ1.traüons d nanopartides. We can amotate tha 
MTT te<! onty SlO\ved a cytotoxic effed wllh the higlle!l 
ooncentrâ ion of 10 rTM . This dis::repMcy SrEOOy rEJ)Of'tEd in 
the literature, may be mainly due to the fad thal both 39!afS 
mearure disloo ooltla' adivitles MTT te<! daeds oot vlat>itity 
throug> mitochondrial metabalisn, white RTCA oon9d9's ool 
dœth or prolif<Tation, ool sze, ool morphology, and ool 
edheSon to the \val bottom as defined by ool:>microoedrode 
oontad rurfaœ (41 ,30,42,26,43] . This ob:BVation raises the 
quESion mout the l.l'ldErlyîng meâiMiS'll of nmopa-tides 
intEraction on œfhAa activities. NumErous rESB'ch goups have 
pointee! out the diffirulty of usng the da!9cal snge-point 
techniques urually baoed on ool melabalisn adivity to """"" 
nanopa1irule&ra ated cytotoxicity (25.38] . For in<!anœ. the 
naoop,..tidas as wdl as nanopa'tid..,.g<r19'ated ROS œn 
indeed inte-ad. with mitochondrial Er1zymes activity élld diS.IXb 
rritochondrial mEiabalisn.- 39!afS Ladàe dehydr09Erl""' 
oot viatlility """'1 can be affeded by nanopa'tid es ..t.ich œn 
bind to the enzyme and lmpede its r~eaoo into the e:tracGiuléJ' 
medium (26,23,44). Mor.,ver, the time-d_,dant nmocyto­
toxic effeds have be!n prelliousy r<ported [38,29(. The 
impedanœ-bam reet-time oot anaty!is atoo re;eeted a tate 
alt9'ation of ool prolif9'ation/ edheOon induced by the nano­
par1ides in da-kness Such daayed oolut... effed may be 
e<plained by the tim<>dt:pmdant oolular uptake process with 
ruch nanoPa'tidas (45). and thal nmocytotoxlcity may be 
rdated to this uptake (25,29]. Th<Teby, as labd·free melhod the 
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Analysis of Nënopattides-Ba9ed Rlotocy;otolCicity 

Figure 4. Study area (25- 120) h o f the normalized celllodex (Net} kinetics for d ifferent coooentratloos of nanopartlcles. MOA·MB-231 
cens W(Wé txposed to vatious oonccntralions of A} na'lOpatlid.s.g.raftêd phOtoscn~UZ$' (NP-PS) or 8) phOtoscn~tiZ$'~froo nanopM ides (NP) as 
described in Rgure 2. Two lime regions of interest. oolored in blue and red. were identified by a statistical malysis (results in Figures 3A-B) as the 
most informatWe ones: around 4S h and 120 h after nanopa1idese:xpoue. Al 10= 25 h (beginning of lhe study area}the NO values are nonnali:zed 
at one. 
<lol:10.1371/joomà.pone.004S617.g004 

impedanc&baold ,..,.lime cel analy9s method off&'S advar>­
lag>J """' the cel metabotisn-baold end-peint """Y~ allowing 
continvous monitoring ol na1ocytolo.xidty and dis::rimination 
bdween ...-ly md late celular effects 

Overall, this gudy validales a llOIId approad1 lor oontinuous 
monîtcring md ao:::unie qumtîfiœtîon of the dynanics of cell 
reEp01193 u9ng llaOCll)a'tides According to our reeults md as 
OJglO!Iad by oth<ro. metabolic teots may not be adapled to 
meas.Jre bîolc;9<3 Elfect induced by low conc::e'llréiîons of 
nanopartides [25] compared to the impedanœ-baold '""·time 
cel analy9s ~<rn. The computational analy9s app...-s as 
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a us;!~ tool lor bEit.,. und<nt!Vl<ing the dynamics of cel 
bdlaviour, ruch as nanopa'tid..,.cels lntera::tlons T his analy9s 
approad1 pr<Mdes in~lf>ts for rapid and aowrate evaluation of 
in o,ilro dynarnic cel reoponœ, wllich may hap to adequatay 
~ ... lnveotlgations about the nanopartldE>ffiedialed celula' 
ellects For the firg time, the mod9·baœd approad1 we 
propos:x:t in this !tudy, SJc:oesiully dlaaderîze the trEUmmt 
re:po~ at ~f!Il/ ti me point Additionally, it provides a Smple 
<tati!l.ical analy~a l~ng on only thr"' cha'aderi<tic param­
et.,.s. 
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Figure 5. Analysis of variance of the normalized cen index (NCI) vaJues al t imes Tl = 45 h and T2 = 120 h. This analy9s was performed 
with respect to the indi(;{Ced six concentration groups of photosen;tlzer into 1\P-PS 01 the six ooncentratlon groups of nanopartldes without 
photooon~timr (NP) at times T1 =45h {l.n pMel) Md 1'2= 120 h (rlght pcnel). 
doi :10. 13711joumal.pone.0048617 .gOOS 
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Nanoparticles Washingand 
expost1re àradiation 

Figure 6. Kinetlcs of photo·induced cytoto)(icity of nanoparHcte~grafted photoseositizer (NP~PS) aooordlng to real ·tlme 
impedane& analysis. MQA.MS.231 ccns w..-e monîlOtOd fOt 24 h durfng inlcrac:Uon with NF\PSat the indieated OOflOe(ltrations of photoscn~t~ 
(IMt panel) bèfore washing Md light irrachation at 1 .1an2 (A~ 5 J'em2 (8.l or 10 J'cm2 {C) {tight pooel). Fté9lf'lted cell ir\dtx (0) vétuas a-e til t mean 
of 6 repltcaleG. 
doi:10.1371Jjoumal.pone..Cl048617.g006 

Methods 

B<penmental A-ooedure: Nanoparticles Sjnthe9s 
The approac:h d..,..oped here isbaood on multifunctionalsllca­

baood nanopa1id"" u..:l asphot09ll1stizer ca-ri<rs 111d gafted to 
tl1e peplide ATWLPFR targ.lling vasnAar roceptor NRP-1 

R.OSONE 1 www.pfOsonG.org 9 

(31,14]. Multifundional 91ica-ba9xt nanopatides WEte thus 
de9gned !11d oons~ed of a ... face gaited lumor targ<jing 
~ide H-Aia-Thr-Trp-Leu-A-<rl'to-Ar\tOH (œlled 
ATWLPFR) 111d """"'9Jiated a phot09li1Stizer (PS: a C111orin, 
(5-{4-carboxyphenyl} 1 0,15,20-lrl pl>en)'l-dllorin, T PC) !11d a M R 1 
oontra!l agent (gadolinium DOT AGA chelates). Theœ n111opar-
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Rgure 7. Photo-4nduced c:ytotoxioty of nenoparttdes-grafteô 
photosensitlzet usfng Impedance anely•• tnd WST· 1 tes« at 
24 h post-irradiation. Fot l~anc:.bed 8'\ltyM (A~ the MDA­
MB-231 oels were exposed to various oonoentrwlons of n.;nopartid• 
gtïJfted photo9:091imr ~{from O..OS 10 10 nM) for 24 h followed 
by a wB~Ing step before e:xpotition to the indiCMed 60• of l lgh1. /JJ. 
2-4 h p~·irradiation. W5r~t teSI {8) WBI cwtied OUI on the sarne 6 
Raie. Otrta are prcsootOd as the mean 6 S: ol the meen, (n = 6). 
doi :10. 13711joumal.pone.0048617 .g007 

lideswe-e noled NP-PS. T o a<œll ihe n1r1oparildeslor lhelr own 
OOiular dfects. nalopa-tideswithout photœ:nStiZO' Md v.ithout 

""'''""' ""g<ting ""'lido wu-e "'"' "'"ihellzed ood oon'ild<red as 
oonlrcl ncjecJ NP. The "'"il1œS of gadclinh.m n1r1oparlides 
<mbedded in a polyliloxa'le ltldl h8s bœl P<fMOU~Y and widEiy 
deo>'ibed byour goup(13,46-49) . The top down P<oœtl&lœding 
from lhe gadclirium OIÔde pertodeoto the IAit""""'l polystox<ne 
pa1ides wilih gadaôri<.m <hdalesal the ufaoo has bœl re::mlly 
pllllli!hed (49,50). Bril!lly. v.e optlrrilled ATWI.PI'R-targ<ted 
ôtoa>baso:l snall ~deogol\ed by gadcliri~.m <hdalesb" 
MRI and a ~nasa phct""""li""'. The ~es-• 
"1"'heii2Sd by a top down l"'ocœ& The firs ""' ls the formation 
of a g>dolinium oXIde oore by a modifiee! polycj route on 
di<ihylene flv<D loii<Med by the gcwth cl the polyliiOXll'le ltldl 
by a !Di~ prC>a!Œ and thm by the galtlng tl DOT AGA 
{1,4,7,10.1araaz.acydododeœn<>1ilutarlc enhydrid&<1,7,10.tria­
œtic) acid to the inorg;r~ic maulx .Ja an trnide fundioo. The 
phOIO!lOJ'ISIIZQ' is added to tho nanopartldeo durlng the !Dl ga 
proceo; by dired ooupling cl the pho!oe:n~tlw to a ~lane 

F\.05 ONE 1 www.ptosone.Otg 10 

'""" ..... """"' lleedy-- """"' 
(e•JXII""f''•O pen) 0 11e11 pon) 

x(t) 
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Figure 8. Ex.pontotlel-t.lnoar model Slrudure of the trans­
formed oeil inde)( (TCI) profile. 'the TC is decomposed into Iwo 
pans: a iransient éWld a auct)'411111t periodt. This model is composee! of 
three parameters (T.Iv) uaed as q uantitative lndlcauxs in the 
th.apoutic cfftdMcy ~yels. T, Ume constant of the troo~enl pl\39$: 
K mag1,1tudo of tM tral$ont decrease: r. stoady-state growth l'ale. 
doi: 1 0.13711joumâ.pono.0048G 17 .gOOS 

P<eoJrs:or. The di!Bllullon of lhe gadolinium """ and the 
entrapping d the gadolinium by the chailles oco.or during the 
purifiaiîon in w~O' leeding to ultra'lllall nanopatideswith a Sze 
infeior to 5 "'""""""s(SO) . TheATWLPPR la'g<ting PE;l(ldeis 
finally !Jâled on the DOT AGA va an arride lunction (49) . 

6<perimental A'oœdure: Q!ll Une OJiture 
T o i.-igale the patmiJal cl élic;>llesed ~- to 

inŒJœinvtropholcxi)'Nrric: ellecl on tumor <SI~ MDA-MB-231 
human brallil c::anœ colis """._OOIÎng the """"-'"' NRP-1 
'""""'"' -• uoed. MDA-MB-231 <Sis -• purchased from 
A111EJ'ican TypeCIAtureCdleclion ""TCC, M........,.. VA, U$6.~ 
Cals,..,.. routindy I10Nn in R""""l Pa1t M81l<lriill ln.titute 
{RPM 1 1664) medium 0 nvotrog<n. France) ~emented with 9% 
hœl~nadivated fatal boYine m.m {PAN "' Biolectl GmbH, 
G.,.manv~ 100 U/ mL omlallln and 100 mt ml !lrEI>tomycin 
~nvilrog<n, Frooœ~ and 2 mM L-Giutarnine(lnvitrog<n, Franœ) 
in a contrcAied at~hO'e ol 5% co2. 95% humidifie:t air al 
3711: ln 75 an2 oulturo nao~<s Cel oulture matErids Wf!fe 
purcha!>Xl from CO!Iar (Oui!dlEI', Brumath, Franœ~ 

E>cperimenlal A'ocedure: Ottotoxicity and 
Rlotocytotoxicity Sudies 

ln l<irocytot.OIÔcily and pholo-induœ:l cytotooc Ellects of the 
"'"'heô2Sd nanopatideoWf!le i!Màigllted on theMDA·MB-231 
<31C8' <Sis by ..Sng the •andard <81 m<iabolî,_ ali 
lliallility_.(MTT and WST·1) and lherED-time~ 

- analyli& 
Real-tl molmped.,_.,aMd colt analysos. MDA-MB-231 

<81sal1advnall. P<olll ... llion and;,., maûons-e moritored 
in reâ-timeélld rnaiJIIU'ed a impecDx:eu!ng96-well E~atesT" 
and lhe xCELLigonoe ~Ern {Reel Time Cdl Anaiyzt!t Snge 
Aate {RTCA ~ ~Ern~ The xCELLigonoe ~em was 
d<!v<joped by ACEA Blcedenœs ln conjunction wilh Rodhe 
Dlag>O!IIcs GmbH (Rodhe Applled Sdenœ. Mannheim, Ger­
many). The tect>nology u,.. mlcrowel plates whO<e bottoms are 
ocwered wlth mlcroowrode& as "' electrical impedance <81 
"'""" to moos.ore the leve cl impedanœ on the 9Jrf'""' or <81 
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rullureplale' v.•ell, v.!lich oorr"''l00ds1o the eortmd of œli-001/Wed 
aree. Thismethod islabel-free and ellowsrea-time. automalically 
and con1inually moni1oring of œlltla .talus charlges (eg 
adhesion, prolifEration, morphology, viability) during the whc:le 
procœ;ol œll-<eegent ln1,..action. llls based on meEWr..-nml ol 
aedrical impedance aœled by attached œlls 80"0€6 lhe higll­
demily aedrode "''"f ooaling the bottom of the \vals (41). 
lmpOOanœ value is autom~ically converted to a dimootionl6 
paatnaE< C l !hal is delined as raalive chatlge in a edrical 
impedanceaœled by œlls C l velue repr...,tsœllulat !talus and 
isdiredly prO!)Ortionet 10 number, prolif,..ation, !i:ze, morphology, 
and attachmen1 forces of 1he œlls As œlls dEtach iOld die Q.e. 
during cytoloxic events} Cl velues deo'...,_ The RTCA SP 

R.OSONE 1 www.pfOronG.org 11 

Stalion was oooneded to the RT CA Anelyzu and OJbslqumUy 
joined the RTCA Control Unit. The xCElligmœ ~E<n was 
conneded and 1he RT CA SP Station, in v.!lich the rulture E·Aale 
ismounted, wasplaced insidetheina.bator at 37LC a1d 5% C02. 

Then, a self chedc for prop..- eledrical oootact u!ing RTCA 
ReS&or Plate 96 was oonducted prior to a-~y e<periment Ali 
meeOJrE<n<nts w..e oootroiled by the RTCA SJftware 1.2.1 
(Roche Dlag10~ics}. 

For meauem<r~1s background impedance ol the E·Aale was 
firll det ... mined b<Jore sming 1he œlls by 1he addillon of 50 nl 
rulture medium to eech weil and O.Jbtracted automalically by the 
RTCA ooftwarefoila.vingthe<qualion: Cl = (h- ZoY 15\1/ith Z; as 
the impedance al anyglvm1ime poln1 and Z0 as1he background 
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Figure 10. Synergie effects between the photosensitlzer conoentratlon, C. and light fluenœ, F. on the model para met ers. The three 
model parM"tctéf'S (T. r. k)wer• MalyZOd with rcspfM:t to CF values. A) My réduction or tho Ume constMI T sugg-cstsa fastér' dactcas& of the trMsioot 
phase {poSt ive l herapeutic affect}. Nmost ali the vilues of T below a reference thr«hald foœd to log(l)= 0 correspond to a 9Jnergi&ic condition 
defined by CF$ 5. 8) !vty reduction of the trcnsformed œil index {TO)growth rai er wggestsa ~ow down of the steady-stare grow1h rateduring ils 
po9Aran9ent ph89e (positive therapeutic effect}. Conversely, any inaease of it leads to kK:ally degrading the therapeutic r~onse. Almosl ali the 
values of r below a reterenoe thtdl~d fixed tor • 0 (no seacty-sate growth) corr~ood to a syn.ergl:sl:ic conditioo defined by C.F S S. C) Ally positive 
OOhMeemoot or the magnitude or the ltMSÎéOI déCtCasè k &JggéStS a doopcr déCtCasè of the 10 during itS ttMSÎéOI déCtCasè (positive th...-apeutiC 
elfed). Cooversely, anydeaease of il leeds to locally degrading the ther~eulic r~oose. The la-geS viluesof kali correspond to large vilues of the 
interaction between the conoentrsion and the fluence. 
<loi:10.13711)0<Jmà.pone.004S617.g010 

sg~a [51]. &lbœqoently, a 150 nl œil "-"""'""" rontaining 1o' 
MDA·MB-231 œllswasseeded in each weil. and allowed to .SUe 
at the bottom of wells for 20 min bEtOte starting impedMœ 
mœwrement in 15 min lnt«~s 24 h citEI' OOEK!ing. 10 nt. of 
gowth medium v.îth or wilhout incrE!a!!ing final oonoEf'ltralioosof 
photœnStize- (0.05. 0.10, 0.50. 1.00 or 10.00 nM) in NP.PS or 
the corre;ponding fi na cor'IOO'ltratîons a gOOolinium (2.9, 5.8. 
29.2, 58.5 or 585.0 nM) for the oontrcl NP was added in each 
weil, éYld the rulh.Jtes were kept in darkneœ Each ooncentration 
wastOS:ed in Sxplic.ate. T o allow nanopartldeslntemalizatlon, the 
œlls -• fT'HKI for fllrther 24 h during which impedance was 
meas;red fN6Y 15 min. Thm. the cdls were \va!.tled three times 
with gowth medium to rErllOVe the un·internaliza:t nooopartides. 
The medium was r<naved by adding 150 nl of fresh [J'owth 
medium. Afiw that, theœlls-eèthw expoood tovarloosdo93S 
or li(llt (1. 5. or 10 J 0112) u~ng a diode lastJ". Ceralas POT 652 
(Cer!rnOptec GmbH. Biolitec, Ge-many) to """"" the photo­
induca'l cyt<rtoxicity a the NP·PS, or let without irra:liatîon for 
the det«minâion a dark cytotoxicity of the nooopartides. 
lrraciation was carried out êi 652 nm v.nth an irradiooœ of 
4.54 mW/ cm2• The œil growth was then monitored for the 
indicaled lime. arld impedmœwasmœs.Jred eMy 15 min. 8a9:d 

on impedmœ measJrEil'lents. Cl vaues v.we automatically 
derîve:;i arld recorded as a fundion of time from the tîme of 
plaling until the end of the e><p<riments 

MTT and WST·1 cell metabolism -based as.says. Cal 
p.-olifEI'atloo and rurvivat after IOOJbation with the va-ious 
oonœntralionsof nêl'lopartideswasals:> mœs.Jred uSng !'itmdard 
snge end-point metroolic """'Y" 3-(4.5-dimethytthiazcl·2·yt~2.5-
diphenyt tetrazclitm bromide (M TT) and 4-[3-(4-lodophenyt}2· 
(4-nitrophenyt}2H·S.tetrazotio]·1,3-b<nzule diOJifonale ~sr -1). 
The:e oolotimEttic as:;ays dEiEI'mine the mltodlondrial mEiabollc 
actlvity by m"""rlng theredudion or thetetrazclium s:lt MTT or 
wsr ·1 to lormaz>rl cristas by mitochondria d<tlydrogen...,. in 
viOOfe 001& 

T o con'4>81'& the pi\Oio.<nduced cellular <iled m"""red \'Ath 
the impedan<»based technclogy at the endpoint ol the """'f 
(. 25 h I)OS·irredialion). wsr ·1 te<l was optimi:oed and per· 
formed at the &me time point on the &me E·Aale. Briefly, at the 
Etld of the impedance """"'-WEmfllt (. 25 h pœ-irradiation). 
15 nl o1 œil prolit<ration reagent wsr ·1 (Roche) wasadded in 
each weil of the E-Ptate (1:10 final dilution, acoordlng to the 
manulacturer's instrudions}. The œlls "'""" then incubaled al 
37t.C tor 1 h. Formaz>r1 criSal generaled from the redudion of 

~~~--~~--~~==~--~-r~~~ 1 v C:OOSf':1 

~· C..-Q.liF:t 
-+ C: (I,"F=t 
o C=11F:1 
Il. C-101~ .. 1 
0 C.0.061F..S 
0 C=O.UF-=5 
v C=0.$1F:$ 
0 C:11F:5 

Ce101~.S 

q C.O.Ob F--10 
4 C:O HF:10 
• C-OSir- 10 
a C;Uf;10 
0 C::tOIF-:10 

~D 
O.OIS 0.1)2 0.025 0.03 0005 0.04 O.CAS 0.05 O.œs 0.06 

Growth rate or the steady·state phase (r) 

Figure 11. Profile of the photodynamlc effects based on the tl me constant ( 1) and the growlh rate (t), This &ynthetlc re()resentatlon 
describes both Hansient and st~ale effects. Oxners COffespond to four dlstlncc soen<Yios of the ther<l)eutic responses. The boUom left·h<t'ld 
comer{C)isthe ideal casc: a rapid dèCI'OOIOO fOllo·woo by a null stèOOy.sote grc>wth. AJI tM èStimareso-fTMd rn proj ectéd in thismap. Two di.stinc:t 
groups are des::oribed by reel and blue regions. The most effic:imt group (red group) c:orre:;ponds to the values of the oonoentration-flumoe 
interaction CF$ 2.5. 
<loi:10.13711)0<Jmà.pone.004S617.g011 
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wsr -1 '"" was Q<Jantified by mEœJring the <Ooorbanœ at 
450 nm 09>n<1 a baoi<!TOUnd oontrol oon<i<ling of 150 nl 
medium and 15 nl CEII ll'olifEratioo reegent WST -1, usng 
a Multi"""' micropl!ie """kr (l~em. CE<gy-flontoise. 
France> 

ln pa-~! el, MTT Sn~e-poînt tes was Ss:t pe-formed to a9E!S5 

Ille dark cytoloxicity of the nan01>«1ides uong <landa-d 96-well 
na-boltomecl microütEr plat"' as pre~iou~y d....,;bed (49]. 
Similarly to WST -1 """"f, CEII viability was expr"""' as the 
pëfœntage of the rontrcls rultivated unde- the s:rne CXIOditions 
withtx.lt nooopwtides expoue. 

S atistical Melhods'Mode!-based Analysisor the Dyn<rnic 
Data 

Design of experiments. As des::ribEd â:>ove in the e<peri· 
mental Pfoœdt.<e, we inve<tigated the cytotoxicity of Ille NP.PS 
and NP, and the p11otocytotoxic activity of the nanopa-tid.,. 
rontaining photos:n9tim (NP.PS) in dyrv.vnic manner u9ng the 
impedance-basee! technology. Two tha'apootic factors of POT 
WEre e<arnlned in this <iudy: 

N the nuenœ (~aial denôty or li!1ll enErgy, or doœ of li!1ll), 
noted F, deoornpoœd into four IEMJIS {0; 1; 5; 10} J w; 

N "'d the COilOErltraion of the phot.,....9ti2ing agent ~ranect in 
the nanopartid"' noted C, deoornpoœd into sx levés { 0.00. 
0.05, 0.10, 0.5, 1.00, 10.00} nlv1 , or Ille oorr~ding 
ooncentratloosor gedotinium {0.0; 2.9; 5.8; 29.2; 58.5; 585.0} 
nM in the tXfltfol NP. 

A full lac:torial de9gn of ""PEriments oornpoœd of 24 diffErent 
treatments repeated sx limes eech (sx wells PEr treament), was 
PErformed to e9imate and oornpare the efledscaused by llleee two 
factors and their potanti!i ~Ergy oo the POT <lynarnic r~. 
This r~ was """""ed by the CEII in® provided by the 
impedanœ-baold real-time CEII analy9s .,-,tem (xCELLigenœl-l 
Roche diagno<licsj. This generwon of biochips may rapidly 
gEI'lErate a la-ge a-nount of time profiles Md a firS c:tu;ilenge is to 
provide &atistical tochniquesable to re:duœ the di mEnS on ot the 
inf..-ence Pfoblern. Two approaches have bœl deleloped hErEin 
tor two <iff«Ent applicaions: the automatic 9:fectioo of time 
regons of intEr~ lor cyto-toxiclty analy9s and a pa-arn.-ric 
modeling ol the Cl kin.-ics profiles lor the pholocyto-toxic 
r~oo "'atyss 

Selection of tl me roglons of lntecest. ln a first step, a&udy 
a-ea is 9!leded: [25-120] h for a <laii<lical ...atyss arnong the 
whclemEœJrernent '"'ge. Fig. 3. Seoondly, ali the Cl profiles are 
normatlzect at oneat to= 25 h. A multivarlate...aty9sof va-iance 
(MANOVA} ,.,..,aatect v.ith a canonlcat...atysslsthen applied to 
Ille normaliZed Cl v!iues in ordEr to idenlily Ille lime regons ol 
intEr~ lor which the lar~ - alion belween thes< !TOUP5ol 
COilOErllralioo may be ob-. i.e the mœ informative parts 
ResJits a-e pres::llted in Fig, 4. Ali the IT'IEmXEfllEI'lt ti me instmts 
ae proje:::ted into a ccnonic8 map, whidl S.Jmma-izes rT'ICX"e thm 
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Analysis of Nënopartid~ Rlotocy;otolCicity 

95% of the total vaimœ informatioo oontéinEd in the orignal 
data T he first canonical axisrevœs the importance of a fir& ti me 
regoo of intEr~ (blue !TOUP G1} oorr~nding to the end of the 
e<PErimentatioo PEriod (T < 120 h~ Aooording to theseoondaxis 
...otha' !TOOP (G2) has to be 9!lected aroond T < 45 h. Theee 
Iwo lime regoos have bœl Identifiee! for the two Siis of 
e<PErimentatioo (n,.,oparticle wilh or 'vithout p11otoœnSiizer}. 
l n a fourth <lep, two oo&-.vay ANOVA a-e carried out upoo Ille 
NCI valuesat time iMants T1 = 45 h and T2= 120 h for thes x 
groups of ooncentration. ResJts are deo:ribed by boxplols 
diac}'amsin Fig. S. 

Model-based analysis of the photocytotoxic 
responso. The Cl variable l(t) oorr~ding to Ille po<l­
irradiatioo period is fi,..,y tran.1ormed into a new rt'lOdaing 
va-lable x(t). entilied traœormed cell ind"' (TCI) and delined as 

x(t) - ~ y(t): <)11> 

This trmstormction is Smila to the ooe previou~y propo99(! 
(32] to clllain a qua9~inea- <leady-.tate behaviour of the Cl 
!l'ollie. To benefitlrom ali the information oontained in the TCI 
profiles. '!Ne pr~ to mâyze them by a pa-a'llEtric model md to 
...atyze Ille pa-arnd«s as gobai cha-ac:te-i!lics of the oornplae 
in\ttrora:ponœ. ln thisappUcatioo, thepropoœd moc:kl ~rudute 
reties on m e<ponmti<l-1ine« equation: 

h i 
x(t}- x0 12 rt{ k 1{ .J '"' 2 e(t} 

where X() is the Initial value of the r~ r ls the Seady-st~e 
!70\vlh rate: T. k are the lime oon<l"'t and the magnitude of the 
trmSEnt de:::rE'leœ re;pectiVEiy md «t) is the rmdom output ~rex 
(e<PErimentd mability} delined by a Ga.osii"' di<lribution v.illl 
a nuit meen and a <landard de~iation s. Theee lllree modEi 
pa"aneters compldefy des:ribe the k.înetics profile pfottEd in 
Fig. 8. The e<poo<ntial pa-t: Xol<(12 i " ) corr~ to Ille 
transent pl1ase or the ,~ .. while Ille linear part: x~)= .Xotl 
des::ribesllle.teady-<lale trend of the TCI kinelics The quality of 
predicted respons3: isemphaSzai in Fig.~re9. r, k md T are uBf 
tllB'eallEr as nurnEric indicalors ol the in '""'POT r~se. 

Parameter estimation. The paramete" e:timation of the 
model pêr'ametws (r,k,T} isa:l'riEd out by nonlinear optimizatioo 
alcpithms i~emented into the compulatlooat envlronmmt 
Mallab". 
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Les tests biologiques effectués sur les 13 lots de nanoparticules ont permis de collecter des données 
dont l’analyse à permis de déduire l’influence des paramètres du plan d’expérience sur la cytotoxicité, la 
phototoxicité et l’affinité des nanoparticules pour NRP-1. Cela a également permis de mettre en 
évidence l’interdépendance des paramètres de synthèse des nanoparticules sur les trois critères 
précédents. 

Les résultats sont présentés sous forme de tableaux et de diagrammes. Les tableaux sont constitués de 
de plusieurs facteurs représentés par un code (U). Chaque facteur possède un nombre de niveaux (2 ou 
3) qui correspond aux différents états du facteur représentant chacun un niveau de facteur (ex : le 
facteur cœur est représenté par deux nombres de facteurs (PC ; GC)). 

Les diagrammes permettent de représenter, sous forme d’une barre de longueur variable, la part 
d’influence de chaque paramètre sur l’influence totale des nanoparticules (0 à 100%). 

 Résultats du plan d’expérience : influence des paramètres sur la cytotoxicité 

 
Figure 171 : Influence des paramètres sur la cytotoxicité. 

L’étude de l’influence des paramètres de synthèse sur la cytotoxicité a permis de montrer qu’il n’y a pas 
d’effet cytotoxique des nanoparticules en l’absence de PS mais que l’effet cytotoxique mesuré est 
proportionnel à la concentration en TPC (Figure 171). Cette observation à également été montré dans le 
cas de PS seuls [355]. De plus, il ressort que la taille du cœur et l’épaisseur de la couche de silice 
influencent peu la cytotoxicité (Figure 171). 

 

 

 

 



 

234 

 

 Résultats du plan d’expérience : influence des paramètres de l’interdépendance sur la 

cytotoxicité 

 
Figure 172 : Influence des paramètres de l'interdépendance sur la cytotoxicité. 

L’étude de l’influence de l’interdépendance des paramètres sur la cytotoxicité a permis de mettre en 
évidence que l’épaisseur de la matrice de silice et la nature de l’agent chélatant influencent peu la 
cytotoxicité des nanoparticules à l’obscurité (Figure 172). De plus, une forte concentration en TPC et un 
petit cœur de gadolinium sont deux paramètres qui montrent une forte influence sur la cytotoxicité des 
nanoparticules (Figure 172). 
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 Résultats du plan d’expérience : influence des paramètres sur la phototoxicité 

 
Figure 173 : Influence des paramètres sur la phototoxicité. 

L’étude de l’influence des paramètres sur la phototoxicité a permis de mettre en évidence que la 
concentration en TPC est un paramètre influent et que ce facteur est plus influent que la charge en TPC 
par nanoparticule (payload) (Figure 173). De plus, la dose lumière, la taille du cœur et l’épaisseur de la 
matrice de silice constituent des paramètres peu influents sur la phototoxicité des nanoparticules 
(Figure 173). 
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 Résultats du plan d’expérience : interdépendance des paramètres sur la phototoxicité 

 
Figure 174 : Interdépendance des paramètres sur la phototoxicité. 

L’étude de l’interdépendance des paramètres sur la phototoxicité a permis de montrer que la 
concentration en TPC influence majoritairement la réponse cellulaire (Figure 174). De plus, certaines 
fluences utilisées lors des tests de phototoxicité sont significatives entre elles, ce qui implique une 
différence d’effet photodynamique en fonction de l’énergie délivrée lors de l’irradiation (Figure 174). 
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 Résultats du plan d’expérience : influence des paramètres sur l’affinité des 

nanoparticules pour NRP-1 

 
Figure 175 : Influence des paramètres sur l'affinité des nanoparticules pour NRP-1. 

L’affinité des nanoparticules pour la NRP-1 est peu influencée par la nature du peptide utilisé mais la 
concentration en nanoparticules semble influencer l’affinité des nano-objets pour la neuropilin-1. Ceci 
peut être expliqué par le fait que l’accessibilité des sites de liaison est influencée par la concentration en 
nanoparticules, ce qui influence directement l’interaction du peptide ligand (ATWLPPR) avec NRP-1 
(Figure 175). 
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 Résultats du plan d’expérience : interdépendance des paramètres sur l’affinité des 

nanoparticules pour NRP-1 

 
Figure 176 : Interdépendance des paramètres sur l'affinité des nanoparticules pour NRP-1. 

L’étude de l’influence de l’interdépendance des paramètres sur l’affinité des nanoparticules pour NRP-1 
à montré l’importance  de la nature du peptide sur l’affinité pour NRP-1 (Figure 176). De plus, la 
concentration en nanoparticules agit fortement sur l’affinité pour NRP-1 (Figure 176). 
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II. 3. a. iii. Perspectives 

Afin d’augmenter les rendements de greffage de certaines étapes de synthèse des nanoparticules et  
également de permettre l’utilisation des nanoparticules décrites ci-dessus, il paraît intéressant de 
modifier la composition du cœur et de changer la manière de greffer les PS et les agents chélatants 
(Figure 177). 

 
Figure 177 : Schéma d'une nanoparticule fonctionnalisée par chimie-click. 

 Le cœur 

Le cœur pourrait être modifié de manière à ce que celui-ci émette une fluorescence dans le domaine de 
l’UV-visible après qu’il ait été excité, avec des photons de haute énergie, permettant ainsi un transfert 
d’énergie au photosensibilisateur greffé. Une émission dans cette plage de longueur d’onde serait idéale 
pour exciter par FRET [356-358] un photosensibilisateur (de type porphyrine) dans sa bande de Soret qui, 
rappelons le, a un coefficient d’absorption molaire très élevé et maximum aux environs de 420 nm. 

Cette excitation peut être faite de deux façons, par « up-conversion » (NIR) [325, 326, 359] ou par « down-
conversion » (RX ou rayon α) [360-362]. Ces deux processus ont été exposés dans la partie nanoparticules 
inorganiques de ce travail. 

Le mode d’excitation le plus prometteur semble être l’excitation par rayons X. Ils permettraient à terme 
d’exciter en profondeur des nanoparticules pour le théranostic en contrôlant l’intensité du rayonnement 
délivré ainsi que le volume de tissus irradié. Ceci permettrait de coupler la radiothérapie, utilisée 
cliniquement, à une méthode émergente de traitement, la PDT. Ce sujet est d’ailleurs l’objet du travail 
de thèse de Rima Chouikrat (2011-2014)[320]. 

Pour qu’un matériau puisse être convenablement excité par des RX, il est nécessaire que celui-ci 
possède un numéro atomique et une fraction photoélectrique (proportion de photons qui interagissent 
avec la matière) élevés [363]. Le cœur de la nanoparticule devra donc être constitué d’un oxyde dense 
(ex : Gd2O3 ; Y2O3 ; Lu2O3) qui sera dopé avec un ion luminescent, le plus souvent un ion lanthanide 
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trivalent (ex : Tb3+ ; Eu3+ ; Ce3+) qui émettra de la fluorescence après que le cœur ait absorbé le 
rayonnement incident. L’ion trivalent cérium (III) (Ce3+) me semble intéressant du fait de son spectre de 
fluorescence situé dans le bleu. Il se désexcite rapidement par rapport aux autres ions lanthanides 
(quelques dizaines de nanosecondes) et il possède un rendement lumineux élevé (en général > 10000 
photons émis par MeV absorbé, en fonction de la matrice)[363]. Cependant, il est important de noter que 
cet ion ne fluoresce pas lorsqu’il se trouve dans une matrice d’oxyde de lutécium (Lu2O3) mais que cette 
fluorescence est présente et située entre 350 nm et 450 nm pour un Ce3+ incorporé dans une matrice, 
de type LuxSiyOz 

[363]. On retrouve également cette émission dans des matrices telles que PrBr3 et LuI3 
[360-

362]. 

 L’enrobage 

Afin de conserver le cœur intact pour que l’excitation par RX soit efficace, il est nécessaire d’effectuer un 
enrobage total du cœur qui soit étanche et durable dans le temps. Pour cela, un enrobage de silice tel 
qu’il a été pratiqué pour la synthèse des nanoparticules utilisées dans cette thèse est requis. Une 
proportion de 100% TMOS (tétraméthoxysilane) serait envisageable pour obtenir une coque de silice la 
plus imperméable possible. Les ajouts APTES/TEOS (60/40) (ou ATMS/TMOS) pourraient ensuite être 
effectués pour augmenter l’épaisseur de la couche de silice et pour fournir des fonctions amines libres. 
Afin de permettre les greffages par chimie-click en surface des nanoparticules, il serait alors nécessaire 
d’ajouter des fonctions N3. Celles-ci pourront être apportées par la L-azidoalanine (commerciale) 
préalablement fonctionnalisée avec le NHS (Figure 178) (ou par l’azidobutyrate-NHS). 

 
Figure 178 : Structure chimique de la L-azidoalanine-NHS. 

 Le greffage du photosensibilisateur et des peptides 

Suite aux résultats du plan d’expérience, les taux de greffage des peptides et des PS ne sont pas 
optimaux. Pour résoudre les problèmes liés aux rendements de greffage du photosensibilisateur et 
minimiser les pertes en TPC et en peptides, une solution consisterait à utiliser une réaction d’addition 
« 3+2 » catalysée par le cuivre (le Cu0 ; les ions CuI (Cu(AcAc)) ; les ions CuII (CuSO4 ou le Cu(OAc)2)) entre 
un azide et un alcyne terminal [364, 365] (Figure 179). En effet, cette réaction, connue sous le nom de 
« chimie-click », qui consiste à lier deux molécules par un cycle triazole permet d’avoir des rendements 
de réaction proche de 100%. 
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Figure 179 : Schéma réactionnel d’une addition « 3+2 », d'après la référence [364]. 

Nous n’aborderons ici que le cas d’une nanoparticule portant des fonctions azide (N3) en surface (Figure 
177) mais il est bien sûr évident qu’il est théoriquement possible de faire de même avec une 
nanoparticule portant des fonctions alcyne en surface. Dans ce cas, il suffit d’avoir les partenaires à 
greffer qui portent une fonction N3 

[366]. 
Une publication concernant la synthèse du photosensibiliateur pour la chimie-click a déjà fait l’objet 
d’une publication [365]. Elle consiste à ajouter une propargylamine sur la chlorine par l’intermédiaire de la 
fonction acide carboxylique du PS (Figure 180). 

 
Figure 180 : Schéma de synthèse du photosensibilisateur avec une fonction alcyne, d'après la référence [365]. 

 Greffage de l’agent chélatant 

La méthode par chimie-click pourrait également être utilisée pour greffer les agents chélatants. La 
chimie-click permettrait également d’optimiser le nombre de DOTAGA autour de la nanoparticule. La 
première possibilité serait donc d’utiliser le DOTAGA commercial (Figure 181) et de lui ajouter un 
groupement fonctionnel pour la réaction de chimie-click. Pour cela, il faudra au préalable faire réagir 
une molécule de DOTAGA avec une molécule de propargylamine puis chélater ce DOTA-CCH avec un ion 
Gd3+ (Figure 182). 
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Figure 181 : Structure chimique du DOTAGA. 

 
Figure 182 : Structure chimique du DOTAGA fonctionnalisé 

avec la propargylamine et chélaté avec un ion Gd
3+

. 

Puisque sa constante de chélation (K) pour le Gd3+ étant très élevée et que sa constante de chélation 
pour le zinc est beaucoup plus faible que celle pour le cuivre [367, 368] (Tableau 21), il serait inutile de le 
zinguer avant sa fixation par chimie-click. 

Tableau 21 : Tableau des constantes de chélation du DOTA pour certains cations, d'après les références [367, 368]. 
 

Cation Log(K) K 

Cu
2+

 22,25 10
22,5

 

Zn
2+

 18,7 10
18,7

 

Gd
3+

 24,7 10
24,7

 
 

Une deuxième façon de procéder consisterait à utiliser une molécule de cyclen (Figure 183) que l’on 
pourrait fonctionnaliser suivant les besoins afin d’obtenir le DOTA utilisable pour la chimie-click (Figure 
184). Un agent chélatant portant huit fonctions acide carboxyliques permettrait de complexer un ion 
Gd3+, avec un nombre de coordination de 8, en conservant des fonctions libres pour le greffage 
peptidique et le greffage d’une propargylamine pour la chimie-click. 

 
Figure 183 : Structure chimique du cyclen. 

 
Figure 184 : Un exemple d'agent chélatant qu'il serait 

possible de synthétiser. 
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III. Conclusion et perspectives 

Avec une incidence de 2400 nouveaux cas par an en France, le glioblastome est la 3ème cause de décès 
par cancer chez l’adulte et le traitement des tumeurs primaires malignes du cerveau représente un des 
plus importants défis. Les recherches se concentrent sur la mise au point de technologies innovantes 
visant à éviter les dommages observés. Des cas cliniques ont montré que la thérapie photodynamique 
(PDT) interstitielle se présentait comme une alternative thérapeutique intéressante pour les tumeurs 
astrocytaires de haut grade après récidive ou durant la chirurgie ; les îlots tumoraux persistants en 
marge de la cavité de résection pouvant être détruits grâce à cette technique de traitement. La finalité 
de cette thèse était donc de proposer une modalité thérapeutique alternative voire complémentaire par 
thérapie photodynamique interstitielle. Ainsi, grâce à l’optimisation de nanoparticules 
multifonctionnelles adaptées à une action combinée en imagerie par résonance magnétique (IRM) et en 
thérapie photodynamique, nous voulons développer une technologie innovante pour cibler la 
vascularisation tumorale, visualiser la tumeur par IRM et la traiter par thérapie photodynamique. 

Grâce à un plan d’expériences, nous avons élaborer et analyser 13 lots de nanoparticules, dont la 
composition chimique a été modulée pour étudier l’influence de différents paramètres sur l’affinité pour 
NRP-1, la phototoxicité et la cytotoxicité des nanoparticules sur des cellules cancéreuses MDA-MB-231 
et U87. Nous n’avons pas eu le temps d’étudier le réhaussement du signal IRM. 
 
En ce qui concerne la partie synthèse, la fluorescence du tryptophane composant le peptide ciblant nous 
a permis de démontrer le greffage de peptides sur la couche périphérique des nano-objets et d’estimer 
le nombre de peptides greffé. Les rendements de greffage du PS estimés grâce à la fluorescence 
intrinsèque de la chlorine dans la couche de polysiloxane sont de l’ordre de 30%. 
 
L’étude des propriétés photophysiques des nanoparticules nous a montré que de manière générale, une 
fluorescence du photosensibilisateur est conservée avant et après le greffage des peptides mais qu’elle 
peut être fortement diminuée pour certains lots (lot 5 et lot 6). Ceci suggère donc qu’il y a eut soit une 
perte de photosensibilisateur lors des étapes de purification soit un quenching de fluorescence du PS, 
peut être lié à la présence d’eau dans les échantillons préparés pour les mesures photophysiques. De 
plus, la formation d’1O2 dans certains lots (lot 1, lot 5, lot 8, lot 9) est non observée.  
Les tests biologiques effectués sur les lots de nanoparticules restants permettront de tirer d’autres 
informations sur les capacités de phototoxicité de ces nanoparticules. L’analyse globale des différents 
paramètres de synthèse de ces lots et de leurs efficacité in vitro permettra d’en déduire la composition 
chimique d’une nanoparticule la plus idéale possible pour le traitement PDT et d’anticiper, de façon 
théorique, ces propriétés de photocytotoxicité in vitro. 
 
Une étude in vivo utilisant le lot 5 a démontré in vitro, sur des cellules du cancer du sein (MDA-MB-231), 
un effet photodynamique. Il a également été confirmé, pour ce lot, que la composition du cœur d’oxyde 
de gadolinium permettait d’obtenir un réhaussement de contraste positif en imagerie IRM et que la 
présence du peptide ATWLPPR greffé en surface des nanoparticules permettait une accumulation 
préférentielle de ces nano-objets au niveau de la néovascularisation plutôt que de manière diffuse dans 
la masse tumorale par effet EPR. 

Dans la continuité de ce travail, plusieurs modifications peuvent être envisagées en ce qui concerne la 
synthèse et la caractérisation des nanoparticules. 
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En ce qui concerne leur synthèse, il est possible de modifier la composition du cœur des nanoparticules 
en ajoutant un ion dopant fluorescence à la concentration d’une impureté, ce qui permettrait d’obtenir 
une émission de fluorescence suite à son excitation avec les rayons X. Ce dopage pourrait être corrélé 
avec le changement du photosensibilisateur afin que le spectre d’émission de fluorescence du cœur de 
la nanoparticule recouvre, en partie ou totalement, le spectre d’absorption UV-visible du 
photosensibilisateur greffé à la nanoparticule permettant ainsi son excitation indirecte par les RX suivant 
le principe de « down-conversion ». Ainsi, un cœur dopé avec les ions Eu3+ pourrait être couplé avec une 
phtalocyanine afin de produire l’1O2 cytotoxique indispensable à la PDT. Ensuite, il pourra être envisagé 
d’utiliser la chimie-click afin d’augmenter le taux de greffage du PS dans la couche de polysiloxane qui 
compose les nanoparticules ce qui permettrait de diminuer les pertes en photosensibilisateur qui 
représentent un gaspillage de temps et d’argent. Enfin, pour favoriser la sélectivité pour les 
néovaisseaux, il sera possible de greffer un peptide beaucoup plus affin pour le NRP-1 en surface des 
nanoparticules dans le but d’améliorer l’effet photodynamique. A cet effet, des travaux parallèles menés 
dans le cadre de la thèse d’Ezatul Kamarulzaman au LCPM a permis de définir deux nouveaux peptides 
10 fois plus affins que ATWLPPR (résultats non publiés). 

De plus, il a été montré qu’il est possible de coupler une protéine portant une fonction NH2 et un sucre 
portant une fonction COOH par la synthèse de Maillard à l’aide des microondes [369]. Ce procédé, couplé 
au synthétiseur automatique INTAVIS utilisé durant cette thèse, pourrait possiblement améliorer le 
rendement de synthèse des peptides, ce qui permettrait de diminuer l’excès d’acides aminés ajoutés 
lors de la croissance de la chaîne peptidique. 

Il pourrait aussi s’avérer intéressant d’ajouter d’autres paramètres au plan d’expérience précédemment 
utilisé. En effet, la localisation du PS dans la nanoparticule, soit à l’intérieur de la couche de polysiloxane 
(avec des niveaux d’encapsulation différents) soit à la surface des nanoparticules, peut jouer sur 
l’efficacité photodynamique. Il pourrait également être intéressant d’ajouter un paramètre concernant 
le type de photosensibilisateur encaspulé dans la couche de polysiloxane afin d’assurer que le PS utilisé 
est le plus efficace pour la PDT après fixation dans la coque de silice. Un paramètre concernant le type 
de réaction utilisé pour fixer le PS et l’agent chélatant pourrait également être introduit afin de 
comparer l’efficacité de liaison par la réaction de liaison covalente amide avec la réaction de liaison 
covalente par la chimie-click. 

La mesure de la diffusion de l’1O2 moléculaire de l’extérieur vers l’intérieur puis de l’intérieur vers 
l’extérieur de la nanoparticule suivant l’épaisseur de la couche de polysiloxane ajouterait un paramètre 
de caractérisation à ceux déjà établis. Pour cela, l’ATG (analyse thermogravimétrique) semble être une 
technique appropriée. 
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Annexes 
 Les nanoparticules 

Tableau 22 : Tableau récapitulatif des différents types de liposomes et des méthodes de synthèse permettant de les obtenir, 

d’après la référence [279]. 

Structure du 
liposome 

Type de 
liposome 

Technique de synthèse Principe de synthèse Avantages Inconvénients 

Unilamellaire 
(ULV) 

Petits 
liposomes 

unilamellair
es (SUV) 

Méthode des ultrasons 
Placer des MLV dans 
un bain à ultrasons 

Facile 

Rendement faible  
Dégradation possible des 
phospholipides et des 
molécules préencapsulées 
dans les MLV 
Tendance des grosses 
molécules à ne pas être 
encapsulées 

Méthode Française de 
la pression cellulaire 

extrusion à basse 
température et à 
haute pression à 
travers des petits 

orifices 

simple, rapide 
et reproductible 

A  4°C sous une pression de 
20000 psi 
Les faibles volumes maximum 
utilisables ; 
Les liposomes sont quelques 
fois plus gros qu’avec la 
méthode du bain à ultrasons 

 

Grands 
liposomes 

unilamellair
es (LUV) 

Méthod
e de 

l’injectio
n de 

solvants 

Infusion à 
l’éther 

Dissolution de lipides 
dans l’éther 

diéthylique ou dans 
un mélange 

EtO2/MeOH puis 
injection lente en 
solution aqueuse 

contenant la 
molécule à 

encapsuler à 55-65°C 
et à pression réduite. 

Evaporer l’éther 
pour former les 

liposomes. 

- 

Population de tailles 
hétérogènes (70-190 nm) 
Exposition des molécules à 
encapsuler aux solvants 
organiques et à une 
température élevée 

Injection 
d’éthanol 

Une solution de 
lipides dissous dans 

l’éthanol est 
rapidement injectée 
dans un gros excès 
de solution tampon 

ce qui forme 
instantanément les 

liposomes 

- 

Population de tailles 
hétérogènes (30-110 nm) 
Liposomes très dilués 
Difficulté d’éliminer la 
totalité de l’éthanol du fait de 
l’azéotrope eau-éthanol qui 
peut désactiver certaines 
molécules encapsulées. 

 

Méthode de 
l’élimination de 

détergents 

Utilisation de 
détergents à leurs 

concentrations 
critiques de 

formation de 
micelles pour 

dissoudre les lipides. 
Le détergent est 

éliminé 
progressivement ce 

Les détergents 
sont éliminés 
par dialyse, ce 

qui permet une 
bonne 

reproductibilité 
et l’obtention 

d’une 
population de 
liposomes de 

Traces résiduelles de 
détergents avec les 
liposomes. 
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qui enrichi les 
micelles en 

phospholipides et 
permet de former les 

LUV. 

taille 
homogène. 

Méthode de 
l’évaporation en phase 
inverse (et méthode de 
l’évaporation en phase 

inverse modifiée) 

Une émulsion eau 
dans l’huile est 
formée par la 

sonication rapide 
d’un système 

biphasique  
contenant des 

phospholipides dans 
un solvant organique 
(éther diéthylique ou 
éther isopropylique 

ou mélange 
chloroforme + éther 
diéthylique) et une 
solution tampon. Le 
solvant organique 
est évaporé sous 

pression réduite ce 
qui permet former 

un gel visqueux. Les 
liposomes se 

forment lorsque 
lorsque le solvant 

résiduel est éliminé. 

Fort taux 
d’encapsulation

 : ≥ 65% 
Encapsulation 

possible de 
molécules de 

différentes 
tailles (petites, 

grosses, 
macromolécule

s) 

Exposition des molécules à 
encapsuler aux solvants 
organiques et aux ultrasons 
risques de dénaturation de 
protéines ou de cleavage 
d’ADN) 
Dispersion de taille 
hétérogène des vésicules 
 

Méthode de la fusion 
induite par les ions 

calcium 

Préparation de 
liposomes à partir de 

phospholipides 
acides. L’addition de 

calcium à des SUV 
induit leur fusion et il 

en résulte la 
formation de 

structures 
multilamellaires 
possédant une 

configuration en 
spirale (cochelate 

cylinders). L’addition 
d’EDTA forme les 

LUV. 

Encapsulation 
de 

macromolécule
s en conditions 

douces 

Liposomes fortement 
unilamellaires fortement 
hétérogènes 
Les liposomes ne peuvent 
être obtenus qu’à partir de 
phospholipides acides 

Méthode de la 
microfluidisation 

Technique  
mélangeant  la 

microfluidisation + la 
microémulsification 

+ une 
homogénéisation 

Production à 
grande échelle 
Obtention de 

tailles 
homogènes en 

reprenant 
l’échantillon 
plusieurs fois 
avec la même 

méthode 
Processus 

reproductible 
avec un bon 

La filtration de taille à haute 
pression (10000 psi) peut 
endommager partiellement 
les lipides 
Tailles : 150-160 nm après 25 
cycles 
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rendement 
d’encapsulation 

de phase 
aqueuse 

Méthode de la 
congélation-

décongélation 

Congélation rapide 
suivie d’une 

décongélation lente 
 

Les agrégats 
sont dispersés 
par sonication 
La fusion des 

SUV est 
fortement 

inhibée par 
augmentation 

de la force 
ionique du 

milieu et par 
augmentation 

de la 
concentration 

en 
phospholipides 

Les vésicules unilamellaires 
proviennent de la fusion de 

SUV pendant la phase de 
congélation ou de 

décongélation 
Faible taux d’encapsulation : 
20-30% 

Multilamellair
e (MLV) 

- 

Méthod
e de 

l’hydrat
ation 

lipidique 

Solvant 
organique 
miscible 
avec la 
phase 

aqueuse 
(Méthode 

deBangham
) 

Séchage d’une 
solution de lipides 

pour former un film 
fin. Il est réhydraté 
avec une solution 
tampon et passé 
plusieurs fois au 

Vortex. L’étape de 
réhydratation est 
effectuée à une 

température 
supérieure à la 
température de 

transition vitreuse 
des lipides (Tc) ou à 

une température 
supérieure à la Tc du 
constituant le plus 
difficile à fondre du 

mélange 
Suivant sa solubilité, 

le composé à 
encapsulé est ajouté 
à la solution tampon 

ou à la phase 
organique contenant 

les lipides. 

Méthode la plus 
couramment 

employée pour 
obtenir des 

MLV 
Facile à 

préparer 
Grande variété 
de molécules 

qu’il est 
possible 

d’encapsuler 
 

Volume inter des liposomes 
faible 
Faible taux d’encapsulation 
Distribution de tailles 
hétérogène 

Solvant 
organique 

non 
miscible 
avec la 
phase 

organique 
(éther de 
pétrole, 

éther 
diéthylique) 

Hydratation des 
lipides en présence 

d’un solvant 
organique non 
miscible avec la 

phase organique. 
Le mélange est 
émulsifié par 

agitation vigoureuse 
avec un Vortex. 

Le solvant organique 

- 

Mise en contact des 
molécules à encapsuler avec 
les solvants organiques et les 
ultrasons 
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est éliminé en faisant 
buller du N2 dans la 
solution. Les MLV se 

forment 
immédiatement 

après élimination du 
solvant organique. 

Méthode de la sphérule 
de solvant 

Disperser des petites 
sphérules de solvant 
hydrophobe volatile  
contenant les lipides 

dans une solution 
aqueuse. 

Les liposomes se 
forment lorsque le 
solvant organique 

est éliminé par 
évaporation contrôlé 
dans un bain marie. 

Liposomes avec 
une distribution 

de taille 
homogène 

- 

 

 

Tableau 23 : Techniques de synthèse des nanotubes de carbone, d’après la référence [283]. 

 

Type 
Synthèse 

Avantages Inconvénients 
Type de 

nanotubes 
formés 

Nom Méthode 

Méthodes 
classiques 

La méthode à 
arc 

 

Utilisation d’une décharge 
électrique 

La meilleure 
method pour 

avoir facilement 
des nanotubes de 
carbone de haute 
qualité du fait de 

la très haute 
température 

(4000 K). 

- Des difficulties de 
reproductibilité 

 
- Un rendement de 
synthèse faible (le 

carbone déposé sur 
les parois du 
récipient de 
synthèse est 
constitué de 

nanoparticules et 
de débris) 

 
- Procédé non 

continu qui limite la 
quantité de 

nanotubes produits 

- SWCNT 

L’évaporation 
laser 

- Synthèse à partir d’une cible 
de graphite pur  pour les 

MWNT 
 

- Synthèse à partir d’une cible 
composite métal-graphite 

pour les SWNT 

Production de 
CNT avec des 

bons rendements 
et de qualité 

supérieure par 
rapport à la 

méthode à arc 

- Nécessite des 
lasers de puissance 

élevée 
 

- Purification 
nécessaire des CNT 
formés (les SWNT 

ont une répartition 
de diamètres non 

uniforme) 

- MWCNT 
 

- SWCNT 

CVD Des particules de métal - Le contrôle de la - La qualité de CNT - Formes 
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d’hydrocarbure
s (Carbon Vapor 

Deposition) 
sous catalyse 

métallique 
 

catalytique sont exposées à 
des vapeurs d’hydrocarbures 
ce qui catalyse la formation 

de CNT 

taille des 
particules de 

catalyseur permet 
de contrôler 

l’uniformité de la 
taille des CNT lors 

de la phase de 
croissance 

 
- Ce procédé 

permet d’obtenir 
une grande 
quantité de 
nanotubes 

 
- Dans certains 

cas, il est possible 
d’obtenir des 

assemblages de 
nanotubes bien 

alignés. 

est inférieure à 
celles obtenues 

avec les méthodes à 
arc et à laser. 

 
- Grande disparité 

de tailles et de 
structures. 

variées de 
fibres de 

carbones, de 
filaments, de 

MWNT. 

Méthodes 
avancées 

Synthèse 
hydrothermale 

(ou 
solvothermale) 

Initialement utilisée pour la 
purification des nanotubes de 

carbone, l’effet oxydatif de 
l’eau pure à 800°C and 100 

MPa sur le carbone amorphe 
permet de synthétiser des 

CNT 

- Les CNT ne 
contiennent pas 

de carbone 
amorphe 

 
- Homogénéité du 

procédé 
hydrothermal 

 
- Catalyse inutile 

- Des conditions de 
synthèse dures 

(800°C, 100 MPa, 
48h) 

 
- MWCNT courts 

(≈100 nm), 
présence d’agrégats 

et de 
nanoparticules 

polygonales. 

- MWCNT 

Technique au 
CO2 

supercritique 

Utilisation d’une forme 
gazeuse de carbone 

Le dioxyde de 
carbone est non 

inflammable, 
relativement peu 

toxique et il 
possède un faible 

impact 
environnemental 

Cette méthode 
complexe nécessite 
un flux continu de 

gaz avec une 
pression contrôlée 

et une haute 
température. 

- Structures de 
graphique 

concentrique. 
 

- MWCNT 
 

- Fullerènes 

Réaction de 
métathéses à 
l’état solide 

Réaction d’échange entre un 
halogénure de carbone et un 
acétylide de lithium catalysée 

par du chlorure de cobalt 
 

                
                       

- Méthode simple 
et efficace 

 
- Synthèses 

rapides 
 

- Réaction 
d’autopropagatio
n exothermique 
initiée avec un 
filament chaud 

 
- Ne nécessite que 

du carbone 
amorphe (pas de 

catalyse). 

- Méthode 
onéreuse 

 
 

- Présence de 
nanoparticules de 
cobalt, de carbone 
libre et de cobalt 

métallique dans les 
nanotubes. 

- Produits 
cristallins 

 
- MWCNT 
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Synthèse par 
flamme 

Combustion de gaz carboné 

- Procédé continu 
et peu gourmand 

en énergie. 
 

- Les SWNT 
peuvent être 

produits avec un 
mélange binaire 

ou ternaire de gaz 
(CO/C2H2/H2), 
sous catalyse 

métallique avec 
une flamme à 

deux étages. Ceci 
permet de 

séparer l’étape de 
catalyse de 
l’étape de 

croissance des 
CNT. 

- Utilisation de gaz 
inflammables. 

 
- Haute 

température. 

- SWCNT 

 

 

Tableau 24 : Différentes méthodes de synthèse des nanoparticules de fer, d'après les références [296-298]. 

Réactifs Méthode de synthèse 

Hématite Réduction par un mélange CO/CO2 

Solution de Fe(III)/Fe(II) 

Co-précipitation en milieu alcalin 

Hydrolyse 

Technique sol-gel 

Complexe de fer (ex : (Fe(acac)3), Fe(cup)3) Décomposition thermique 
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 Les photosensibilisateurs 

- Propriétés photophysiques des références 

 TPP (5,10,15,20-tétraphényl-21,23-porphyrine) 

 
Figure 185 : Spectre d'absorption UV-visible de la TPP dans le 

toluène avec Do(414 nm)≈0,2. 

 
Figure 186 : Spectre de fluorescence de la TPP (Do(414 nm)≈0,2) dans 

le toluène, excitée à 414 nm. 

 

 Rose de bengal 

 
Figure 187 : Spectre d'absorption UV-visible du rose de bengal 

dans l'EtOH avec une Do(414 nm)≈0,2. 

 
Figure 188 : Spectre de luminescence de l'

1
O2 après l’excitation à 

414 nm du rose de bengal dans l'EtOH (Do(414 nm)≈0,2). 

Comme il a été dit précedemment, les calculs du rendement quantique de fluorescence et celui du 
rendement quantique de luminescence de l’1O2 nécessite de connaître les valeurs des références 
(constantes) dans le solvant utilisé (Tableau 25). 

Tableau 25 : Tableau récapitulatif des rendements quantiques des références utilisées, d'après les références [370-372]. 

Photosensibilisateur Solvant 
Rendement quantique de 

fluorescence      (600-800 nm) 
Rendement quantique de luminescence 

de l’
1
O2 formé      (1200-1350 nm) 

Rose de Bengale 

MeOH - 0,80 

H2O - 0,76 

EtOH - 0,86 

TPP C6H6 0,11 0,66 

 

0 

0.05 

0.1 

0.15 

0.2 

0.25 

0.3 

0.35 

300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 

A
b

so
rb

an
ce

 

Longueur d'onde (nm) 

0.00E+00 

5.00E+05 

1.00E+06 

1.50E+06 

2.00E+06 

2.50E+06 

3.00E+06 

3.50E+06 

600 650 700 750 800 

Fl
u

o
re

sc
en

ce
 (

u
.a

) 

Longueur d'onde (nm) 

0 

0.5 

1 

1.5 

2 

2.5 

3 

3.5 

4 

300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 

A
b

so
rb

an
ce

 

Longueur d'onde (nm) 

0.9923 

0.9924 

0.9925 

0.9926 

0.9927 

0.9928 

0.9929 

1200 1250 1300 1350 

Lu
m

in
es

ce
n

ce
 d

e 
l'1 O

2 

Longueur d'onde (nm) 



 

252 

 

- Purification HPLC de la TPC-COOH 

 
Figure 189 : Chromatogramme HPLC, en fluorescence (λexc. = 415 nm et 650 nm), de purification de la TPC-
COOH avec une gradient MeOH/H2O/TFA [75/25/0,1] à [100/0/0,1] pendant 15 minutes puis MeOH/TFA 

[100/0,1] pendant 30 minutes. 
 

- P1-COOH 

 
Figure 190 : Spectre RMN 

1
H 1D de la P1-COOH dans le DMSO-d6 (300 MHz, 300 K). 
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- P1-NHS 

 
Figure 191 : Spectre RMN 

1
H 1D de la P1-NHS dans le CDCl3 (300 MHz, 300 K). 

 

- TPC-COOH 

 
Figure 192 : Spectre RMN 

1
H 1D de la TPC-COOH dans le DMSO-d6 (300 MHz, 300 K). 
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- TPC-NHS 

 
Figure 193 : Spectre RMN 

1
H 1D de la TPC-NHS dans le DMSO-d6 (300 MHz, 300 K). 

 

 Les peptides 

- ATWLPPR 

 
Figure 194 : Spectre RMN 

1
H 1D du peptide ATWLPPR protégé dans le DMSO-d6 (300 MHz, 300 K). 
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- LWRPTPA 

 
Figure 195 : Spectre RMN 

1
H 1D du peptide ATWLPPR protégé dans le DMSO-d6 (300 MHz, 300 K). 
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 Le matériel utilisé 

- Mesure d’absorption UV-visible 

Les spectres d’absorption UV-visible ont été effectués sur un spectrophotomètre à double faisceau 
Perkin Elmer EZ 210 avec des cuvettes en quartz de 1 cm de largeur. 

- Mesure de fluorescence statique 

Les spectres de fluorescence ont été obtenus en utilisant un spectrofluorimètre Fluorolog-3 (Jobin-Yvon 
Horiba S.A.S.) équipé d’une lampe à arc au xénon (basse pression, 450 W), d’un double 
monochromateur pour l’excitation, de deux doubles monochromateurs pour l’émission et d’un 
compartiment échantillon thermostaté par effet Peltier (effet thermoélectrique). Les mesures ont été 
effectuées de manière classique (angle à 90°C) avec des solutions de Do proche de 0,2 pour limiter les 
« effets de peau » et à une température régulée de 25 °C. La TPP dans le toluène a été prise comme 
référence pour les calculs de rendement quantique de fluorescence. 

- Mesure de luminescence de l’oxygène singulet  

Ces mesures ont été effectuées sur un spectrofluorimètre le Fluorolog-3 mentionné au dessus, avec la 
même source d’excitation. La détection à 1270 nm a été effectuée à l’aide d’un monochromateur 
double réseau PTI S/N 1565 et d’un détecteur IR InGaAs, de la société Electro Optical Systems INC 
(modèle DSS-16A020L), refroidi à l’azote liquide. Les mesures ont été effectuées de manière classique 
(angle à 90°C) avec des solutions de Do proche de 0,2 pour limiter les « effets de peau » et à une 
température régulée de 25 °C. Le rose bengale dans l’éthanol a été utilisé comme référence pour le 
calcul des rendements quantiques de production d’oxygène singulet. 

- Spectroscopie de résonance magnétique nucléaire (RMN)  

Les spectres RMN 1H ont été effectués par Olivier Fabre du LCPM, avec un appareil Bruker à 300 MHz et 
300K. Le mode 1D a été utilisé pour effectuer les spectres des photosensibilisateurs. Deux modes 2D 
appelés COSY et TOCSY ont été utilisés pour les peptides. Le mode COSY permet de mesurer les 
couplages entre les atomes d’hydrogènes séparés par moins de trois liaisons et le mode TOCSY permet 
de le faire pour des atomes séparés par plus de trois liaisons. Les tables de référence 1D permettent 
d’attribuer les groupements chimiques auxquels appartiennent les protons et les tables de référence 2D 
des acides aminés permettent d’attribuer les acides aminés aux signaux correspondant afin d’obtenir 
l’enchaînement peptidique étudié. Une autre technique de RMN 2D est la NOESY (Nuclear Overhauser 
Effect SpectroscopY), qui n’a pas été utilisée ici, et qui permet d’observer les couplages en hydrogène à 
travers l’espace et non plus à travers les liaisons chimiques de la molécule. 

- Synthèse peptidique sur support solide 

Les synthèses de peptide sur support solide ont été effectuées au LCPM sur un synthétiseur 
automatique ResPepXL (Intavis AG) suivant la stratégie Fmoc/tBu. 

- Chromatographie sur couche mince (CCM)  

Les plaques CCM qui ont été employées sont à gel de silice 60 F254 (Merck Chimie S.A.S.). 
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- Purification par chromatographie liquide haute performance (HPLC)  

Ces purifications ont été effectuées sur une HPLC préparative Varian ProStar PrepStar 218 en phase 
inverse, avec une colonne C18 (Varian Pursuit, 5 μm, 250 x 21,2 mm). La détection est assurée à la fois 
par un détecteur de fluorescence ProStar 363 et une barrette de diode ProStar 335. 

- Dialyse  

Les dialyses ont été effectuées avec des boudins de dialyse (SpectraPor) en cellulose régénérée 
possédant un seuil de coupure de 1000 Da. 

- Ultrafiltration 

Les étapes d’ultrafiltration ont été effectuées sur une centrifugeuse Heraeus Labofuge 400. à l’aide de 
tubes Vivaspin possédant une membrane de PET avec un seuil de coupure à 3000 Da. 

 
- Produits chimiques 

Les solvants et les réactifs ont été achetés chez différents fournisseurs (Novabiochem, Accros, Merck, 
Invitrogen, SpectraPor, Carlo Erba, Sigma Aldrich). Les solvants de qualité HPLC sont des Chromasolv de 
chez Sigma Aldrich. Les solvants de qualité spectroscopique proviennent de chez Carlo Erba. 
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Résumé 

Mots clés: ATWLPPR, DOTA, DTPA, Gd2O3, glioblastome, IRM, MDA-MB-231, nanoparticules 
multifonctionnelles, néovaisseaux, neuropiline 1, NRP-1, PDT, oxygène singulet, photosensibilisateurs, 
polysiloxane, U87 

La thérapie photodynamique (PDT pour Photodynamic Therapy) met en jeu des molécules nommées 
photosensibilisateurs (PS), de l’oxygène et de la lumière. Les PS, non cytotoxiques à l'obscurité, 
produisent des espèces réactives de l'oxygène (ROS) lorsqu’ils sont excités avec une longueur d'onde 
appropriée en présence d’oxygène. Les ROS regroupent les radicaux de l’oxygène et l'oxygène singulet 
(1O2), qui est la principale forme de ROS formés lors du processus de PDT. En présence de tissus vivants, 
l’1O2 va conduire à la mort cellulaire par apoptose ou par nécrose. Pour améliorer l’efficacité 
photodynamique, une des pistes étudiées par la communauté scientifique consiste à améliorer la 
sélectivité du traitement. Le traitement des tumeurs primaires malignes du cerveau, dont le 
glioblastome multiforme (GBM ou astrocytome de grade IV) est la forme la plus agressive, reste un 
challenge. Lorsqu’elle est possible, la chirurgie occupe une place prépondérante. L’exérèse ne concerne 
que la partie volumineuse centrale de la tumeur, tandis que la zone périphérique infiltrante est, quant à 
elle ciblée par des traitements supplémentaires. Malgré les progrès de la neurochirurgie et de la 
radiothérapie, l’espérance de vie à 5 ans ne dépasse pas 10%. La thérapie photodynamique se présente 
comme une alternative thérapeutique grâce aux améliorations apportées par le contrôle local. 

Pour traiter le gliobastome par PDT, une première approche a consisté à coupler un peptide, à un 
photosensibilisateur (la chlorine) via un bras espaceur Ahx (acide aminohexanoïque). Le peptide utilisé 
(ATWLPPR) est un ligand spécifique du récepteur neuropiline 1 (NRP-1). NRP-1 est lui-même un co-
récepteur au récepteur du facteur vasculaire de croissance endothéliale (VEGFR) qui est surexprimé au 
niveau des néovaisseaux et qui favorise la néoangiogenèse au cours du développement des tumeurs 
solides. L’assemblage PS-Ahx-ATWLPPR a montré une stabilité peptidique in vivo et in vitro avec une 
bonne pharmacocinétique et une bonne biodistribution. Ses efficacités anti-tumorales et anti-
vasculaires ont notamment été prouvées. Cependant, in vivo, le peptide ATWLPPR montrait une 
dégradation par le système réticulo-endothélial et l’assemblage présentait une affinité moindre pour 
NRP-1 par rapport au peptide seul. Afin de résoudre ces problèmes, une nouvelle stratégie décrite dans 
cette thèse a consisté à développer des nanoparticules multifonctionnelles. Ces nanoparticules sont 
constituées d’un cœur d’oxyde de gadolinium (Gd2O3) pour permettant un réhaussement de contraste 
positif en IRM, enrobé d’une couche de polysiloxane biocompatible dans laquelle est greffé le 
photosensibilisateur par liaison amide. La nanoparticule est ensuite fonctionnalisée en surface avec des 
agents chélatants (DOTA, DTPA) par l’intermédiaire de fonctions amines libres de la couche de 
polysiloxane. Les peptides de type ATWLPPR sont greffés sur les agents chélatants, ce qui permet un 
ciblage spécifique de NRP-1. De cette façon, on obtient des nanoparticules qui offrent à la fois une 
possibilité de ciblage actif des néovaisseaux tumoraux, de visualisation par IRM et un effet PDT. 
Dans l’objectif d’obtenir un effet PDT optimal, une augmentation du contraste en imagerie IRM et une 
sélectivité maximale pour les cellules endothéliales, un plan d'expérience a été élaboré. Chaque lot du 
plan d’expérience a été synthétisé en faisant varier la composition chimique du cœur, l’épaisseur de la 
couche de polysiloxane, le nombre de photosensibilisateurs, le type de surfactant, le nombre et le type 
de peptides. Une fois la synthèse et la purification de ces nanoparticules effectuées, chaque lot a été 
caractérisé pour vérifier la conservation des propriétés photophysiques, en particulier la formation 
d’oxygène singulet. Des études biologiques sur des cellules tumorales de type MDA-MB-231 et U87 ont 
été réalisées, pour étudier la cytototoxicité, la phototoxicité et le réhaussement de contraste IRM de ces 
nanoparticules. 
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Abstract 

Key words: ATWLPPR, DOTA, DTPA, Gd2O3, glioblastoma, IRM, MDA-MB-231, multifunctional 
nanoparticles, neovessels, neuropilin 1, NRP-1, PDT, photosensitizer, polysiloxan, singlet oxygen, U87 

Photodynamic therapy (PDT) involves molecules called photosensitizers (PS), molecular oxygen and 
light. PS are non-cytotoxic in the dark but produce reactive oxygen species (ROS) when they are excited 
with light of an appropriate wavelength in the presence of oxygen. ROS include oxygen radicals and 
singlet oxygen (1O2), which is the main form of ROS formed during PDT processes. In the presence of 
living tissue, 1O2 leads to cell death by apoptosis or necrosis. To improve photodynamic efficiency, a 
strategy developed by scientists consists in improving the selectivity of the treatment. The treatment of 
primary malignant brain tumors, including glioblastoma multiforme (GBM or astrocytoma level IV) which 
is the most aggressive form, remains a challenge. When it is possible, surgery is performed by removing 
the central volume of the tumor, while infiltrating peripheral zone is treated by additional treatments. 
Despite advances in neurosurgery and radiotherapy, the life expectancy at 5 years after the tumor 
detection does not exceed 10 %. PDT appears as an alternative treatment. 

In preliminary study a photosensitizer (chlorin) coupled to a peptide (ATWLPPR) through an Ahx linker 
(aminohexanoic acid) has been designed. The peptide is a specific ligand of neuropilin-1 receptor (NRP-
1). NRP-1 is a co-receptor of vascular endothelial growth factor receptor (VEGFR) overexpressed in 
neovessels and which promotes the formation of new vessels during the development of solid tumors. 
This targeted photosensitizer presented a peptidic stability in vivo and in vitro with good 
pharmacokinetic and biodistribution. Its anti-tumor and anti-vascular efficiencies have been proven. 
However, the ATWLPPR peptide showed degradation in the reticuloendothelial system (RES) and a 
reduced affinity for NRP-1 compared with peptide alone. To solve these problems, a new strategy using 
multifunctional nanoparticles has been developed in this thesis. The nanoparticles consist of a core of 
gadolinium oxide (Gd2O3) for MRI contrast, coated with a layer of biocompatible polysiloxane wherein 
the photosensitizer is covalenty grafted. The nanoparticle surface is functionalized by chelating agents 
(DOTA, DTPA) via free amine functions of the polysiloxane layer. ATWLPPR peptides are grafted on 
chelating agents, which allows specific targeting of NRP-1. Nanoparticles allow a MRI visualization, a PDT 
effect and an active targeting of the tumor neovasculature. With the aim to obtain an optimal PDT 
effect, an enhancement of contrast in MRI imaging and a high selectivity for endothelial cells, an 
experimental design has been developed. Each batch of the experimental design was synthesized with 
various chemical compositions of the core, the size of the polysiloxane layer, the number of 
photosensitizers, the number and the type of peptides and the type of surfactant. Once the synthesis 
and purification of these nanoparticles done, each batch was characterized to ensure the conservation 
of the photophysical properties, in particular the formation of the singlet oxygen. Biological studies on 
tumor cell type MDA- MB-231 and U87 were carried out, especially their cytototoxicity and 
phototoxicity. 
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