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Introduction générale 

δes tumeurs cérébrales malignes (gliomes, médulloblastomes…) sont soit des tumeurs primaires 

soit des tumeurs secondaires métastatiques qui ont migré vers le cerveau. Dans la majorité des cas, la 

chirurgie reste l’option thérapeutique de référence, suivie par des traitements supplémentaires comme 

la radiothérapie ou la chimiothérapie pour détruire l’ensemble de la tumeur. δa thérapie 

photodynamique (PDT) interstitielle se présenterait comme une alternative thérapeutique intéressante 

pour les tumeurs cérébrales de type astrocytaires, comme le glioblastome multiforme (GBM). 

δa PDT est basée sur l’activation par la lumière de molécules photo-activables qui ne sont pas 

toxiques en absence de lumière. Après excitation, ces molécules  génèrent des espèces très réactives 

qui sont toxiques pour les tissus avoisinants : oxygène singulet (1O2) et autres radicaux libres. 

La PDT consiste donc à activer un photosensibilisateur (PS) par la lumière en présence d’oxygène 

pour détruire des tissus malades. Elle est utilisée pour traiter des tumeurs de surface telles que les 

kératoses actiniques et des tumeurs accessibles aux fibres optiques utilisées pour véhiculer la lumière 

au plus près de la tumeur.  

Une des limites de la PDT est liée à la faible profondeur de pénétration de la lumière dans les 

tissus et à cet effet, des recherches sont menées pour lever ce verrou et une nouvelle méthode basée sur 

l'utilisation des rayons X pour activer indirectement le photosensibilisateur est proposée. 

δe sujet de la thèse s’inscrit dans le cadre d’un projet de recherche qui envisage une stratégie 

thérapeutique novatrice pouvant combiner les principes de la PDT et de la radiothérapie. Il a été choisi 

d’utiliser les rayons X car ces derniers sont très connus pour leur pouvoir pénétrant caractéristique, 

utilisé en imagerie médicale pour les radiographies et les tomographies (scanners). Plus précisément, il 

s’agit de développer des nanoparticules (NPs) contenant un scintillateur. Le concept est le suivant : 

excité par des rayons X, le scintillateur peut émettre des photons qui sont réabsorbés par un 

photosensibilisateur (lui-même greffé sur la nanoparticule) qui, alors, peut générer de l’1O2 et 

engendrer la destruction des cellules ciblées. Ces nanoparticules possèdent dans leur cœur du 

gadolinium (agent permettant un rehaussement positif du signal IRε) dopé à l’europium ou au 

terbium (pour une absorption importante des RX) et des photosensibilisateurs (porphyrine, Zn-chlorine 

et Zn-phtalocyanine) en surface. 

Ce manuscrit débute avec une introduction générale sur le sujet ; le chapitre I traite de l’état de 

l’art en PDT anticancéreuse et présente les principaux photosensibilisateurs utilisés aujourd’hui en 

clinique et développés dans le domaine de la recherche.  
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Dans un deuxième chapitre, nous présenterons brièvement les différentes NPs existantes ainsi que 

leur intérêt pour la thérapie médicale, notamment pour la thérapie photodynamique et pour la 

radiothérapie.  

Une revue faisant l’état des lieux de l’utilisation de nanoparticules pour la PDT a été écrite et 

jointe à ce chapitre. D’autre part, une autre revue, également incluse dans ce chapitre, porte sur 

l’intérêt d’utiliser des nanoparticules pour augmenter l’effet de la radiothérapie.  

δe troisième chapitre de ce manuscrit présente l’élaboration de ces nouvelles nanoplateformes 

excitables par RX pour des applications en PDT. Nous avons optimisé les conditions de synthèse des 

PS et la publication correspondante est incluse dans le chapitre. Nous avons également contribué à 

l’élaboration et la caractérisation photophysique de nanoparticules de Tb2O3 couplés à une porphyrine 

dont la publication est insérée dans ce chapitre. Nous discutons le choix des couples 

photosensibilisateur/nanoparticule, les synthèses et la stratégie de couplage des photosensibilisateurs 

aux nanoparticules. Les analyses physicochimiques et photophysiques des systèmes étudiés sont 

présentées, de même que l’efficacité du transfert entre les nanoparticules et les photosensibilisateurs 

des différents systèmes. 
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Chapitre 1  

 

 La thérapie photodynamique (PDT) 
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I- Le cancer et ses traitements 

Ce sont plus de 8,2 millions de personnes qui meurent chaque année du cancer dans le monde. A 

l’échelle européenne, on estime  chaque année le nombre de nouveaux cancers à plus de γ,4 millions  

et le nombre de décès par cancer à  1,75 millions  (51%) (Ferlay et al., 2013).  

355 000 personnes ont été victimes du cancer en France durant l’année β01β. Avec environ 148 000 

décès par an (85000 hommes et 63000 femmes), le cancer représente la première cause de mortalité  

en France (Institut national du Cancer INCA, 2014). 

 
Ces chiffres effroyables montrent l’ampleur des dégâts du cancer  et on comprend pourquoi ce 

dernier suscite une grande attention de la part des chercheurs et des pouvoirs publics. 

 

Des milliards d’euros sont investis dans la lutte contre le cancer pour permettre aux chercheurs de 

mieux comprendre la maladie et de faire progresser les méthodes diagnostiques et de traitement. En 

France, depuis 30 ans, les taux de mortalité causés par tous les cancers combinés et par la plupart des 

cancers diminuent chez les deux sexes. Bien que ces progrès soient encourageants, le cancer demeure 

la première cause de mortalité en France, tous âges confondus. 

 
Le cancer est une maladie plurifactorielle influencée par des facteurs environnementaux 

(cancérogènes) et génétiques (gènes de prédisposition au cancer). Il est parfois associé à des agents 

infectieux (15% des cas) mais il résulte généralement d'une accumulation de mutations dans le 

génome. Cette maladie est caractérisée par l'immortalité, la perte d'identité et la multiplication 

anarchique des cellules touchées (prolifération incontrôlée) (figure 1). 

 

 

 

Figure 1: Prolifération des cellules tumorales  
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Les cellules cancéreuses possèdent également une capacité anormale à stimuler l'angiogenèse 

(formation de vaisseaux sanguins irriguant la tumeur) ainsi que la capacité de se propager dans le 

corps par les systèmes sanguin et lymphatique (à l'origine de métastases). La croissance d’un tissu 

donne naissance à une nouvelle zone tissulaire qui est mal desservie par la circulation sanguine. Les 

cellules de cette zone non vascularisée sécrètent du VEGF qui stimule la prolifération des cellules 

endothéliales (figure 2). Cette stimulation provoque la création de nouveaux vaisseaux sanguins en 

direction de cette zone et permet sa vascularisation. 

 
 

Figure 2 : Représentation schématique du phénomène d’angiogenèse. 
© Grégory Ségala  

 

Les traitements anti-cancéreux sont nombreux, ils varient en fonction du type de cancer, chaque 

type pouvant être traité à ses différents stades. On distingue trois grands types de traitement : 

i. La chirurgie de résection (ablation chirurgicale de la tumeur et, éventuellement, de ses 

extensions) ; 

ii. La radiothérapie (traitement par diverses sources et modalités de rayonnement) ; 

iii. Les traitements médicaux (chimiothérapie, hormonothérapie, immunothérapie).  

Dans certains cas et dans un souci de meilleure efficacité deux types de traitements, voire trois, 

sont associés.   
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I-1. Chirurgie de résection  

La chirurgie de résection consiste à retirer chirurgicalement la tumeur avec parfois une marge de 

tissu sain entourant la tumeur pour assurer l'élimination de toutes les cellules cancéreuses. Cette 

technique est très courante dans les cas des cancers solides.  

I-2. Chimiothérapie/ traitements médicaux 

δa chimiothérapie utilise des substances chimiques qui permettent de s’attaquer aux cellules 

cancéreuses disséminées dans l’organisme ou/ et de réduire le volume de la tumeur primitive. Elle est 

utilisée dans le cas des cancers inopérables d’emblée et dans le cas des cancers non localisés, les 

métastases, les cancers qui touchent des organes vitaux. Cependant, les effets secondaires de la 

chimiothérapie détériorent la qualité de vie des patients qui, en plus de la chimiothérapie, ont recours à 

d’autres traitements pour apaiser les effets secondaires dont la fatigue, la nausée, l’immunodépression 

et le vieillissement prématuré. Aujourd’hui, la recherche de traitements contre le cancer a progressé 

dans l’espoir d’améliorer l’efficacité du traitement et de la qualité de vie des personnes traitées. Par 

exemple, dans le cadre du traitement du cancer du cerveau, la barrière hémato-encéphalique limite 

l’accès des agents chimiothérapeutiques à la tumeur. Des travaux de recherche sont actuellement en 

cours pour tenter d’ouvrir cette barrière et rendre accessibles les cellules tumorales (Bellavance et al., 

2008) aux molécules de chimiothérapie. Certains effets secondaires peuvent être limités, voire évités, 

grâce à la thérapie photodynamique et à la radiothérapie. 

I-3. Radiothérapie 

La radiothérapie est une technique en constante évolution depuis la découverte des rayonnements 

ionisants (RI) par Röntgen en 1895. Elle utilise les « rayons ionisants », des rayons X ou des rayons 

gamma, faisant intervenir des sources de faible transfert linéaire d’énergie (TEδ). La première 

guérison d’un patient traité par rayonnements ionisants intervient dès 18λλ. Ce n’est qu’en 1λ6β que la 

planification des doses administrées « la dosimétrie » et l’utilisation d’accélérateurs ont débuté. 

δ’imagerie a permis une utilisation de plus en plus précise de la radiothérapie jusqu’à contribuer à la 

guérison d’un cancer sur deux en β000 (Heron et al., β010). 

Un rayonnement ou une radiation correspond à un processus d’émission ou de transmission 

d’énergie impliquant une onde, une particule. Il s’agit d’un rayonnement ionisant lorsque celui-ci est 

capable de fournir assez d’énergie à la matière qu’il traverse pour provoquer l’arrachement et/ou 

l’excitation des électrons des atomes de cette matière, provoquant son ionisation. Deux types de  
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rayonnements sont à différencier : les rayonnements α et ß qui sont directement ionisants et les 

rayonnements X et Ȗ qui sont indirectement ionisants (Durand et al., 2014).  

Les rayonnements α sont constitués de grosses particules chargées de noyaux d’hélium (deux 

protons et deux neutrons). Ils sont arrêtés par une simple feuille de papier de quelques millimètres 

(figure γ). δes rayonnements ȕ sont constitués de particules chargées d'électrons/positrons. Ils sont 

arrêtés par une feuille d’aluminium (figure 3). Ces radiations ont donc une capacité faible de 

pénétration dans la matière car elles interagissent fortement avec celle-ci, permettant l’ionisation et/ou 

l’excitation directe des atomes la composant.  

δes rayonnements électromagnétiques X et Ȗ, de nature électromagnétique, sont composés de 

photons de haute énergie. Il faut recourir à de fortes épaisseurs de plomb ou de béton pour arrêter les 

rayonnements X et Ȗ (figure 3). Ces rayons sont dépourvus de charge et peuvent être extrêmement 

pénétrants. δ’importance des diverses interactions des photons avec la matière est dépendante de la 

nature de la cible, du numéro atomique Z du milieu d’absorption et de l’énergie des photons. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 3 : Pouvoir de pénétration des différents rayonnements. © IRSN  
 

δe but de la radiothérapie est de pouvoir appliquer des quantités d’énergie importantes en 

profondeur dans les tissus. Les photons ou rayons X, de très haute énergie et de très bonne capacité de 

pénétration dans la matière, sont les rayonnements les plus couramment utilisés actuellement en 

radiothérapie (utilisés dans 90% des cas) (INCA, 2014). 

δorsque les cellules sont exposées aux rayonnements ionisants, l’altération peut se produire par 

action directe ou action indirecte. 

 

http://www.mesure-radioactivite.fr/public/s-glossaire.html?idmot=89
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 Effet direct 

δes électrons d’ionisation interagissent directement avec les différents composants cellulaires, tels 

que les protéines, les lipides, les glucides et surtout l’ADN, qui est la cible principale dans la cellule, 

en causant des coupures simple-brin ou des coupures double-brin de la double hélice d’ADN (figure 4) 

(entre 10-5 et 1 seconde après irradiation) μ c’est l’effet direct qui causerait de γ0 à 40% des dommages 

par les rayons X et gamma (Chapman et al., 1973) ; (Roots et al., 1975).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4 : Effets direct et indirect des radiations ionisantes sur l’ADN. 

 (Source : Radiobiologie (ISBN 2 70566530 7) Tubiana M, ed., Hermann-Médecine, Paris, 2008) 

 

 Effet indirect 

δes électrons d’ionisation n’interagissent pas directement avec les composants cellulaires mais 

avec les molécules d’eau environnantes et cause la radiolyse de l’eau. Il s’agit de cascades de réactions 

conduisant à la dégradation des molécules d’eau pour conduire à la formation d’un certain nombre de 

radicaux libres comme le radical hydroxyle HO. très réactif et qui sont délétères sur l’ADN cellulaire 

(Gillepsie et al., 1981). Ce type de phénomène causerait entre 60 et 70% des dommages indirects sur 

des cellules (Cadet et al., 1999). 

Les rayonnements sont produits par un accélérateur de particules, la dose reçue est exprimée en 

Gray, abrégé en Gy, et correspond à l’énergie transférée à une masse donnée. Ainsi, 1Gy est égal à 1 

joule diffusé dans une masse d’1 kilogramme (IRSN).   
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Etant un traitement local, la radiothérapie n’est d’aucun secours pour les cancers non localisés 

(ex μ leucémies) et des métastases distantes susceptibles de se développer dans d’autres régions de 

l’organisme d’où son association très fréquente avec la chimiothérapie. δ’inconvénient majeur de la 

radiothérapie réside dans le fait que l'on ne peut éviter totalement d’irradier les tissus sains 

environnants et donc d’altérer les cellules non cancéreuses. Cependant, la plupart de ces cellules sont 

capables de se reconstituer, à l’inverse des cellules irradiées de la tumeur sauf dans le cas des cancers 

des organes vitaux et particulièrement le cancer du cerveau (tumeur primaire ou métastase). Les 

lésions au niveau du cerveau sont irréversibles et ce, malgré le fait que la radiothérapie puisse traiter 

des tumeurs de cerveau profondes. Certaines études rapportent que la radiothérapie pourrait activer 

certaines molécules clefs de la métastase (εadani et al., β008). Par exemple, l’irradiation de cellules 

de gliomes de rat à des doses sublétales  provoque la formation de tumeurs satellites dans le striatum 

de cerveaux (Park et al., β006), (Zhai et al., β006). δ’irradiation du tissu sain augmenterait l’invasion 

des cellules cancéreuses résiduelles. 

εalgré le fait qu’on puisse traiter aujourd’hui par radiothérapie des tumeurs de cerveau faisant 

moins de γ cm de diamètre en épargnant le plus possible le tissu sain, l’ajout d’une chimiothérapie 

concomitante à la radiothérapie augmente significativement le contrôle locorégional, de même que la 

survie (Kalkanis et al., 2010) (Patchell et al., 1998).  

Bien que la radiothérapie, seule ou en association avec la chirurgie, soit très utilisée pour le 

traitement du cancer du cerveau, des améliorations sont nécessaires car la survie des patients atteints 

de glioblastome (une des formes les plus communes et les plus agressives de cancer du cerveau) 

n’augmente pas, malgré les nombreuses avancées réalisées par la communauté scientifique. Ces 

résultats décevants sont mis sur le compte d’un manque de sélectivité de la radiothérapie qui, tout en 

n’étant pas assez efficace pour détruire les tumeurs, affecte inopportunément les tissus sains 

environnants (Cui et al., 2014).  Deux solutions peuvent donc être envisagées :  

 Des radiosensibilisateurs efficaces, permettant d’augmenter l’effet thérapeutique de la 

radiothérapie tout en minimisant la dose d’irradiation, ce qui diminue aussi la dose reçue dans 

les tissus sains environnants, 

 Des photosensibilisateurs permettant de traiter sélectivement les cellules cancéreuses sans 

irradier les tissus sains environnants. Cette thérapie s’appelle «  la Thérapie photodynamique » 

(PDT).  
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II- Thérapie photodynamique anti-tumorale  

Comparée à la radiothérapie, la thérapie photodynamique utilise de la lumière visible donc une 

radiation de plus faible énergie, non mutagène. 

 

II-1. Principe de la PDT anti-tumorale 

 

δe principe de la thérapie photodynamique est basé sur l’activation par la lumière de molécules 

photoactivables qu’on appelle photosensibilisateurs (PS), préférentiellement retenues dans les tissus 

néoplasiques. Sous l’effet de la lumière (de longueur d’onde appropriée dépendante du PS), et en 

présence d’oxygène, le PS, non toxique en absence de la lumière, génère des espèces fortement 

cytotoxiques pour les cellules hôtes des PS (le plus souvent l’oxygène singulet 1O2, mais aussi des 

radicaux comme OH., O2
.-). δa durée de vie de ces espèces réactives de l’oxygène (EROs) étant courte, 

la diffusion des espèces est limitée (quelques dizaines de nanomètres) et le traitement est ciblé.  

Dans le cadre d’un traitement anti-tumoral, le PS est administré dans un  premier temps au patient, 

généralement par voie intraveineuse (i.v) (figure 5), mais parfois de manière topique (pour le 

traitement des lésions cutanée) ou intratumorale. Une fois dans le sang, le PS va se lier à certaines 

protéines plasmatiques (lipoprotéines, albumine et globuline) qui vont le transporter vers le tissu 

tumoral. 

 

Figure 5 : Principe de la PDT. 

Après un intervalle de temps variable, dépendant du type de pathologie, du photosensibilisateur (de 

la lumière et de la de longueur d’onde adaptée aux propriétés d’absorption du PS), la tumeur est 

irradiée avec de la lumière (Hsieh et al., 2003) (Ficheux et al., 2009). Cet intervalle est appelé 

Intervalle-Drogue-Lumière (IDL), pouvant aller de quelques minutes à plusieurs jours. Il correspond à 
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la durée nécessaire pour une localisation du PS en faveur du tissu tumoral par comparaison aux tissus 

sains (temps longs) (Dougherty et al., 1998) ou une localisation vasculaire (temps courts). 

La double sélectivité de la thérapie photodynamique se traduit donc par l’accumulation 

préférentielle du PS dans le tissu néoplasique et par la possibilité de limiter l’activation du PS dans ce 

tissu (Sharman et al., 1999). Cela permet donc la destruction de la tumeur  avec un minimum d’effets 

néfastes sur les tissus sains (Derosa et al., 2002). 

II-1-1. Mécanisme photophysique 

Le principe photophysique de la PDT est décrit dans la figure 6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6 : Diagramme simplifié de Jablonski 

(CI : conversion interne ; CIS : croisement intersystème). 

Selon le diagramme simplifié de Jablonski (figure 6), après irradiation et absorption d'un photon, le 

PS initialement à son état énergétique fondamental (1PS0), va passer à un état singulet excité (1PS1*, 
1PS2*……..1PSn*) qui correspond à un état d’énergie supérieure. Par une succession de relaxations 

vibrationnelles (qui sont des conversions internes, CI), le PS revient à son état excité de plus basse 

énergie (1PS1*). Peu de réactions photochimiques peuvent typiquement avoir lieu à partir de cet état 
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               TYPE I                     3PS1                    TYPE II 

                                                                h 

                  ROS                             3PS1
*                                        1O2 

                                           S                                 O2                
 

 

     Dommages oxydants  

 

électronique de la molécule en raison de sa faible durée de vie (typiquement 10-9 s). 1PS1* peut se 

désactiver selon 3 voies (équation 1) : 

 Désactivation non radiative pour retourner à 1PS0, 

 Emission de fluorescence pour retourner à 1PS0, 

 Passage à l’état triplet 3PS1* par conversion inter-système (CIS). 

 

 

(1) 

 

Dans son état triplet de durée de vie plus longue (de quelques µS à quelques secondes en fonction 

de son environnement), le PS va générer des espèces photoactives à partir des deux voies principales 

de photo-oxydation de type I et II (Foote et al., 1991) (figure 7).  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7 : Les réactions photochimiques de type I et II faisant intervenir le photosensibilisateur 

à l’état triplet. 

La compétition entre ces deux mécanismes (type I et II) va être contrôlée par plusieurs paramètres, 

telles que la nature du photosensibilisateur, sa localisation, la concentration en oxygène (Dennis et al., 

2003). 

Réaction de type I  

La réaction photochimique de type I, se traduit par la génération de radicaux libres ou d’ions 

radicalaires suite au transfert d’un électron (équations β et γ) ou d’un hydrogène (équations 4 et 5) 
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.- 
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.-
)                    PS1 (ou S) + O2

.-          
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                                                                                           PS1
. + + S

.-                                                         
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3PS1*  + S  

                                              PS1
. - + S

.+ 
(3) 

 

 entre le PS à l’état triplet et le substrat biologique S.  δe transfert d’électrons peut s’effectuer du 

photosensibilisateur vers le substrat (équation 2) ou du substrat vers le photosensibilisateur (équation 

3). Cependant, la plupart des substrats biologiques subissent une oxydation (équation 3). 

 

 

 

De la même manière, le photosensibilisateur à l’état triplet (équation 4)  ou le substrat (équation 5) 

peut jouer le rôle de donneur d’hydrogène.  

 

 

 

δes formes oxydées du PS ou du substrat ainsi formées peuvent rapidement réagir avec l’oxygène 

présent dans le milieu pour former des radicaux peroxydes (équation 6), initiant ainsi une chaîne 

d’auto-oxydation. 

 

 

 

 

 

 

Les formes semi-réduites du PS ou du substrat (équation 8) peuvent également réagir avec 

l’oxygène. Dans ce cas, le transfert d’électrons qui se produit entre les deux réactifs aboutit à la 

formation de l’anion radical superoxyde O2
.-. 

          

  

     PS 1 
. 
   + O 2 PS 1 - O - O 

.   

(6) 

  
  

PS 1 - O - O 
.   

              P - H                   PS 1 
. 
   +  P - O - O - H   

  

S 
. 
   + O 2                    S - O - O 

.   

(7) 

  

S - O - O 
. 
    +   S - H                S 

. 
  + PS 1 - O - O - H                
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     Fer  

catalyseur 

 

O2

.-
 +  H+              HO2

.
 

HO2

.
+  O2

.-
 + H+               H2O2 + O2      (9) 

H2O2 + O2

.-
                 

.
OH + OH

-
 + O2 

                     

 

δ’anion superoxyde O2
.- peut ensuite réagir directement avec différents substrats ou comme  

précurseur d’autres espèces réactives de l’oxygène. Il intervient notamment dans la formation du 

peroxyde d’hydrogène (H2O2) et du radical hydroxyle (OH.).  

δes différentes espèces réactives de l’oxygènes formées (H2O2, O2
.- et OH.) sont connues pour être 

de très puissantes espèces oxydantes pour une grande variété de biomolécules telles que le cholestérol 

ou encore les chaînes latérales de certains acides aminés (tryptophane, histidine et méthionine) 

(Halliwell et al., 1999).  

 

 

 

 

 

Réaction de type II  

δa réaction photochimique de type II n’est pas basée sur un transfert de matière (électron ou atome 

d’hydrogène) mais sur un transfert d’énergie. Elle nécessite la présence d’O2 dès la première étape du 

processus. Dans ce cas, un transfert d’énergie s’effectue entre le PS à l’état triplet et l’oxygène 

moléculaire (équation λ), ce qui va engendrer la formation d’oxygène singulet (1O2) (l’état de 

l’oxygène dont l’énergie est la plus faible) et le retour du PS à son état énergétique le plus 

fondamental.      

                                                             3PS1  +  3O2 →  1PS0   +  1O2                                         (10)            

δ’oxygène singulet 1O2 est une espèce très réactive et qui est susceptible de réagir avec des 

substrats cellulaires situés dans son poche environnement. De nombreux  substrats cellulaires tels que 

les acides aminés (cystéine, histidine, tryptophane, tyrosine et méthionine), les nucléosides 

(principalement la guanine) et les lipides insaturés peuvent réagir avec l’oxygène singulet (figure 8). 

δ’ensemble de ces réactions peut entraîner la dégradation de certains constituants cellulaires et donc la 

mort cellulaire par nécrose, apoptose, voire autophagie. 
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Figure 8 : Exemple d’oxydation et de cyclisation de molécules après réaction avec1O2. 

II-1-2. Généralités sur les transferts d’énergie électronique (TEE) 

δes réactions de type II sont donc basées sur un transfert d’énergie. Dans le paragraphe suivant, nous 

allons faire un bref rappel des différents mécanismes de transfert énergétique.  

δes transferts d’énergie sont dûs aux interactions entre activateurs. Une molécule se trouvant à l’état 

excité, nommée donneur (D), peut interagir avec une ou plusieurs molécules voisines, nommée accepteur 

(A) et lui transmettre  une partie de son énergie d’excitation (figure 9). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9 : Principe du transfert d’énergie. 

 

Ce transfert de l’énergie d’excitation peut s’effectuer selon un mécanisme radiatif ou selon un 

mécanisme non-radiatif. 
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 Mécanisme radiatif  

Ce processus prend place en deux étapes, durant lesquelles un photon est émis par D* puis réabsorbé 

par A.  

D*→ D + hν 

hν + A→ A* 

 

Ce transfert est efficace lorsque les transitions mises en jeu par A sont permises par les règles de 

sélection. Il dépend des propriétés spectroscopiques des molécules impliquées, et notamment du 

recouvrement de leurs spectres d’absorption et de fluorescence. Il dépend également de la concentration 

des molécules. Cette absorption-réabsorption n’est pas véritablement un processus de quenching puisqu’il 

n’entraîne pas une diminution de la durée de vie de la molécule excitée. 

  Mécanismes non radiatifs  

Les mécanismes non-radiatifs peuvent être divisés en deux catégories μ le transfert d’énergie peut 

s’effectuer par interactions coulombiennes multipolaires ou par échange d’électrons. Ainsi, contrairement 

au mécanisme radiatif décrit juste avant, le transfert d’énergie non radiatif implique une interaction 

spécifique entre le donneur et l’accepteur. 

- Transfert par interaction coulombiennes multipolaires  

Ce type de transfert intervient à grande distance, il est nommé FRET (Förster Resonance Energy 

Transfer).  Il provient d’un couplage de type dipôle-dipôle électrique (d-d), dipôle-quadripôle (d-q) ou 

quadripôle-quadripôle (q-q). Les couplages de type d-q et q-q sont en général très faibles par rapport au 

transfert (d-d). Comme ce mécanisme dépend des dipôles de transition, les règles de sélection concernant 

le spin électronique doivent être respectées.  

Les molécules D (donneur)  et A (accepteur) peuvent être soit différentes, soit de même nature mais 

doivent être « énergétiquement compatibles » (figure 10 a). Cela signifie que le spectre d’émission du 

donneur doit recouvrir, au moins partiellement, le spectre d’absorption de l’accepteur (figure 10 b). 

 

 

 

 

 

 



28 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10 : (a) compatibilité énergétique, (b) Intégrale de recouvrement entre spectres. 

 

δe recouvrement des spectres est défini par une intégrale appelée intégrale de recouvrement J(Ȝ) 

(zone hachurée) :  

 

où  est l’intensité de la fluorescence émise par le donneur à une longueur d’onde donnée et  est le 

coefficient d’extinction molaire de l’accepteur. δe facteur J reflète donc la capacité d’une paire de 

fluorophores à émettre et absorber de l’énergie à la même longueur d’onde. C’est un processus qui dépend 

de la distance séparant les deux molécules, donneur et accepteur, avec : 

 

où R est la distance effective qui sépare les deux molécules et R0 le rayon de Förster. Ce dernier 

correspond à la distance entre le donneur et l’accepteur pour laquelle l’efficacité du transfert d’énergie est 

de 50 %. Cela signifie que lorsque la distance donneur-accepteur est égale au rayon de Förster, la 

probabilité pour que le donneur se désexcite par transfert d’énergie non radiatif sur l’accepteur est de 50 % 

(figure 11).  
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Figure 11 : Evolution de l’efficacité du transfert d’énergie en fonction de la distance entre les 

fluorophores. Le R0 correspond au rayon de Förster.  

 

Cette probabilité de désexcitation augmente en faveur du transfert d’énergie lorsque la distance entre 

les fluorophores donneur et accepteur diminue. Les autres voies de désexcitation correspondent aux voies 

radiatives (fluorescence) et non radiatives (extinction par l’oxygène, quenching, etc.). δe rayon de Förster 

dépend de la nature des fluorophores utilisés, et est généralement compris entre 1 et 10 nm. Au-delà de 

cette gamme, l’efficacité du transfert d’énergie chute très rapidement. δ’expression mathématique pour le 

calcul de cette distance s’écrit :  

 

où J est l’intégrale de recouvrement, n l’indice de réfraction du milieu  est généralement compris 

entre 1/3 et 1/5),  le rendement quantique du donneur en absence d’accepteur et  le facteur 

d’orientation qui est fonction de l’orientation relative des dipôles du donneur et de l’accepteur. εême si la 

valeur de est théoriquement comprise entre 0 et 4, 2/3 est la valeur habituellement utilisée pour 

déterminer le R0. En effet, est assimilé à β/γ lorsque le donneur et l’accepteur présentent un degré de 

liberté suffisant pour être aléatoirement orientés dans l’espace. Cette condition est généralement satisfaite 

pour les fluorophores attachés à des biomolécules car ils peuvent avoir une certaine liberté de rotation 

(mais dépendant fortement de processus de transport à l’échelle moléculaire). 

La constante de vitesse de réaction entre donneur et accepteur est exprimée par la relation suivante  où 

τD est la durée de vie du donneur (en l’absence de l’accepteur) μ 
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Pour mettre en évidence le FRET, deux méthodes sont classiquement utilisées : 

 

 Signature en intensité  

Elle comprend la quantification des variations de l’intensité de fluorescence en mesurant la diminution 

de l’intensité de fluorescence du donneur et l’augmentation de celle de l’accepteur ou en calculant le 

rapport des intensités de fluorescence de l’accepteur et du donneur (figure 1β). 

 

Figure 12 : Principe des mesures du FRET par mesure d’intensité en utilisant un spectromètre.  

(a) En l’absence de FRET. (b) En présence de FRET. 

 

En l’absence de FRET (figure 1β(a)), le spectre d’émission obtenu correspond à la somme du spectre 

d’émission de D et du spectre d’émission de A obtenus par excitation directe. En présence de FRET 

(figure 1β(b)), il y a augmentation du nombre d’accepteurs à l’état excité et donc augmentation du signal 

de fluorescence des accepteurs et diminution du signal de fluorescence du donneur. 

 Signature en temps de vie  

Elle consiste à mesurer le changement de la durée de vie de fluorescence du donneur et de l’accepteur 

à cause du FRET. Dans la plupart des cas, la diminution de la durée de vie du donneur est utilisée pour 

analyser l’efficacité du FRET. 

En présence de l’accepteur, des nouveaux canaux pour la désexcitation du donneur s’ouvrent, la 

probabilité que le donneur se désexcite dans un intervalle de temps ∆t est plus grande et donc le temps de 

vie du donneur est plus petit. Sur les courbes de déclin de fluorescence en échelle logarithmique, on 

observe une différence de pente (figure 13). La mesure du déclin de fluorescence du donneur en absence 

et en présence de l’accepteur permet de révéler l’existence du FRET.  
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Figure 13 : Principe des mesures du FRET basée sur la mesure du temps de vie. 

 

- Transfert par échange électronique  

Ce transfert également appelé mécanisme de Dexter, intervient à courte distance, plus courte que 

l’interaction coulombienne, entre 6 et β0 Å. Il s’agit d’un double transfert d’électrons entre D* et A. Un 

recouvrement direct ou indirect des nuages électroniques des centres D et A est nécessaire, et donc un 

contact entre les molécules D* et A est obligatoire. Comme ce type d’échange ne fait pas intervenir les 

dipôles de transition, des transferts d’énergie peuvent avoir lieu avec un changement de multiplicité.  

Pour distinguer les deux types de transferts : 

 Pour un transfert radiatif, la population de l’état excité du donneur ne dépend pas du transfert 

puisqu’il s’agit uniquement d’une réabsorption de la lumière émise. Son déclin de fluorescence 

n’est pas modifié.  

 Pour un transfert de type FRET, comme les déclins de luminescence sont liés à l’évolution de la 

population du niveau excité, un tel transfert se caractérise par une accélération du déclin du 

donneur.  

 

En résumé, la preuve d’existence du transfert est donnée par une augmentation du temps de vie de 

l’accepteur μ l’émission et allongement de son déclin. δ’identification de la nature du transfert (radiatif ou 

FRET) se fait par une étude du déclin de l´émission du donneur s’il reste inchangé c’est un transfert 

radiatif, s’il est accéléré, c’est du FRET. 
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II-2. Mécanisme physiologique de la PDT anti-tumorale  

Trois mécanismes de destruction tumorale sont décrits dans la littérature (figure 14) :  

 un effet direct de destruction des cellules tumorales par nécrose, apoptose ou autophagie ;  

 un effet indirect par destruction de la vascularisation tumorale, privant la tumeur de 

nutriments et dioxygène (hypoxie) et conduisant ainsi à la destruction tumorale ;  

 un effet indirect dû à des réactions immunitaire et inflammatoire de l’hôte. 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14 : Mécanisme de destruction tumorale après PDT (Castano et al., 2005). 

II-2-1. Effet direct  

Les dommages cellulaires engendrés par le PS se traduisent par deux effets principaux : la 

nécrose et l’apoptose (Wyld et al., β001). δa nécrose est une mort cellulaire non programmée et 

accidentelle causée par des dommages physiques ou chimiques sévères. Elle se traduit par un 

gonflement du cytoplasme, une destruction des organites, une peroxydation des lipides membranaires 

et donc une altération de l’intégrité de la membrane cytoplasmique, qui conduit à la libération  
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d’enzymes cytoplasmiques et lysosomales (figure 15). Ces enzymes provoquent une réaction 

inflammatoire dans le milieu environnant la cellule (Castano et al., 2005).  

 

 

Figure 15 : Modification morphologique cellulaire au cours de la nécrose (Thèse Garrier, 2011).  

 

δ’apoptose est une mort  cellulaire programmée correspondant à une élimination normale des 

cellules, en équilibre constant avec la prolifération cellulaire. Elle est activée pour éliminer 

sélectivement des cellules devenues indésirables (figure 16). Elle est régie à la fois par des signaux 

intra- et extracellulaires, par exemple la libération de cytochrome C et de TNFα, (Tumor Necrosis 

Factor α) conduisant à des modifications biochimiques et morphologiques. Au cours de l’apoptose, les 

constituants cellulaires sont dégradés à l’intérieur de la cellule, sans rupture de la membrane 

cytoplasmique. Ce type de mort cellulaire ne va donc pas engendrer d’inflammation comme c’est le 

cas pour la nécrose. 

 

 

Figure 16 : Modification morphologique cellulaire au cours de l’apoptose.  

(d’après lecerveau.mcgill.ca) 
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Des études récentes ont mis en évidence un autre type de mort cellulaire programmé après PDT : 

l’autophagie (Green et al., β005).  Elle est réalisée par des enzymes lysosomales qui dégradent la 

plupart des organites de la cellule, provoquant son « autodigestion ».  

 

II-2-2. Effets indirects  

 Effets antivasculaires 

δ’effet antivasculaire consiste en des dommages vasculaires qui contribuent à long terme à 

l’éradication tumorale (Abels et al., β004) soit par action directe sur les cellules endothéliales, soit par 

rupture de l’équilibre des facteurs de coagulation.  

δ’altération des cellules endothéliales a pour conséquence la formation de lésions des vaisseaux 

irrigant la tumeur (nécrose, apoptose ou déformation du cytosquelette) (Casas et al., 2008). Ces 

modifications vont engendrer des fuites sanguines hors des vaisseaux et l’adhésion de leucocytes sur 

les parois, ce qui va réduire le diamètre interne des vaisseaux et provoquer une thrombose. Ceci 

conduit à l’asphyxie de la tumeur et donc son éradication. δorsque le PS est en circulation, les espèces 

oxydantes générées peuvent rompre l’équilibre des facteurs régulant la coagulation. δes espèces 

réactives peuvent aussi interagir avec le monoxyde d’azote (NO), une molécule vasodilatatrice et 

anticoagulante (Korbelik et al., β000), (Henderson et al., 1λλβ). Cette dernière réagit avec l’O2
•- pour 

former du peroxynitrite (ONOO-) qui induit des dommages oxydatifs à l’ADN, aux lipides et aux 

protéines.  

 Effets immunitaires et inflammatoires  

Suite à une nécrose cellulaire, les médiateurs de l’inflammation sont déversés massivement dans 

le milieu extracellulaire (Agarwal et al., 1993), (Yamamoto et al., 1991).  

Les signaux inflammatoires post-PDT initient une invasion massive de neutrophiles, de mastocytes, de 

monocytes mais également de macrophages (Krosl et al., 1995). Les épitopes présentés à la surface de 

ces macrophages peuvent être reconnus par des lymphocytes T CD4+ (LTCD4). Ces lymphocytes 

ainsi activés activent à leur tour des lymphocytes T CD8 cytotoxiques (LTCD8) qui pourront détruire 

spécifiquement les cellules porteuses de ces épitopes (Korbelik et al., 1999) (Vonarkx et al., 1997). La 

réponse immunitaire systémique qui s’ensuit peut alors détruire les cellules tumorales restantes ou 

prévenir les métastases par développement d’une réponse immunologique à mémoire (Gomer et al., 

1987) (Schreiber et al., 2002).  
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II-3. Les photosensibilisateurs  

 

II-3-1. Bref historique de la PDT 

Il y a des milliers d’années, on connaissait déjà des effets délétères de l’exposition à la lumière 

solaire. Les Egyptiens, les Indiens et les Chinois utilisaient la lumière pour traiter diverses maladies 

tels que le psoriasis, le vitiligo et le cancer de la peau. Le texte le plus ancien sur la question retrouvé à 

ce jour est un livre sacré hindou du nom d'Atharva veda datant de 1500 ans avant J.C. On y trouve une 

thérapie du vitiligo (dépigmentation de la peau) à base de molécules photoactivables extraites de 

graines d’une plante, (babchi) répertoriée sous le nom de Psoralea corylifolia. Selon le même 

principe, la médecine populaire de la vallée du Nil a utilisé pendant des siècles l'espèce végétale Ammi 

majus contre la même affection. On peut en retrouver la trace dans le livre d'un érudit arabe datant du 

13ème siècle.  

En 1898, O. Raab montra les effets cytotoxiques de la combinaison de l’acridine et de la lumière 

sur des paramécies « Paramecium caudatum » (Raab, 1900). 

En 1λ01, Finsen traita la variole avec la lumière rouge et la tuberculose avec l’UV. Dès 1λ0β, 

Ledoux-Lebard poursuivit ces travaux et décrivit le rôle majeur de l’oxygène dans cette toxicité photo-

induite (Ledoux-Lebard et al., 1902). 

En 1903,  le terme « action photodynamique » fut introduit pour la première fois par Jesionek et 

von Tappeiner (Professeur de O. Raab) qui avaient traité des tumeurs cutanées avec  l’application 

locale d’éosine et la lumière blanche (Von Tappeiner et al., 1λ0γ), (Von Tappeiner et al., 1λ04). δa 

thérapie photodynamique (PDT) était née. 

A la recherche de nouvelles substances photoactives, Hausmann étudia en 1911 les effets de 

l’hématoporphyrine (Hp) qui se révéla très efficace sur des petites lésions de psoriasis en association 

avec la lumière UV (Silver et al., 1937). 

δ’accumulation préférentielle de l’Hp au sein des tumeurs fut mise en évidence en 1λβ4 par 

Policard (Policard et al., 1λβ4), suivis de Figge et al. qui proposèrent d’utiliser la fluorescence de ce 

composé pour le diagnostic et la délimitation des tumeurs en raison de sa rétention spécifique dans le 

tissu tumoral (Figge et al., 1948). 

δ’Hp, constituée d’un mélange complexe de porphyrines et d’impuretés, fut purifiée en 1λ55 par 

Schwartz (Schwartz et al., 1λ55) suivi par δipson pour donner naissance à l’hématoporphyrine dérivée 
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(HpD) (δipson et al., 1λ60) qui fut appliquée chez l’homme pour l’amélioration des méthodes de 

diagnostic, en particulier endoscopiques (Lipson et al., 1964). 

Ce n’est qu’au cours des années 1λ70 que la PDT connut un véritable essor avec les 

expérimentations de Dougherty et son équipe. Il utilisa en 1λ75 avec succès l’HpD couplée à une 

lampe à arc à xénon dans le traitement de tumeurs mammaires chez la souris. En 1978, il réalisa les 

premiers essais chez l’homme et obtint des résultats encourageants (Dougherty et al., 1λ78). Il 

remplaça, par la suite, la lampe à arc à xénon par le laser, qui permet de focaliser sélectivement la zone 

à irradier. Il identifia entre 1λ8γ et 1λ85 les fractions actives de l’HpD conférant les propriétés 

photosensibilisatrices au mélange (l’éther et l’ester de dihématoporphyrine), donnant naissance au 

Photofrin®. Ce dernier a été approuvé  pour la première fois en 1λλγ au Canada et a reçu l’autorisation 

de mise sur le marché (Aεε) dans plusieurs pays (USA, France, Japon….) (Dougherty et al., β00β).  

Il existe de nombreux PS d’origine naturelle ou synthétique qui sont facilement différenciables 

selon leur nature chimique (tétrapyrolique ou non-tétrapyrolique) mais les molécules les plus utilisées 

cliniquement en PDT anti-tumorale sont les PS tétrapyrroliques.  

II-3-2. Les photosensibilisateurs naturels 

Parmi les photosensibilisateurs naturels nous pouvons citer : 

 Le psoralène (figure 17) : Cette molécule est utilisée en puvathérapie (psoralène + UVA) 

pour le traitement de plusieurs maladies μ le psoriasis, l’eczéma, le vitiligo, certains lymphomes 

cutanés (Hannani et al., β010). Cette molécule agit comme agent intercalant de l’ADN, qui, après 

irradiation UVA, induit des pontages entre deux thymines, qui se traduisent par un blocage de la 

réplication de l’ADN et stoppe le développement de la maladie. 

 

Figure 17 : Psoralène. 

 Le Bleu de Méthylène (figure 18) : ce composé cationique hydrosoluble est caractérisé par 

une forte absorption à 660 nm dans l’eau (Tardivo et al., β005) et a longtemps été utilisé comme 

marqueur de cellules tumorales. Il est cependant peu utilisé en PDT en raison de son manque de 

stabilité in vivo (Tang et al., 2008) (Aghahosseini et al., 2006). 
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Figure 18 : Structure chimique du Bleu de Méthylène. 

    L’hypéricine (figure 19) : ce composé de la famille des quinones est extrait du millepertuis 

(Hypericum perforatum). Il est caractérisé par une absorption à 5λ0 nm dans l’éthanol et est utilisé en 

PDT pour ses propriétés de localisation tumorale, fluorescence et production d’oxygène singulet (Head et 

al., 2006). 

              

Figure 19 : Structure chimique de l’hypéricine. 

 Le rose de Bengale (figure 20) μ il s’agit d’un composé extrêmement hydrosoluble. Sa 

longueur d’onde maximale d’absorption se situe à 4γ0 nm dans l’éthanol et il possède un rendement 

de production d’oxygène singulet important (0,6λ dans l’éthanol).  

 

Figure 20 : Structure chimique du rose de Bengale. 
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 L’éosine (figure 21) : ce composé a été utilisé par H. von Tappeiner lors de la première 

expérience PDT en collaboration avec A. Jesionek en 1λ0γ. Son spectre d’absorption est caractérisé 

par une bande intense vers 510 nm dans l’éthanol. 

 

 

 

 

Figure 21 : Structure chimique de l’éosine. 

 L’érythrosine (figure 22) : ce composé est apparenté au rose de Bengale et a été 

utilisé dans le cas de traitements antibactériens par PDT (Metcalf et al., 2006).  

 

 

 

 

Figure 22 : Structure chimique de l’érythrosine. 

 

II-3-3. Les photosensibilisateurs tétrapyrroliques 

 Les macrocycles tétrapyroliques sont aussi très largement présents dans les milieux vivants tels 

que la chlorophylle, l’Hème et la vitamine B12. 

II-3-3-a. Les porphyrines  

  Structure  

Les porphyrines sont des macrocycles aromatiques fortement conjugués, formés de quatre unités 

pyrroliques reliées entre elles par des ponts méthine. Cette structure est donc composée de 16 atomes  
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de carbone entièrement conjugués (figure βγ) avec 18 électrons π, lui conférant ses 

caractéristiques photophysiques si particulières. De plus, ces structures hétérocycliques se comportent 

comme des diacides ou des diabases, selon le pH, et elles peuvent être métallées par presque tous les 

métaux de la classification périodique. Dans le premier cas, la molécule est dite “base libre”, dans le 

second cas, elle est dite “métallée”.  

 

 

Figure 23 : Structure générale d’une porphyrine base libre et d’une métalloporphyrine. 

Dans les années 30, Fischer propose pour la première fois un système de nomenclature, encore 

souvent utilisé de nos jours (Fischer et al., 1934). Ainsi, les atomes de carbone des groupes méthine, 

appelés " meso " portents les lettres grecques α, ȕ, Ȗ et į et les atomes de carbone ȕ-pyrroliques sont 

numérotés de 1 à 8 (figure 24). Afin de généraliser la nomenclature de ces molécules, une nouvelle 

numérotation systématique du macrocycle a été adoptée en 1987 (Dixon et al., 1987). Les atomes de 

carbone des positions « méso » portent alors les numéros 5, 10, 15, 20, les positions α et ȕ des cycles 

pyrroliques sont notées respectivement 1, 4, 6, 9, 11, 14, 16, 19 et 2, 3, 7, 8, 12, 13, 17, 18 

respectivement. Enfin, les positions 21, 22, 23, 24 ont été attribuées aux quatre atomes d'azote (figure 

24).  

 

Figure 24 : A gauche : nomenclature selon Fischer. A droite : nomenclature IUPAC. 
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Les porphyrines sont de structure géométrique normalement plane mais peuvent adopter dans 

certains cas des conformations non planes. En effet, la protonation des atomes d’azote, la présence de 

groupements volumineux en position meso, la substitution des carbones ȕ-pyrroliques ou encore la 

métallation peuvent engendrer des distorsions (Jentzen et al., 1995).  

Comme nous l’avons indiqué précédemment, les porphyrines peuvent accepter un ion  métallique 

au centre du macrocycle, généralement dicationique. Cet ion peut être introduit de manière chimique 

ou enzymatique.  

Le métal associé à la biomolécule peut être un atome de  zinc, un fer, un magnésium, un cobalt 

(figure 25). 

 

 

 

 

 

Figure 25 : Exemple de macrocycle tétrapyrrolique naturel : l’hème. 

Les métalloporphyrines jouent un grand rôle en biologie et sont généralement associées à des 

protéines.  En effet, le transport des gaz respiratoires (O2, CO2) est assuré par l'hémoglobine, protéine 

dont le groupe prosthétique est la protoporphyrine IX métallée par du fer au degré d'oxydation 

+2  (l'hème) (Perutz et al., 1979). La myoglobine est, quant à elle, une protéine de structure très proche 

de celle de l'hémoglobine, possédant également l'hème (figure 25) comme groupe prosthétique. Elle 

participe au stockage de l'oxygène dans les tissus musculaires ainsi qu'à sa diffusion vers les 

mitochondries. Ces molécules participent sous leur forme métallée à de nombreux processus naturels 

d’oxydo-réduction thermique ou photochimique des milieux biologiques. 

 Synthèse chimique 

Au cours des 80 dernières années, l’intérêt pour les macrocycles tétrapyrroliques ne cessant 

d’augmenter, de nombreuses stratégies de synthèse de porphyrines ont été élaborées. Ainsi, deux 

grands types de porphyrines ont été développés :  
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 des porphyrines substituées sur les positions ȕ-pyrroliques, pour leurs structures semblables 

aux porphyrines naturelles,  

 des porphyrines substituées sur les positions « méso ».  

 

Dans ce chapitre, nous nous intéresserons plus particulièrement aux méthodes de préparation de 

méso-porphyrines. 

 Voie 1 : Synthèse par condensation du pyrrole et d’aldéhyde 

 

- Synthèse de Rothemund 

À partir de 1935, Rothemund synthétise une porphyrine substituée en position méso, en faisant 

réagir, dans un tube scellé, du pyrrole (3,6 M), du benzaldéhyde (4,9 M) dans la pyridine à 220 °C 

pendant 48 heures. Il obtient la méso-tétraphénylporphyrine avec un rendement de l’ordre de 5% à 

10% (figure 26) (Rothemund et al., 1941).  

 

Figure 26 : Schéma de la synthèse de la TPP effectuée par Rothemund en 1941. 

En 1945, Ball a réussi à doubler le rendement dans les mêmes conditions mais en ajoutant au 

milieu réactionnel de l’acétate de zinc (Ball et al., 1λ46). Ainsi, ils ont synthétisé la méso-

tétraphénylporphyrine métallée par du zinc avec un rendement de 11%.  

- Synthèse d'Adler et Longo 

En 1967, Adler et Longo (Adler et al., 1967) ont amélioré de manière significative la synthèse de 

porphyrines par condensation de quatre équivalents de pyrrole avec quatre équivalents de 

benzaldéhyde, en solution dans de l'acide propionique, en chauffant pendant une demi-heure à reflux 



42 

 

 (141°C) à l’air libre. Adler et δongo ont établi que le rendement de cette réaction dépendait de la 

température (élevée), de l'acidité du milieu, du solvant et de la concentration initiale des réactifs, mais 

surtout de la présence de dioxygène. La condensation des deux réactifs conduit à la formation d'un 

intermédiaire, un porphyrinogène, qui est directement oxydé en porphyrine grâce à la présence 

d'oxygène dans le milieu (figure 27). 

 

Figure 27 : Synthèse de la méso-tétraphénylporphyrine (TPP) selon Adler et Longo. 

La méso-tétraphénylporphyrine (TPP) est rapidement obtenue avec un rendement de l’ordre de 

20%.  

La méthode de Adler-δongo, grâce aux conditions de réaction plus douces, a permis l’utilisation 

d’une plus grande diversité d’aldéhydes, et par conséquent, la synthèse d’une importante variété de 

méso-tétraarylporphyrines symétriques mais elle ne s’applique pas à l’utilisation de benzaldéhydes 

portant des groupes sensibles à la température ou ionisables. De plus, la purification se fait par 

cristallisation ou précipitation dans de l’acide propionique, ce qui exclut donc certaines porphyrines 

solubles. Cependant, le rendement n’est pas reproductible (Adler et al., 1λ67). 

- Synthèse de Little  

En 1975, Little a adapté cette méthode à la synthèse de méso-arylporphyrines non symétriques. 

Cette synthèse dite synthèse des « aldéhydes mixtes » consiste à condenser du pyrrole et deux 

aldéhydes différents dans l’acide propionique à reflux (figure β8).  
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Figure 28 : Synthèse de porphyrines méso-tetrasubstituées par la méthode des « aldéhydes 

mixtes » de Little.  

 

La condensation entre un aldéhyde A unique et le pyrrole donne un seul type de porphyrine 

symétrique, appelée A4. En revanche, en fonction des quantités stœchiométriques de plusieurs 

aldéhydes, on obtient un mélange de plusieurs porphyrines substituées par un, deux, trois ou quatre 

groupements identiques. Par exemple, des aldéhydes A et B introduits en proportion 1:3 vont donner 

six porphyrines différentes dont la distribution statistique est donnée  dans la figure 24. Ces conditions 

ont été choisies de façon à augmenter le rendement de synthèse de la porphyrine de type A3B (5 à 

25%) (figure 29). 

n ≤ 3 
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Figure 29 : Distribution statistique des porphyrines synthétisées par la méthode des aldéhydes 

mixtes avec un mélange d’aldéhydes A et B en proportion 3:1. 

 

 

-  Synthèse sur support solide 

En 1978, Svirskaya et Leznoff (Leznoff et al., 1978) proposent, pour la synthèse de la 5-

hydroxyphényl-10,15,20-tritolyporphyrine, un protocole, en phase solide, qui présente l’avantage de 

limiter les étapes fastidieuses de purification des intermédiaires (figure 30). Leur approche consiste 

dans une première étape à fixer le 3- (ou 4-)-hydroxybenzaldéhyde sur une résine polystyrène portant 

du chlorure  de benzoyle puis, dans une seconde étape, à faire réagir ce support avec le pyrrole et le 

para-tolualdéhyde dans l’acide propionique à reflux. 
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Figure 30 : Synthèse sur phase solide d’une porphyrine asymétrique (Lyndsey et al., 2000) et 

(Leznoff et al., 1978). 

Cette méthode, bien que permettant de simplifier la purification, n’a malheureusement pas 

conduit aux résultats escomptés, la porphyrine monosubstituée ayant été obtenue avec des faibles 

rendements allant de 2% à 4,5%. Aujourd’hui encore, ce rendement très modeste n’est toujours pas 

clairement expliqué. D’autre part, pour appliquer cette stratégie, il faut nécessairement que l’un des 

aldéhydes employés possède une fonction permettant de le fixer sur la résine, ce qui limite son 

domaine d’application. Plus récemment, d’autres stratégies de synthèse en phase solide ont été 

développées mais les résultats restent peu concluants (Chaleix et al., 2003) (Montierth et al., 2000). 

 

- Synthèse de  Lyndsey  

J. S. δindsey a mis au point une méthode permettant d’obtenir des porphyrines méso-substituées, 

dans des conditions plus douces à partir de benzaldéhydes sensibles. Elle évite, également, les 

problèmes de purification et permet d’obtenir la TPP en petites quantités avec un bon rendement (40-

50%) (Lindsey et al., 1987) reproductible (Lindsey et al., 1986)  (Lindsey et al., 1989). 

La condensation entre quatre équivalents de pyrrole et quatre équivalents de benzaldéhyde est 

réalisée dans du dichlorométhane ou du chloroforme, sous atmosphère inerte, en présence d'un 

catalyseur acide et à température ambiante. Elle conduit à la formation de tétrapyrrométhane, qui peut 

se cycliser en porphyrinogène et se polymériser pour former des polypyrrométhanes.  

La cyclisation en porphyrinogène est thermodynamiquement favorisée dans les conditions 

expérimentales décrites.  Cette réaction est réversible, elle correspond à un équilibre, fonction, entre 

autres, de la concentration initiale des réactifs. Lorsque l'équilibre est atteint, c'est-à-dire quand le 

tétraphénylporphyrinogène est l'espèce majoritaire, on oxyde irréversiblement celui-ci pour obtenir la 

porphyrine désirée (figure 31). 



46 

 

 

 

Figure 31 : Mécanisme de formation d’une tétraarylporphyrine selon Lyndsey (Lindsey et al.,  

1989). 

 

δes conditions de δindsey sont des conditions douces nécessitant l’emploi d’un catalyseur acide 

(Lindsey et al., 1989). Celui-ci peut être BF
3
.OEt

2
 ou l’acide trifluoroacétique, TFA. Cependant, 

l’emploi du TFA augmente le rendement  en dipyrrylméthènes indésirables.  

Lors de la première étape, il se produit la réaction de cyclisation voulue mais également une 

polymérisation, réaction parasite qui explique le rendement maximum de 50% en porphyrine.  

 Les réactions de cyclisation et de polymérisation sont donc en compétition et l’emploi de 

concentrations 10-2 M donne un rendement maximal de formation de porphyrines (40 à 50%), tandis 

qu'à des concentrations de 10-1 ou 10-3 M, le rendement final baisse autour de 10 à 15%. Plusieurs 

types d’oxydants peuvent être utilisés. Le p-chloranil (2,3,5,6-tétrachloro-1,4-benzoquinone) ou la 

DDQ (2,3-dichloro-5,6-dicyano-1,4-benzoquinone) sont les plus communs.  Le p-chloranil nécessite 

un chauffage à reflux d’environ une heure, alors que l’oxydation par la 2,3-dichloro-5,6-dicyano-1,4-

benzoquinone (DDQ) se fait instantanément à température ambiante. La purification de la porphyrine 

se fait en général par chromatographie sur colonne de silice. 
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Comme la méthode de J. S. Lindsey se fait dans des conditions douces, il est possible d'employer 

un grand nombre de benzaldéhydes différents, portant des groupes sensibles ou ionisables permettant 

la synthèse de plusieurs porphyrines. En effet, elle ne permet pas uniquement la synthèse de 

porphyrines symétriques mais également, si la condensation est réalisée entre deux aldéhydes 

différents et le pyrrole, un mélange de porphyrines (Lindsey et al., 1994). 

Le seul inconvénient de cette méthode est la dilution qui, à moins de travailler avec d'énormes 

volumes de solvant, ne permet pas l'obtention de très grandes quantités de produit.  

- Synthèse sous irradiation micro-onde 

La technologie des micro-ondes est utilisée dans la chimie organique depuis le milieu des années 

1980 (Giguere et al., 1986) (Gedye et al., 1986). Cette technique présente des  avantages considérables 

d’un point de vue écologique ainsi que de rapidité et de sélectivité des produits obtenus (Yaseen et al., 

2009). 

La première synthèse de porphyrine réalisée par micro-onde a eu lieu en 1992 par Petit. Il a 

obtenu la tétraphénylporphyrine en un temps inférieur à 10 min, avec un mode de purification très 

simplifié mais le rendement de dépassait pas 8% (Petit et al., 1992).  

Treize ans plus tard, Jain a décrit la synthèse de métalloporphyrines utilisant l’irradiation micro-

onde avec un rendement de synthèse de 71 à 98% et un temps de réaction de 3 minutes (Jain et al., 

2005) (figure 32). Des dérivées de la porphyrine (bactériochlorines et des chlorines) ont également été 

synthétisés par irradiation aux micro-ondes par Nascimento en un temps de 25 min et 3 min 

respectivement (Nascimento et al., 2010). Ces travaux prometteurs nous ont encouragés à utiliser 

l’irradiation aux micro-ondes pour la synthèse de nos porphyrines, bactériochlorine, chlorine, chlorine 

zinguée et porphyrine zinguée (Chouikrat et al., 2014). 
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Figure 32 : synthèse de différentes 5,10,15,20-tetraarylmetalloporphyrines sous irradiation 

micro-onde (Jain et al., 2005).  
 
 

 Voie 2 : Synthèse « 2+2 » 

Cette méthode est connue aussi sous le nom de la méthode de MacDonald (Woodward et al., 1960). 

Woodward et εacDonald ont synthétisé des porphyrines ȕ-substituées par réaction d’un dipyrrométhane 

non substitué sur les positions 5 et 5' avec un 5,5'-bis-formyldipyrrométhane (figure 32), avec un 

rendement de 50-60% (Arsenault et al., 1960). La réaction conduit dans un premier temps à la formation 

d'un porphyrinogène qui est, dans un second temps, oxydé par une quinone.  

En préparant des dipyrrométhanes par la méthode de Lindsey, un grand nombre de synthons de base pour 

la porphyrine peuvent être créés (Lee et al., 1995). La condensation des entités dipyrrométhanes peut se 

faire par l’intermédiaire d’aldéhydes portant des groupements variés. Cette méthode, est donc 

particulièrement adaptée pour la synthèse de porphyrines asymétriques (figure 33). 

 

Figure 33 : Schéma de synthèse « 2+2 » d’une porphyrine asymétrique. 
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Suivant cette méthode, les porphyrines peuvent donc comporter autant de groupes fonctionnels 

différents qu’il est possible d’en mettre, tout en simplifiant les étapes de purifications. En effet, l’avantage 

de cette méthode réside dans la relative simplicité des purifications à chaque étape, le nombre de sous-

produits étant moindre.  

 Voie 3 : Synthèse « 3+1 » 

Cette méthode  consiste à faire réagir un tripyrane dont les atomes de carbone en positions 1 et 14 

sont non substituées, avec un pyrrole portant deux fonctions aldéhyde (figure 34). 
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Figure 34 : Schéma de la synthèse du noyau porphyrine par la méthode « 3+1 ».  

 

Par cette méthode, il est possible de former des porphyrines β-substituées mono-fonctionnalisées 

ou di-fonctionnalisées sur le même pyrrole avec des rendements de l'ordre de 35% (Joule et al., 2010) 

(Lyndsey et al., 1999). 

 Propriétés photophysiques 

Comme nous l’avons vu précédemment, les porphyrines possèdent un système d’électrons π 

fortement conjugué. Ces molécules absorbent donc dans le domaine du visible et présentent des 

spectres d’absorption très caractéristiques qui sont fonction de la structure et de la présence ou non 

d’un métal (figure γ5). Ils se composent d’une bande intense entre γλ0 et 4γ0 nm (proche UV) appelée 

bande de Soret ou bande B et de quatre bandes de moindre intensité aux plus grandes longueurs 

d’onde (entre 500 et 680 nm) nommées bandes Q. 
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Figure 35 : Spectre UV-visible caractéristique d’une porphyrine base libre.  

Les quatre bandes Q, numérotées de I à IV en partant des énergies les plus basses, voient leurs 

intensités relatives varier notablement en fonction de la nature et de la position des substituants 

(Fischer et al., 1934). On distingue ainsi essentiellement quatre types de spectres, appelés : etio, rhodo, 

oxorhodo et phyllo (figure 36) (Dixon et al., 1987).  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 36 : Profil des bandes Q pour les quatre principaux types de spectres d’absorption de 

porphyrines base libre. 

On rencontre principalement le type etio dans le cas de porphyrines ȕ-substituées par au moins 6 

groupements, ou dans le cas de la plupart des méso-arylporphyrines. Si ces dernières portent un 

substituant saturé (par exemple une chaîne alkyle) à la place de l’aryle, elles auront généralement un 

spectre de type phyllo. La présence de groupements riches en électrons π en position ȕ-pyrrolique 



51 

 

génère un profil de spectre de type rhodo, alors que la présence de deux de ces mêmes groupements en 

position ȕ-pyrrolique sur deux pyrroles opposés conduit plutôt à un spectre de type oxorhodo. 

Dans le cas des porphyrines métallées ou protonées, on observe toujours la présence de la bande de 

Soret, mais le nombre de bandes Q est réduit à deux ou trois en fonction de la nature du métal et de 

son degré d’oxydation. Ces dernières sont nommées α et ȕ en partant des grandes longueurs d’onde 

(figure γ7). Dans ce cas, la substitution du macrocycle a très peu d’influence sur les intensités relatives 

des bandes α et ȕ. En revanche, la nature de l’ion métallique fixé engendre d’importantes 

modifications du rapport des intensités de ces deux bandes. En effet, un rapport α/ȕ > 1 indique 

généralement la présence d’un métal impliqué dans le complexe plan, stable avec la porphyrine (c’est 

le cas par exemple du Ni(II) ou encore du Zn(II)). En revanche, lorsque le métal peut être facilement 

remplacé par deux protons, on observe un rapport α/ȕ < 1 (par exemple avec du Cd(II)). 

 

 

Figure 37 : Bandes Q de spectre d’absorption d’octaéthylporphyrines métallées par :  

(a) Ni(II) ; (b) Zn(II) ; (c) Cd(II). 

En plus d’un spectre d’absorption caractéristique, les porphyrines ont des propriétés d’émission 

de fluorescence et de production d’oxygène singulet. Dans le cas de porphyrines non métallées, nous 

observons deux pics de fluorescence. La première bande se situe entre 620 et 700 nm avec un 

maximum vers 650 nm et la seconde, d’intensité plus faible, entre 700 et 750 nm avec un maximum 

vers 720 nm. δa longueur d’onde d’émission, ainsi que le rendement quantique de fluorescence, sont 

dépendants de la substitution (Mathai et al., 2007). Ces caractéristiques photophysiques viennent se 

complexifier avec la formation d’un complexe métal-porphyrine, dont les effets sont directement 

dépendants de la nature du métal inséré dans le macrocycle. En effet, la nature de l’ion métallique fixé, 

peut engendrer d’importants déplacements de longueurs d’onde de fluorescence. 
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II-3-3-b. Les chlorines  

 Structure 

Les porphyrines peuvent subir deux réactions de réduction. Deux pyrroles du macrocycle 

porphyrinique peuvent être réduits successivement ; la première réduction donne une chlorine et la 

seconde donne une bactériochlorine (figure 38).  

 

Figure 38 : Structures chimiques des macrocycles porphyriniques. De gauche à droite : 

porphyrine, chlorine et bactériochlorine. 

Les chlorines (2,3-dihydroporphyrines) se distinguent des porphyrines par la réduction d’une 

double liaison périphérique et les bactériochlorines par deux doubles liaisons en vis-à-vis du 

macrocycle. Les bactériochlorines dont les doubles liaisons réduites sont sur deux entités pyrroliques 

vicinales sont dites isobactériochlorines.  

Comme les porphyrines, les chlorines et bactériochlorines sont des molécules planes, pouvant 

accueillir un métal en leur centre (Kadish et al., 2010).  

 Synthèse  

Les chlorines représentent une avancée importante en ce qui concerne l’amélioration des 

propriétés photophysiques des macrocycles tétrapyroliques. En effet, les chlorines présentent une 

meilleure absorption dans le rouge. En 1940, Fischer et Eckoldt ont décrit l’oxydation des  octa-

alkylporphyrines par le tétraoxyde d’osmium (OsO4) conduisant à la dihydroxychlorine 

correspondante (Fischer et al., 1940) (Fischer et al., 1944). Cette méthode a permis à Brückner et 

Dolphin (Brückner et al., 1995) de synthétiser la méso-2,3-dihydroxytétraphénylchlorine (figure 39).  
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Figure 39 : Réduction des  d’octa-alkylporphyrines pour l’obtention d’une dihydrochlorine. 

Whitlock a mis au point une technique de réduction des porphyrines utilisant la para-

toluènesulfonylhydrazine (Whitlock et al., 1969). Il est généralement connu que la décomposition 

thermique d’arènesulfonylhydrazide produit le réactif azoté (diimide) responsable de la réduction. Ce 

procédé a permis à Bonnett de synthétiser la méta-tétrahydroxyphénylchlorine avec un rendement de 20% 

(figure 40). La porphyrine est dans un premier temps réduite en bactériochlorine à l’aide de para-

toluènesulfonylhydrazine puis une double liaison est générée à l’aide de o-chloranil. 
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Figure 40 : Synthèse de la méso-tétrahydroxyphénylchlorine (m-THPC). 

 Propriétés photophysiques  

La réduction du macrocycle apporte des changements importants dans les caractéristiques 

photophysiques de la molécule. La bande QI des chlorines et des bactériochlorines est beaucoup plus 

intense et que celle de la porphyrine (figure 41). Elle est également décalée vers les grandes longueurs 

d’onde, ce qui rend ces molécules intéressantes pour l’efficacité de la PDT.  
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Figure 41 : Spectres d’absorption des composés tétrapyrroliques dans l’éthanol. En violet : 

porphyrine ; en rouge : chlorine ; en vert : bactériochlorine. 

Tout comme les porphyrines, les rendements quantiques en fluorescence et en production 

d’oxygène singulet dépendent énormément des substituants sur les macrocycles. Ces molécules ne 

sont pas systématiquement stables. En effet, elles sont capables de s’oxyder à l’air (ou en milieu 

oxydant) et redonnent un cycle insaturé. Les bactériochlorines sont connues pour être des molécules 

particulièrement peu stables ; elles s’oxydent rapidement en chlorines, qui elles-mêmes peuvent 

s’oxyder en porphyrine. Des bactériochlorines ont été développées par modification chimique des 

noyaux pyrroliques pour garantir une meilleure stabilité des formes réduites ; des groupements 

méthyles ont été introduits en position 2 et 3 des motifs pyrroline pour bloquer cette position (Huang 

et al., 2010). 

II-3-3-c. Les phtalocyanines 

 Structure 

 δes phtalocyanines sont des porphyrines de synthèse d’où leur nom de tétrabenzo  

tétraazaporphyrines, faisant apparaître le remplacement des groupes méthines des porphyrines par 

quatre atomes d’azote. Il s’agit donc de macrocycles aromatiques plans de 18 électrons π comprenant 

4 groupements indoles liés en position 1-3 par des ponts azones : macrocycle tétraazaisoindole (figure 

42). Ce sont des molécules très résistantes à la lumière, à la chaleur, à l’acide et aux bases alcalines. 

Comme pour les porphyrines, elles peuvent souvent être chelatées par de nombreux ions métalliques 
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comme l’aluminium et le zinc qui augmentent leur phototoxicité (Berg et al., 1989) (Milanesi et al., 

1990). 

δa remarquable délocalisation bidimensionnelle des électrons π sur ces macrocycles conduit à 

une augmentation drastique de l’absorption de ces composés à des longueurs d’onde oscillant entre 

700 et 800 nm (Roeder et al., 1990). 

 

 

 

 

Figure 42 : Structure chimique d’une phtalocyanine. 

δ’inconvénient majeur de ces molécules est leur très mauvaise solubilité dans les solvants usuels, 

et notamment dans l’eau. Des dérivés hydrophiles, comme la chloroaluminium phtalocyanine sulfonée  

(figure 43), la plus connue et la plus utilisée, ont été synthétisés, en fonctionnalisant les motifs 

isoindoliques avec des groupements SO3
-. Des études in vitro et in vivo chez l’animal ont été menées 

sur cette molécule (Peng et al., 1991).  
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Figure 43 : Structure de la chloroaluminium phtalocyanine sulfonée. 
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 Synthèse 

Braun et Tcherniac sont les premiers à avoir synthétisé, sans la caractériser, la phtalocyanine 

d'hydrogène H2PC, par chauffage d'o-cyanobenzamide dans l'éthanol à reflux (Tcherniak et al., 1907) 

(figure 44).  

 

CONH2

CN
N

N

N

HN

N

N

N

NH

EtOH

o-cyanobenzamide

reflux

 

 

Figure 44 : Première synthèse de la phtalocyanine d’hydrogène, H2PC. 

 A partir de phtalonitrile 

Pour les phtalocyanines métallées, une première synthèse est basée sur la cyclisation du 1,2 

dicyanobenzène (phtalonitrile), ou l'un de ses analogues, autour de différents ions métalliques. Les 

réactifs employés sont souvent un sel du métal, le métal lui-même ou un de ses oxydes (Olivier et al., 

1987). La première étape de la cyclisation (figure 45) est la formation de l'alcoolate RO- qui réagit par 

addition nucléophile sur le carbone d'une des fonctions nitrile du 1,2-dicyanobenzène pour former 

l'intermédiaire (a). La seconde étape est la réaction entre l'intermédiaire (a) et le phtalonitrile qui 

conduit à l'intermédiaire (b). A partir de cet intermédiaire, le processus se poursuit par la réaction de 

(b) sur une nouvelle molécule de phtalonitrile. 
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Figure 45 : Cyclisation des phtalonitriles en phtalocyanine (Olivier et al., 1987). 

Le phtalonitrile peut également réagir avec une base, le 1,8-diazabicyclo[5,4,0]undec-7-ène 

(DBU), dans l’éthanol (Drager et al., β000) (Cosimelli et al., β00γ) à reflux. δe DBU arrache un 

proton du solvant pour former l'éthanolate nécessaire à la cyclisation. Pour obtenir des Pcs non 

métallées, on peut aussi faire réagir un phtalonitrile avec un alkoxide de sodium ou de lithium qui 

donne l'alkalimétal Pc correspondante, "démétallable" par un acide minéral  (Torres et al., 2000).  

 A partir de dérivés phtalimide 

La condensation de la l,3-diiminoisoindoline sur elle-même peut former la phtalocyanine 

d'hydrogène, ou une phtalocyanine métallée si la réaction a lieu en présence d'ion métallique. Cette 

réaction s’effectue dans le diméthylaminoéthanol (DεAE) (Saummerauer et al., 1996), (Leznoff et al., 

1985) (figure 46). 

 

 

 

 

 

Figure 46 : Synthèse d’une phtalocyanine d’hydrogène et d’une phtalocyanine métallée à partir 

de la  l ,3-diiminoisoindoline. 
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 A partir d’anhydre phtalique  

δ’anhydride phtalique par réaction avec un sel d'ion métallique, en présence d'urée et d'un sel de 

molybdène jouant le rôle de catalyseur, conduit à l'obtention d'une phtalocyanine métallique  (figure 

47).  

 

Figure 47 : Synthèse à partir d’un anhydre phtalique.  

 

 Propriétés photophysiques 

Les phtalocyanines présentent une forte absorption entre 600 et 700 nm avec maximum 

d’absorption à 665 nm, ce qui rend leurs spectres d’absorption complètement différents de leurs 

homologues porphyriniques ; cette forte absorption dans le rouge est dûe à leur conjugaison étendue 

(figure  48).  

 

Figure 48 : Spectre d’absorption d’une phtalocyanine zinguée ZnPc-COOH dans l’éthanol. 

δes phtalocyanines émettent de la fluorescence vers 670 nm, mais la bande d’émission ainsi que 

le rendement quantique de fluorescence dépendent aussi de la substitution tout comme la production 

d’oxygène singulet qui est très dépendante de l’agrégation de ces molécules.  
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II-3-4. Evolution des photosensibilisateurs vers un PS idéal 

II-3-4-a. Photosensibilisateurs de la première génération  

Comme on l’a décrit précédemment, les premières molécules utilisées en clinique ont été 

l'hématoporphyrine (Hp) et ses dérivés purifiés (HpD), comme le Photofrin (figure 49).     

 

                            

 

Hématoporphyrine                                                        Photofrin 

(a)                                                                       (b) 

Figure 49 : Structures chimiques de l’hématoporphyrine (a) et du Photofrin (b)  

Ce composé est toujours le plus utilisé en clinique même s’il présente quelques défauts :  

- C’est un mélange complexe ;  

- Il présente une faible sélectivité tumorale ; 

- Il présente une clairance lente ce qui engendre une photosensibilisation cutanée de plusieurs 

semaines ; 

La clairance est la capacité d'un tissu, organe ou organisme à débarrasser un fluide (le 

sang, la lymphe, etc.) d'une substance donnée.  

- Sa faible absorption dans le rouge peut rendre difficile le traitement de tumeurs profondes.  

δ’efficacité des photosensibilisateurs a ensuite été améliorée en développant des molécules 

entièrement chimiques,  aux propriétés photophysiques adaptées au type de cancer ciblé, et de 

clairance plus rapide. Des critères ont été définis pour améliorer l’efficacité des PS de première 

génération, ce qui a donné naissance aux PS de seconde génération. 

 Pureté chimique, composition constante, facilité de synthèse ; 

 Toxicité à l’obscurité faible, voire nulle ; 

 Caractéristiques photophysiques spécifiques : 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Liquide_biologique
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Coefficient d’extinction molaire élevé, à des longueurs d’onde situées dans la «fenêtre 

thérapeutique», c’est-à-dire dans la région rouge du spectre de la lumière visible, voire dans le 

proche infrarouge (600-850 nm), afin de permettre une pénétration tissulaire et une absorption 

de lumière par le PS optimales pour le traitement de tumeurs profondes. 

 Bons rendements quantiques en production d’oxygène singulet et formation de l’état triplet 

du PS ; 

 Solubilité en milieu aqueux, afin de faciliter l’administration systémique ; 

 Clairance élevée ; 

 Sélectivité pour le tissu tumoral. 

II-3-4-b. Photosensibilisateurs de deuxième génération 

Les PS de seconde génération présentent de nombreux avantages par rapport aux PS de première 

génération. Certains absorbent la lumière de longueur d’onde comprise entre 600 et 800 nm, 

permettant une augmentation de la profondeur de pénétration de la lumière dans les tissus. En plus de 

leurs propriétés de fluorescence, les PS de seconde génération montrent de bons rendements 

quantiques de production d’1O2. Ce sont des composés purs. Enfin, ils sont rapidement éliminés par les 

tissus, limitant ainsi la photosensibilisation cutanée. Cette seconde génération de PS comprend 

plusieurs familles de molécules telles que les porphyrines (o‐THPP), les précurseurs de porphyrines 

endogènes (5‐AδA), les chlorines (Foscan®) (figure 50), les purpurines (Purlytin™), les texaphyrines 

(Xcytrin™, δutrin™).     

                     

                                 

                            

(a) ™ 

 

 

 

 

(a)                                                                             

(b) 

Figure 50 : Structures chimiques de la Visudyne® (a) et du Foscan® (b). 
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Différentes molécules ayant obtenu une AMM ou étant en essai clinique sont représentées dans le 

tableau 1. 

Tableau 1 : Photosensibilisateurs utilisés cliniquement et leurs principales indications 

thérapeutiques (Plaetzer, 2009) 

 

(a) Canada, Etats-Unis (USA), Royaume-Uni (RU) et union Européenne (UE) ; (b) : UE et USA ; 

(c) : UE et Australie ; (d) : UE ; Islande et Norvège ; (e) : UE ; (f) : Russie et (g) : USA 

(b)  

Nom 
commercial 

Photosensibilisateur 
λmax 

absorptio

n (nm) 
AMM 

 
Indication 
thérapeutique 

Photofrin® HpD, Porfimère sodique 630 
Oui (a) 
 

Cancer du poumon non à 
petites cellules et de 
l’œsophage (palliatif) 

Levulan® 
Acide 5-aminolévulinique (5-ALA), 
précurseur de la Protoporphyrine IX 

635 
(PpIX) 

Oui (b) 
Kératoses actiniques 

Metvix® 
Méthyl-ester de l’AδA (εAδ), 
précurseur de la Protoporphyrine IX 

635 Oui (c) 
Kératoses actiniques 
Carcinomes 
basocellulaires 

Foscan® 
meta-tétra(hydroxyphényl)chlorine 
(m-THPC ou temoporfin) 

652 Oui (d) 
Cancer de la tête et du cou 
(paliatif) 

Hexvix® Acide Hexyl-į-aminolévulinique 
635  
(PpIX) 

Oui (e) 
Cancer de la vessie 

Visudyne® 
Verteporphin, Dérivé monoacide 
 de la Benzoporphyrine 

690 Non 
DMLA exsudative 

Photosense® Phtalocyanine d’aluminium 670 Oui (f) Cancer de la tête et du cou 

SnET2® Etiopurpurine d’étain 660 Non 
Cancer du sein, de la 
prostate et sarcome de 
Kaposi 

Xcytrin® Texaphyrine 732 Oui (g) 
Cancer de la prostate, 
DMLA 

Photoditazine
® 

Chlorine e6 662 Oui (f) 
Cancer du poumon et de 
la prostate 

Benzvix Acide benzyl į-aminolévulinique 635 Non 
Tumeurs gastro-
intestinales 

BOPP Protoporphyrine borée 630 Non Tumeurs cérébrales 

Lu-Tex Texaphyrine de lutétium 
720-
760 

Non 
Tumeurs cérébrales, 
cancer de la prostate et du 
col de l’utérus 

Pc-4 Phtalocyanine-4 670 Non 

Lésions cutanées/sous-
cutanées de tumeurs 
solides de diverses 
origines 

Photochlor 
2-(1-hexyloxyethyl)-2-devinyl 
pyrophéophorbide-alpha 

650 Non 
Carcinome des cellules 
basales 
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II-3-4-c. Photosensibilisateurs de troisième génération : thérapie ciblée  

Bien que les PS de 2ème génération présentent de meilleures propriétés chimiques et photophysiques 

par rapport aux PS de 1ère génération, des progrès restent à faire pour améliorer la sélectivité envers les 

cellules cancéreuses. Le développement de PS de 3ème génération consiste à élaborer des composés plus 

sélectifs des tissus tumoraux.  

Le principe est de greffer sur des molécules de 2ème génération des groupements chimiques visant à 

induire un ciblage actif (adressage) ou de transporter le PS dans une formulation qui induit un ciblage 

passif (vectorisation) (figure 51). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 51 : Stratégies générales de ciblage des photosensibilisateurs vis-à-vis des cellules 

néoplasiques (Sobolev, 2000). Ciblage passif : véhiculés par les liposomes (A), délivrées par des 

microsphères ou nanoparticules (B). Ciblage actif : liposomes conjugués à des anticorps (C), adressage 

par conjugaison entre un ligand spécifique de récepteurs membranaires surexprimés (D). 

 

δe couplage à divers vecteurs tels que l’acide folique, des sucres, des peptides, des polymères, des 

hydrates de carbone, le couplage à des anticorps spécifiques ou l’inclusion de PS dans des nanoparticules 

sont les stratégies les plus utilisées (Konan et al., 2002). Ces vecteurs possèdent une affinité particulière 

pour les récepteurs surexprimés sur la membrane des cellules tumorales ou endothéliales. 

 Ciblage actif  

On distingue deux types de ciblage actif : 
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- Ciblage actif direct (ciblage de la cellule cancéreuse) 

Cette première stratégie consiste à amener spécifiquement le photosensibilisateur au niveau des 

cellules tumorales afin qu’il soit internalisé par différents mécanismes biologiques. δ’affinité pour les 

cellules tumorales repose sur la reconnaissance de la molécule de ciblage pour un récepteur 

membranaire surexprimé (Tozer et al., β004) (Tozer et al., β005). On peut citer l’utilisation de sucres 

(Frochot et al., β00λ) (Di Stasio et al., β005) (figure 5β) ou de l’acide folique (figure 5γ) qui est 

reconnu par des récepteurs à l’acide folique FAR surexprimés par certaines lignées tumorales (ovaire, 

utérus, cerveau) (Gravier et al., 2008). Il est donc un vecteur privilégié pour la PDT ciblée et même 

pour l’imagerie, d’autant qu’il a un poids moléculaire relativement faible (ε = 441 g.mol-1) qui permet 

une bonne pénétration dans les tumeurs et un mode d’internalisation cellulaire par endocytose via le 

récepteur FAR (figure 54). 

 

Figure 52 : Structure chimique d'une porphyrine couplée à des sucres (Di Stasio et al., 2005).  
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Figure 53 : Structure chimique des conjugués «m-THPC-like» - acide folique synthétisé par 

Julien Gravier, 2008. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 54 : Mécanisme de l’endocytose médiée par les récepteurs à l’acide folique. 

(Xia et al., 2010).  

 

 Ciblage actif indirect 

Une seconde stratégie consiste à cibler les néo-vaisseaux entourant la tumeur. Leur destruction 

conduit à la mort indirecte de la tumeur par hypoxie. La VTP (Vascular Targeted Photodynamic 

Therapy) est basée sur le fait qu’une tumeur va induire, pour son développement, la formation d’un 

réseau de vaisseaux sanguins. Ce phénomène est nommé angiogenèse tumorale. Ce mécanisme 
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biologique engendre une surexpression de certaines molécules biologiques au niveau de ces néo-

vaisseaux tumoraux et plus précisément au niveau des cellules endothéliales. Ce processus fait 

intervenir différents substrats induits ou sécrétés par la tumeur elle-même (figure 55). Le ciblage des 

récepteurs associé à ces molécules a ouvert de nouvelles voies pour le ciblage actif et la destruction 

indirecte des tumeurs.  

 

Figure 55 : Schéma synthétique des principaux effecteurs biologiques lors de l’angiogenèse 
tumorale (Sève, 2013). 

 

δ’hypoxie intratumorale (manque d’oxygène) va induire la surexpression de gènes angiogéniques 

qui vont induire l’expression du facteur de croissance endothélial (Vascular Endothelial Growth 

Factor, VEGF). Ce facteur de croissance va provoquer, suite à la reconnaissance par des récepteurs 

membranaires associés (récepteurs au VEGF), la formation de molécules qui vont intervenir lors de 

l’angiogenèse, comme les intégrines ou les εεPs (responsables de la dégradation de différents 

composés de la matrice extracellulaire). Tout ce processus biologique va permettre la prolifération de 

cellules endothéliales nécessaires à la formation d’un réseau de néo-vaisseaux et ainsi la tumeur sera 

irriguée en sang et en nutriments. Ces molécules biologiques (MMPs, récepteurs au VEGF ou 

intégrines) surexprimées par les cellules tumorales vont être autant de cibles pour la VTP. Le but de 

cette dernière est donc d’induire une ischémie tumorale par destruction de la néovascularisation à 

proximité de la source lumineuse par des phénomènes de vasoconstriction et lyse endothéliale. 

Récemment, des produits à durée de vie très courte ont été développés, par exemple la padoporfine ou 

la padeliporfine (WST11 ou Tookad Soluble®) (Azzouzi et al., 2013).  
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- Ciblage des intégrines 

Les intégrines αvȕ3 sont surexprimées par les cellules endothéliales activées par le VEGF. Le 

ciblage de ces intégrines a fait l’objet de travaux au δRGP et δCPε avec la synthèse de PS couplé au 

RGD sous forme cyclique (Boisbrun et al., 2008) (Chaleix et al., 2004) (Frochot et al., 2007).  

- Ciblage des récepteurs au VEGF 

δe δRGP et ses collaborateurs (δCPε et CRAN) se sont intéressés depuis une dizaine d’années 

au ciblage d’un co-récepteur au récepteur au VEGF, appelé neuropiline-1, par un peptide H-Ala-Thr-

Trp-Leu-Pro-Pro-Arg-OH (ATWLPPR) (figure 56). Le peptide ATWLPPR possède une forte affinité 

pour ce récepteur.  
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Figure 56 : Structure chimique du peptide ATWLPPR. 
 
 
 

 

Figure 57 : Structure chimique du conjugué TPC-Ahx-ATWLPPR. 

 

δ’étude in vivo de TPC-Ahx-ATWLPPR, sur un modèle de gliome malin humain (lignée U87), 

xénogreffé en ectopique chez la souris nude, a montré que le photosensibilisateur conjugué s’accumule 

dans la tumeur à des taux importants, permet une accumulation sélective dans les cellules 
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endothéliales de la tumeur in vivo comparé à la chlorine non conjuguée et que l’efficacité 

photodynamique avec TPC-Ahx-ATWLPPR induit un retard de croissance tumorale statistiquement 

significatif comparé à la chlorine non couplée.  L’étude de stabilité a montré que, in vivo, aucune 

dégradation n’est observée dans le plasma pendant 4 h, puis la séquence peptidique se dégrade 

progressivement, aboutissant à la formation du composé TPC-Ahx-A. La dégradation est très rapide 

dans les organes du système réticulo-endothélial (foie et rate), résultant majoritairement des peptidases 

lysosomales.  Il a été récemment montré par la PDTeam de Nancy que les séquences peptidiques 

DKPPR (figure 58) et TKPRR (figure 59) (EC50~1 µM) possédaient une meilleure affinité pour les 

NRP-1 que ATWLPPR (EC50 = 1λ µε). Ce travail a fait l’objet de la thèse de εme Ezatul Ezleen 

Kamarulzaman (2011) (Kamarulzaman et al., 2015a et b).  
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Figure 58 : Structure chimique du peptide DKPPR.  
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Figure 59 : Structure chimique du peptide  TKPPR. 
 



69 

 

 
 

                         

- Ciblage des Métalloprotéinases (MMPs) 

Ce sujet a fait l’objet de plusieurs thèses au δRGP (εarc Verhille et al., β01β) et (Thèse Aurélie 

Stallivieri, 2015) en collaboration avec le LCPM. Les métalloprotéinases, MMPs, sont des enzymes 

sécrétées lors de l’angiogenèse. Elles vont permettre la prolifération des cellules endothéliales en 

dégradant certains composés de la matrice extracellulaire. Ces métalloprotéinases sont donc très 

présentes au niveau des néo-vaisseaux tumoraux ainsi qu’au niveau des membranes cellulaires. Ces 

enzymes vont aussi pouvoir être une cible potentielle pour une autre stratégie de ciblage (figure 60).  

Cette stratégie originale de ciblage des MMPs par un peptide substrat spécifique va permettre 

d’activer le photosensibilisateur spécifiquement après dégradation du peptide par les εεPs. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 60 : Schéma d’activation par clivage enzymatique d’un PMB pour la thérapie 

photodynamique. 

Depuis plusieurs années, de nombreuses recherches se tournent vers le développement de 

nanoparticules pour effectuer un ciblage passif, voire actif avec l’introduction de vecteurs.  

 Ciblage passif  

Le ciblage passif des cellules tumorales en PDT consiste à vectoriser les PS grâce à différents 

systèmes de formulation facilitant leur transport et leur incorporation dans les cellules cancéreuses. 

Plusieurs types de vecteurs peuvent être utilisés comme les liposomes, les nanoparticules et les systèmes 

micellaires. Ces stratégies peuvent également être utilisées dans le cadre de ciblage actif vasculaire ou de 

cellules tumorales. Dans ces cas, les vecteurs sont associés à un système adresseur (figure 61).  
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Figure 61 : Schéma des cellules endothéliales. © Onconano.  

 

II-3-4-d. Photosensibilisateurs de quatrième génération  

Les PS de quatrième génération sont de potentiels photosensibilisateurs alliant activité 

thérapeutique et capacité d’imagerie et en ce sens peuvent être considérés comme de nouveaux agents 

« théranostiques ». Ce concept qui a été développé dans les années 2000 désigne un composé qui 

présente à la fois des propriétés d’imagerie et de thérapie (Fang et al., β00λ). Citons par exemple les 

vinyl-triphénylamines (TP), fluorophores rouges ou jaunes dont l’émission de fluorescence est 

commutée par l’interaction avec l’ADN et qui sont employés comme marqueurs d’ADN en cellules 

fixées et comme marqueurs de mitochondries ou d’apoptose en cellules vivantes (figure 6β).  

 

 

 

Figure 62 : Imagerie de fluorescence confocale de cellules  vivantes MCF7 traitées avec les TP 

(Chennoufi et al., 2015).  
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En cellules vivantes, les TP sont localisées dans les mitochondries mais, sous excitation mono- ou 

bi-photonique constante, elles déclenchent l’apoptose de la cellule et se relocalisent dans le noyau. Le 

phénomène peut être imagé par fluorescence, et les TP pourraient donc être employées comme 

photosensibilisateurs théranostiques (Thèse Dumat, 2015). Toutefois, les PS de quatrième génération 

font le plus souvent appel à des nano-objets multifonctionnalisés (Koo et al., 2011) complexes à 

fabriquer. 

Récemment, le concept de nanoparticules multifonctionnelles combinant des propriétés de ciblage 

pour la délivrance ciblée de PS à des propriétés d’agents de contraste pour le diagnostic a connu un 

grand engouement. Tout en combinant la PDT et l’imagerie, ces systèmes peuvent également 

améliorer le traitement par PDT grâce au ciblage via les molécules d’adressage. Ainsi, ce système 

multifonctionnel ciblant permet de suivre la biodistribution des PS par imagerie afin de déclencher au 

moment le plus opportun l’activation par flux laser permettant de les rendre cytotoxiques et également 

d’adapter en conséquence la dose d’activation. Ce concept sera détaillé dans le chapitre 2.   
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Chapitre 2 

 

Place des nanoparticules dans la PDT 

anti-tumorale et dans la radiothérapie 
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I- Définition des nanoparticules  

En octobre β011, la commission de l’union européenne a défini un nanomatériau comme « un 

matériau dont les constituants principaux ont des dimensions comprises entre 1 et 100 nm » (JO UE, 

2011). Une nanoparticule est un assemblage de quelques centaines à quelques milliers d’atomes, formant 

un objet dont au moins une dimension est comprise entre 1 et 100 nm.  

A titre de comparaison avec les structures organiques naturelles, les nanoparticules se situent 

principalement dans la gamme de taille correspondant aux protéines (figure 63). 

 

Figure 63 : Gamme de tailles des nanoparticules comparée à celles des principales structures 

chimiques et biologiques (thèse Wan, 2012). 

De nombreux projets, utilisant des nanoparticules dans le but d’améliorer les traitements 

anticancéreux sont réalisés. δ’idée est d’élaborer des nanoparticules permettant la vectorisation de 

principes actifs. Trois générations de nanoparticules ont vu le jour (figure 64).  
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Figure 64 : Evolution des nanoparticules. Première génération : nanoparticule « nue » (à gauche). 

Deuxième génération : nanoparticules « furtives » (au centre). Troisième génération : 

nanoparticules « ciblantes » (à droite). 

I-1. Nanoparticules de première génération : nanoparticules nues  

Les nanoparticules de la première génération sont appelées « nanoparticules nues » du fait qu’elles 

ne possèdent pas de groupements fonctionnels spécifiques en surface. Elles sont généralement 

hydrophobes et présentent sur leur surface des groupements anioniques (Cohen-Sela et al., 2009).  

Après leur injection par voie intraveineuse, les nanoparticules vont s’accumuler préférentiellement 

dans le système réticulo-endothélial (RES), généralement dans le foie, la rate et les reins. Ceci est dû à 

leur opsonisation rapide, quelques minutes après leur injection. En effet, ces nanoparticules sont 

rapidement reconnues comme des corps étrangers par les protéines cationiques présentes dans le sang 

qu’on appelle « opsonines ». Ces dernières vont s’adsorber sur la surface des nanoparticules pour 

favoriser leur reconnaissance par les macrophages et donc leur phagocytose (destruction par certains 

leucocytes appelés phagocytes) (Hillaireau et al., 2009).  Ces nanoparticules ont été utiles pour le ciblage 

du cancer du foie et de la rate car les macrophages sont très nombreux dans ces organes, ce qui en fait 

leurs localisations préférentielles (Vauthier et al., 2008).  

Afin de pouvoir atteindre la zone à soigner, il convient donc d'éviter la phagocytose en leurrant les 

défenses immunitaires ; on parle alors de furtivité. 
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I-2. Nanoparticules de deuxième génération : nanoparticules furtives 

 

Les nanoparticules de première génération ont été améliorées par modification chimique de  leur 

surface, en les recouvrant d’agents de furtivité, pour échapper à l’opsonisation, et ainsi permettre une 

augmentation de leur temps de séjour. Ainsi, il est possible de cibler des organes autres que ceux du 

système hépatosplénique mais aussi les tumeurs grâce à l’effet « EPR » (Chen et al., β006). D’après 

les travaux de Pierre Gilles de Gennes (prix Nobel de physique 1991), les molécules présentes à la 

surface des particules vont créer un encombrement stérique empêchant la reconnaissance du vecteur 

comme corps étranger (Jeon et al., 1991). La plupart des agents de furtivité utilisés, sont des 

polymères hydrophiles tels que les polyéthylène glycol (PEG). 

δ’accumulation préférentielle des nanoparticules dans un tissu donné, nécessite la fonctionnalisation 

de leur surface par des agents de ciblages biologiques qui seront reconnus par les cellules présentes dans 

le tissu visé. On parle alors de nanoparticules de troisième génération.  

I -3. Nanoparticules de troisième génération : nanoparticules ciblantes  

Elles sont appelées aussi nanoparticules à reconnaissance moléculaire, elles permettent un ciblage 

spécifique des particules pour un type de cellule et ce, grâce à l'ajout d'agents de ciblage (anticorps, 

ligands, …). δiés à la surface, ces agents vont permettre une accumulation préférentielle des particules 

dans les tissus à traiter et diminuer donc les effets secondaires dus à la non-spécificité et l’incorporation 

dans les tissus sains (Suh et al., 2009). Les nanoparticules vont être reconnues par les récepteurs présents 

dans la membrane cellulaire par la formation d’un complexe ligand-récepteur. Néanmoins, il est 

important de trouver un équilibre entre la furtivité nécessaire à la bonne circulation des nanoparticules et 

la reconnaissance pour les récepteurs (Vauthier et al., 2009). En effet, la quantité du ligand autour de la 

particule doit être suffisante pour favoriser le ciblage, mais pas trop importante pour ne pas défavoriser la 

furtivité surtout si le ligand est hydrophobe. Parmi les molécules greffées en surface de nanoparticules 

pour favoriser la reconnaissance avec un type cellulaire, on peut citer entre autres l’acide folique (εittal 

et al., 2010), des anticorps monoclonaux ou des peptides (Kocbek et al., 2007). 

I-4. Nanoparticules multifonctionnelles 

Ces nanoparticules constituent une sorte de plateforme ou de noyau d’assemblage sur lequel 

différents agents viennent prendre place (figure 65). Leur concept a été décrit par Mauro Ferrari  (Ferrari 

et al., 2005). 
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 Elles regroupent : 

 un ou plusieurs agents thérapeutiques,  

 un agent de furtivité à leur surface pour éviter leur capture par les macrophages et augmenter leur 

temps de circulation dans l’organisme,  

 des agents de perméation permettant de traverser les barrières biologiques (telle que la paroi des 

vaisseaux sanguins),  

 un agent de ciblage greffé sur la nanoparticule pour un ciblage actif,  

 enfin, un agent de contraste permettant son suivi dans l’organisme. Certaines NPs peuvent être 

suivies in vitro ou in vivo par imagerie optique, magnétique ou nucléaire en fonction de leurs 

propriétés (Pansare et al., 2012).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 65 : Nanoparticule multifonctionnelle (Ferrari, 2005). 

II-  Classification des nanoparticules  

En fonction de la nature chimique de leur structure, plusieurs catégories de nanoparticules sont 

utilisées en vectorisation (figure 66). 
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Figure 66 : Les différentes nanoparticules utilisées en thérapie. 

 

II-1. Nanoparticules organiques  

- Liposomes 

δes liposomes sont des sphères artificielles constituées d’une ou plusieurs bicouches phospholipidiques. 

Ils sont utilisés depuis de nombreuses années comme transporteurs de principes actifs thérapeutiques ou 

d’agents d’imagerie (Gregoriadis et al., 1976). Le principe actif est contenu au centre de la sphère quand il 

est hydrophile, ou dans la bicouche quand il est hydrophobe. Leur caractère non toxique et biocompatible 

fait de ces nano-objets des systèmes très intéressants pour des applications in vivo.  

Cependant, les liposomes peuvent présenter quelques limitations, ils ont effectivement montré une faible 

capacité d'encapsulation pour les molécules lipophiles piégées dans la double couche et un relargage 

précoce des molécules hydrophiles (Pinto-Alphandary, 2000). 

- Micelles  

δes micelles sont constituées d’une couronne de molécules amphiphiles entourant un cœur non solide 

(Letchford et al., 2007). Leur taille varie entre 10 et 100 nm et elles se forment lorsque la concentration 

en surfactant dépasse un seuil nommé Concentration Micellaire Critique (CMC) (Kabanov et al., 2002). 

En milieu aqueux, les molécules amphiphiles regroupent leurs parties hydrophobes et exposent en surface 

leurs domaines hydrophiles. En milieu organique en revanche, ce sont les parties hydrophiles qui sont 

exposées dans le cœur de la micelle. δeur facilité de préparation ainsi que leur capacité à incorporer des 

molécules aussi bien hydrophiles qu’hydrophobes font d’elles des nanoparticules intéressantes. De plus, 
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des études ont montré que l’organisation stérique particulière de la couronne des micelles permet de les 

protéger de l’opsonisation (Kataoka et al., β000).  

 

- Nanocapsules 

δes nanocapsules sont des particules colloïdales constituées d’un réservoir liquide ou semi-liquide  

lipidique ou aqueux entouré par une mince paroi (Vauthier et Bouchemal, 2009). Les principes actifs, 

hydrosolubles ou non, sont généralement incorporées dans le réservoir. Les nanocapsules peuvent aussi 

être associées de façon covalente ou non à la paroi polymérique (Letchford et al., 2007).   

- Nanoémulsions 

δes nanoémulsions présentent une classe d’émulsion très particulière ; elles présentent une taille de 

gouttes entre β0 et β00 nm obtenues par dispersion d’un mélange de phases huile/eau. Ces gouttes sont 

stabilisées par un surfactant (Podlogar et al., 2004), (Seki et al., 2004),  (Tadros et al., 2004). Leur grand 

pouvoir d’encapsulation ainsi que l’absence de toxicité font d’elles un système très prometteur pour la 

délivrance contrôlée de médicaments. Du fait de leur grande stabilité en suspension, de leur formulation 

très simple et facilement transposable à l’échelle industrielle, les nanoémulsions sont très utilisées en 

formulation pharmaceutique notamment dans  la formulation d’agents de contraste pour l’imagerie ciblée.  

Les nanoémulsions peuvent aussi servir de base pour la fabrication de nanocapsules ou nanoparticules 

polymériques.  

- Nanoparticules polymériques  

Les nanoparticules polymériques les plus connues sont biodégradables telles les poly 

(alkylcyanoacrylates) (PACA). Ces nanoparticules se dégradent selon un mécanisme de bioérosion de 

surface induite par l’hydrolyse enzymatique (Nicolas et al., β00λ), (Vauthier et al., β007). On peut citer 

également les nanoparticules de poly(lactide-glycolide acide) PLGA, les polypeptides, polynucléotides ou 

les polysaccharides (Kumar et al., 2006). Les dendrimères sont également des complexes polymériques 

de taille comprise entre 1 et 10 nm.  Ils sont constitués de monomères qui s'associent selon un processus 

arborescent autour d'un cœur central plurifonctionnel (Boas et al., 2004). Ces constructions polymériques 

fortement branchées ont une structure bien contrôlée (Sahoo et al., 2003). Les molécules transportées sont 

insérées entre les branchements ou associés chimiquement à ceux-ci. Les propriétés des dendrimères 

dépendent de la nature chimique du cœur moléculaire et des branchements.  

Les nanogels sont également des complexes polymériques. Contrairement aux dendrimères, les chaînes 

polymériques hydrophiles des nanogels, ne sont pas fortement enchevêtrées les unes dans les autres, ce 

qui leur attribue une flexibilité plus importante et augmenterait leur surface spécifique et ainsi leur 

capacité d’encapsulation (Vinogradov et al., 2002) et (Oh et al., 2008).  
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- Nanoparticules lipidiques solides (SLN)   

δeur cœur est constitué de lipides à l’état solide. Ces lipides peuvent être des triglycérides 

hautement purifiés, des mélanges de glycérides ou des cires (Wong et al., 2007). 

Ces nanoparticules stables ont une capacité d’encapsulation de molécules lipophiles supérieure à 

celles des liposomes et avec un meilleur contrôle de relargage.  

II-2. Nanoparticules inorganiques  

Les nanoparticules inorganiques sont utilisées aussi bien pour le traitement que pour le diagnostic 

et ce grâce à leurs propriétés particulières de biocompatibilité, de magnétisme, de conductivité, de 

résistance, de fluorescence (Huang et al., 2011).  

Parmi les plus connues, on retrouve les nanoparticules d’or connues pour leur propriétés 

d’optique, d’électrochimie et pour leur biocompatibilité (Boisselier et al., β00λ). On retrouve aussi les 

nanoparticules d’argent connues pour leurs propriétés antibactériennes (Chaloupka et al., β010) et les 

nanoparticules d’oxyde de fer magnétiques pour leur utilisation en imagerie médicale (Neuwelt et al., 

2009), (Cheon et al., 2008). Les nano-cristaux semi-conducteurs tels que les Quantum Dots (QD), 

présentent une forte fluorescence (Li et al., 2011), (Michalet et al., 2005) et (Cai et al., 2006).  

III- Place des nanoparticules en thérapie photodynamique 

     III-1. Nanoparticules organiques 

Plusieurs des nanostructures citées précédemment présentent des avantages qui font d’elles des 

candidats potentiels pour la PDT. Dans le cadre d’un traitement par PDT, les structures polymériques 

présentent plusieurs avantages : une capacité de chargement en PS élevée et un relargage de PS contrôlé. 

Allémann et ses collaborateurs ont encapsulé la ZnPcF16 dans des particules d’une taille moyenne de 1 

µm constituées de poly(éthylène glycol) et enrobées avec de l’acide polylactique (Allémann et al., 1λλ6). 

Ils ont obtenu un taux d’encapsulation relativement faible (0,61%) et pourtant, ont observé une nette 

amélioration de l’activité photodynamique de cette formulation sur des cellules cancéreuses EMT-6 chez 

la souris par rapport à une émulsion de ZnPcF16 libre.  

Moreno et ses coéquipiers ont eux aussi synthétisé des nanoparticules polymériques de 25 nm de 

diamètre à base de polyacrylamide (PAA) encapsulant du Ru(dpp(SO3)2)3 (Moreno et al.,  2003). Les 

nanoparticules obtenues présentaient un rendement quantique de production d’oxygène singulet élevé. 

Néanmoins, la matrice « quenchait » l’émission du 1O2. Ce n’est qu’après modification de la surface de 

ces nanoparticules par des fonctions amines (AFPAA) (pour amine-functionalized PAA) qu’ils ont 



81 

 

constaté que les groupements amines introduits pouvaient réagir avec les récepteurs spécifiques des 

cellules cancéreuses.  

δes nanoparticules polymériques biodégradables ont aussi fait l’objet de différents travaux dans le 

cadre de l’amélioration de la PDT. Parmi elles, on peut citer  les nanoparticules à base de silice. δ’équipe 

de Prasad a incorporé de manière covalente un PS hydrophobe, la HPPH dans des nanoparticules de silice 

ORMOSIL (pour « organically modified silica ») d’environ β0 nm (Prasad et al., β007). Cette équipe a 

constaté que les molécules de PS incorporées conservaient bien leurs propriétés photophysiques et leur 

activité phototoxique en générant de l’oxygène singulet et que les nanoparticules étaient reconnues par les 

cellules tumorales. δ’avantage de cette nanoformulation est le couplage covalent du PS à la 

nanoparticule. 

     III-2. Nanoparticules inorganiques  

Nous avons rassemblé dans une revue en β01β l’état des lieux sur l’utilisation de différentes 

nanoparticules inorganiques pour la PDT (Chouikrat et al., 2012). Cette revue est jointe ci-après. 



82 

 

 

Cwrent Medicinal Cllemisby, 2012,19, ????-???? 

Non Polymerie Nanoparticles for Photodynamic Therapy Applications: Recent 
Developments 

R. Chouikrat1
,3, A. Seve1

'\ R. Vanderesse#'2 , H. Benachour4
, M. Barberi-Heyob#'4 , S. Richeter, L. Raehm\ 

J.-O. Durand5
, M. Verelsr and C. Frochot*,#,t 

1LaboratoireRéactions et Génie des Procédés, UPR 3349, Nancy-Université, 1, rue Grandville, BP451, 54001 Nancy Cedex, France 
2Laboratoire de Chimie-Physique Macromoléculaire, UMR CNRS-INPL 7568, Nancy-Université, 1 rue Grandville, BP451, 54001 
Nancy Cedex, France 
3Centre d 'Elaboration de Matériaux et d'Eh1des Struch1rales, Université de Toulouse - UPS, 29 rue Jeanne Marvig, BP 94347, 31055 
Toulouse, Cedex 4, France 

'Centre de Recherche en Automatique de Nancy, UMR 7039, Nancy-Université, CNRS, Cemre Alexis Vautrin, Brabois, Avenue de 
Bourgogne, 54511 Vandoeuvre-lès-Nancy Cedex, France 
5Jnstitut Charles Gerhardt Montpellier, UMR 5253 CNRS·UM2-ENSCM·UM1, Equipe Chimie Moléculaire et Organisation du 
Solide, CCJ701 Place Eugène Bataillon, 34095 Montpellier Cedex 05, France 

Abstract: Photodynamic therapy has emerged as an alternative to chemotherapy and radiotherapy for cancer treaunent. Nanoparticles 
have recently been proposed as effective carriers for photosensitizers. Depending on their chemical composition, these can be used for 
diagnosis and thcrapy duc to the selective accumulation of the photoscnsitizcr in cancer cclls in vUro or in tumors in vivo. Multifunctional 
nanoplatforms combining severa! applications witltin the same nano-object emerge as potential important theranostic tools. This review, 
based on the chemical nature of the nanoparticles will discuss recent advances in the area of non polymerie nanoparticles for 
photodynamic therapy applications. 
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INTRODUCTION 

Over the last few years, photodynamic therapy (PDT) has 
emerged as an alternative to chemotherapy and radiotherapy for the 
treatment ofvarious dise ases including cancer [1 , 2]. It invoives the 
use of light, photosensitizers (PS) and oxygen. The excitation of 
photosensitizers (PSs) with light of an appropriate wavelength leads 
to energy or electron transfer to neighboring oxygen or substrate 
molecules [3]. Reactive Oxygen Species (ROS) and singlet oxygen 
co,) which are commonly accepted to be the main cytotoxic 
species are formed and lead to the destruction of cancer cells by 
both apoptosis and necrosis. The efli.cacy of PDT def-ends on the 
photosensitizer's ability to produce ROS and 0 2, oxygen 
availability [4], light dose and photosensitizer concentration in the 
treated area. 

PDT is an alternative treatment approach to cancer treatment. 
However, the clinical efliciencyofthis teclmique is oftenl imited by 
the difliculty in admin.istering mostly hydrophobie photosensitizers 
intravenously, low photodynamic yield of the hydrophobie 
photosensitizers due to their aggregation in solution, inadequate 
pharmacokinetic due to the low water solubility of the majority of 
the photosensitizers used, and the low selectivity towards malignant 
tissues. 

To improve the accumulation of photosensitizers into the 
desired area, anticancer therapy tends towards creating hybrid 
molecules composed of a photo-activatable principle associated 
with a recognition module. Conjugation of a photosensitizer with 
targeting morlule< "'teh a$ sugars ['i] or folie acirl [6], which have a 
particular affinity for the cognate receptors present in abnormally 
large numbers on the turner surface, leads to a significant and 
selective increase in cellular incorporation, and therefore of 
photodynamic activity. Even if a great deal of effort 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 cells, very few have been 
evaluated for clinical applications mainly because their in vivo 
selectivity was not high enough [7]. 

New improvements concern the use of nanoparticles thal can 
work as carrier for anti-cancer agent delivery. An indication of the 
leve! of interest in nanoparticles for therapeutic applications is 
illustrated by the number of reviews thal have been written in the 
last two years on nanoparticles and citing PDT in control of oral 
biofilm [8] antimicrobial POT [9] and in combination with other 
anti-turnor modalities [10]. They do indeed have many advantages 
such as good colloidal stability, effective protection of encapsulated 
drug against enzymes and hydrolysis, surface tailorability and 
multifunctionality, and relatively easy to prepare. More 
importantly, thanks to their size, nanoparticles allow the selective 
accumulation of the PS in cancer cells due to the enhanced 
permeability and retention (EPR) effect of turnor tissues [II ]. In 
2010, an overview of the different methods for the synthesis of 
silica-based nanoparticles, from the pioneering works to the latest 
achievements, was provided by our team [12]. ln a book chapter, 
we also described the main nanoparticles possessing a three 
dimensional rigid matrix for PDT applications [13]. Since then, two 
reviews and a book chapter have been devoted to the use of 
nanoplatforms to improve PDT applications [ 14-16]. 

In this review we will focus on the l atest works related to 
nanoparticles possessing a three dimensional rigid matrix except 
quantum clot<. r .ip.-.;omes, micelles [17-21 ], low-rlensity lipoprntein 
[22], polymer-based [23·29], lipid nanoparticles [30], HAS [31-34], 
hydrogel or nanogel [35, 36], chitosan [37 -40], dendrimers [ 41] and 
pluronic [42] will not be described here. 

NANOPARTICULAR SYSTEM FOR PDT 

The development of nanoparticles·based photosensitizers can 
overcome most of the shortcomings of classic photosensitizers such 
as liver accumulation [43-45]. The different types of nanoparticles 
designed for PDT applications are shown in Fig. (1). 

® 2012 Btnthllnt Sctm.ct Publlshtts 
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Non-biodegradable nanopartic les carriers 

*passive nanoparticles: 1) rnagnetic, g) gold, h) rnultifunctional silica, k) nanotubes, 1) zeolite 

*active nanoparticles: i) quantum dot~ j) up-converting NPs. 

Their composition chamcteristics for drug delivery m cancer 
are: [43] 

Polymerie nanoparticles that can be made biodegradable by an 
appropriate choice of compositio n and structure. 

Their surfaces can be modified with ftu1ctional groups 
possessing a diverse array of chemical or biochemical 
properties. The nanoparticles can be tailored with compositions 
so !hat ù1ey do not tmdergo enzymatic degradation and ùms 
effectively protect the encapsulated probes or drugs. 

Due lo tl1eir sub-cellular and nanometer size, they can penetrate 
deep into tissues ùu·ough fme capillanes and pass through the 
fenestrae into ù1e epitl1elial lining ù1e blood vessels. 

Depcnding on their chemical composition, tl1ey may be: 

resistant to microbial attack (for example silica nanopa1ticles)) 

immunogenic, not eliciting any immw1e rcsponse when 
introduced in the body' s circula tory system, which often leads 
to severe consequences by shutting off or clogging up Ù1e 
circulatory system (for cxample small nanoparticles wiù1 
hydroph ilic surfactant) 

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

They can have higher extinction coefficientl! !han organic dy es. 

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

Polymerie nanoparticles provide three different structurnl 
platfonns for diagnosis and ù1erapy nan1ely: 

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

u a surface which can be functionalized to attach tmgeting 
groups to carry the nanoparticles to cells or biological sites 
expressing appropriate receptors. In 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 
dispersibility in a variety of nuid media; 

and 

m pores in Ù1e na.noparticles, which can be tailored to be of 
specifie siz;:s to allow selective intake or release of 
biologically active molecules or to activate therapeutic 
agents. Thus Ù1e area of mesoporous polymers witl1 
controlled porosity is of intense current activity and interest. 
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Non Polymerie Nanoparticlesfor Pholodynamic Therapy Applicadons 

They can be used for different therapies ( e.g radiotherapy, 
hypertherrnia). 

A possible classification of nanoparticles used for PDT relies 
on their chemical composition. In this review, we will oniy discuss 
the most recent developments nanoparticles 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 all the non polymerie 
nanoparticles based PDT systems except quantum dots with the 
type of nanaoparticle, their size, the photosensitizer !hat has been 
encapsulated (E) or covalently linked and in vitro or in vivo 
experirnents. 

GOLD NANOPARTICLES 

Arnong ali the metal nanoparticles, gold NPs (AuNPs) are 
receiving the greatest attention mainiy due to a combination of 
unique properties !hat !end themselves to multiple applications such 
as labeling, delivery, heating and sensing. Moreover, due to 
localized surface plasmon resonances, it has been recently 
demonstrated !hat the field enhancement of the incident light 
around gold nanoparticles could be used to increase the excitation 
efficacy of the photosensitizer [133]. Reurn et al. worked on the 
functionalization of gold surface nanoparticles using a layer by 
layer technique (14.5 nrn diarneter) [58, 59]. Citrate-stabilized gold 
nanoparticles negatively charged were encapsulated with a 
poly(allylarnine hydrochloride) (PAH) layer. A mTHPP
polystyrene sulfonate complex (PSS/mTHPP) was prepared and 
increased the solubility of mTHPP in water. 7t-7t interactions and 
hydrogen bonds were involved in the immobilization of mTHPP as 
shown by docking studies. The negatively charged complex was 
then adsorbed on the surface of the PAH-gold nanoparticles. Five 
layers, three PAH and two PSS/mTHPP were used to embed the 
gold nanoparticles and 1035 mTHPP molecules by gold 
nanoparticle were encapsulated. Unfortunately, no PDT 
experiments were performed. 

The tearn of D. Russell was the first to develop in 2002 
phthalocyanine-stabilized gold nanoparticles as potential delivery 
vehicle (Table 1). The sarne tearn studied the in vivo efficacy of the 
C l!Pc phthalocyanine derivative and the corresponding AuNP
CllPc conjugales (2-4 nrn) for the PDT of arnelanotic melanoma 
(B78Hl cells) sub-cutaneously transplanted on rnice [54]. 
Interestingly, the AuNP-CllPc conjugales were found to target 
cancer tissues more selectively and to induce a more extensive PDT 
response compared to the free C llPc photosensitizer. Moreover, 
longer blood circulation and greater accumulation in most organs 
were observed with AuNP-C llP c conjugales. Vascular damage 
observed by electron rnicroscopy suggested !hat the PDT efficacy 
can be explained by an anti-angiogenic action promoted by the 
AuNP-CllPc conjugales. More recently, they described the 
vectorization of AuNP-CllPc conjugales for PDT of breast cancer 
cell !ines by functionalizing the AuNPs surface with a 
heterobifunctional polyethylene glycol HS-PEG-COOH 3000 viaS
Au linkage and by attaching anti-HER2 monoclonal antibodies to 
the PEG chain via an amide linkage [57]. Anti-HER2 antibodies are 
able to specifically target HER2 epiderrnal growth factor cell 
surface receptors overexpressed on the surface ofbreast cancer cells 
like SK-BR-3. Thus, anti-HER2 antibodies were found to enhance 
the selective targeting of this type ofbreast cancer celland through 
the efficacy of the 4-component "antibody-Cl!Pc-PEG-AuNPs" 
conjugales for PDT applications. 

In another study, Zaruba et al. synthesized and irnrnobilized 
two porphyrin-brucine quaternary ammonium sal ts on gold 
nanoparticles (14.7 nrn diarneter) [55]. The porphyrin-brucine 
systems were incubated with mouse marnrnary carcinoma cell line 
4T 1. Confocal rnicroscopy experirnents demonstrated the 
localization of the porphyrin derivatives in the lysosomes. In vitro 
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PDT experiments showed !hat porphyrin-brucine alone were more 
effective for cancer cell death !han when irnrnobilized on gold 
nanoparticles. However in vivo experirnents revealed a higher PDT 
efficacy of the porphyrin system bonded on the gold nanoparticles 
due to the interactions of plasma proteins with the nanoparticles, 
and an enhanced EPR effect, resulting in the patent accumulation of 
the nanoparticles in turnors. 

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 (P c4) 
photosensitizer through Van der Walls interactions. Drug release 
experiments showed thal Pc4 molecules were released within the 
fust two hours, and that turnor cells accumulated the diug [51]. 
Moreover, in vivo experiments showed an enhanced accumulation 
of Pc4 molecules in turnor sites of cancer-bearing mi ce. The AuNP
Pc4 conjugales drarnatically decreased the diug delivery tirne 
necessary for PDT from two days to two hours compared to free 
Pc4 molecules. The efficacy of PDT can be deduced by observing a 
decrease of the turnor volume which bec ame necrotic. Cheng et al. 
also showed that diug delivery into HeLa cancer cells, and !hus 
PDT efficiency were strongly affected by the natrue of the bond 
between the photosensitizer and the AuNPs [134]. Non-covalent 
interactions between AuNPs and Pc4 molecules were essential for 
effective drug release and a significant uptake of the photosensitizer 
into the cells . In vivo biodistribution of Pc4 in rat glioma (9 L) 
cancer bearing-rnice confirmed this fact and showed a rapid 
accumulation of the photoactive drug within the turnor tissue [56]. 
Moreover, this study allowed the authors to determine a PDT time 
window from 1 to 6 hours after intravenous injection. The possible 
mechanism involves Au-NP-Pc4 accumulation in turnors, the 
release of the drug from the nanoparticle and its transport into the 
cytoplasm of turnor cells by low density lipoproteins and other 
hydrophobie molecules. The 7-days test period also showed rapid 
diug and AuNPs excretion by renal clearance and the hepatobiliary 
system. 

SILICA NANOPARTICLES 

Arnong the variety ofnanoparticles, silica-based nanomaterials 
have very recently emerged as prornising vectors for PDT 
applications. Silica nanoparticles are indeed chernically inert and 
the silica matrix porosity is not susceptible to swcll or change with 
a varying pH. A variety of precursors and methods are available for 
their synthesis allowing flexibility and !hus meaning numerous 
PDT diugs can be encapsulated. Furtherrnore, particles size, shape, 
porosity and mono-dispersibility can be easily controlled during 
their preparation [12]. Moreover silica nanoparticles are especially 
suitable for PDT since they do not release the photosensitizer but 
allow 0 2 and 10 2 to diffuse in and out through the shell of silica 
nanovehicles, reducing the risk of toxicity and vascular clogging 
caused by free PSs aggregate into clusters in blood. 

Non Covalent Encapsulation of PS In Silica Nanoparticles 

Following the pioneering work of Prasad and Kopelman groups 
[60, 61], several researchers have tried to encapsulate PS inside 
silica nanoparticles (Table 1). In 2003, the precursor work of 
Kopehnan led to the encapsulation of meta-tetra(hydroxyphenyl) 
chlorin or Foscan"' into silica nanoparticles [60]. The sarne group 
published the encapsulation of methylene blue [ 62] or more 
recently polyacrylarnide-based (PAA) nanoparticles were 
engineered for the 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 biological environrnent. 
After attachrnent of F3 peptide groups for targeting, each type of 
nanoparticle was tested in vitro for PDT with MDA-MB-435 turnor 
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Table 1. Three Dimensional Rigid Matrix Nanoparücles (Except Quantum Dots) for PDT Applications 

Type or Size(mn) PS CIE Phototoxicity t est. In vllro modtl f.ti.(s) 

nanopaticles 

Gold 2·4 ZnPc c 46] 

2 · 4 ZnPc c human malignant cervical cells (Hela) 47] 

8-25 choliniwn -Purpurin-18 c Hum an hmg carcinoma cell, A596 48] 

30 ALA E human neonatal dermal fibroblast and human fibrosarcoma (HT 1080) 49] 

Pc4 CIE human malignant cervical cells (Hela) 50,51] 

L: 35 Toluidine blue 0 c bacteria 52] 

W:9 

L: 35 Indocyanine green c human Jung carcinoma malignant cell line (A549) 53] 

W: 9 

2 ·4 CllPc c C57 mice-amelanotic melanoma 54] 

15 Porphyrin-brudne E PEICA-PJ34 squamous cell cardnoma ctlls lint ]55] 

Pc4 CIE Rat glioma cancer ceUs (9 L) (ovenxpressing EGFR +TfR) ]56] 

C l U 'c c breait cancer ceu Hnts (SK-HK-3 [57) 

- MDA-MB-231) 

15 mTHPP E [58, 59) 

Silica 180 mTHPC E 60 ] 

30 HPPH E Ud -107, hrnnan epithelial ovarian canin orna, Hela 61] 

160 Methylene blue E C6 (ratglioma) 62] 

10 fullerene c 63] 

30 HPPH+BDSA E human malignant cetvical cells (Hela) 64] 

25 HPPH E 65] 

20 IP c colon 26 66] 

130 HypocrellinA E human malignant ceJVical cells (Hela) 67,68] 

55 -90 Pp IX c 69] 

25 PPIX E human matignant ceJVical cells (Hela) 70] 

30 mTIIPC E human oesophageal cancer cells KYSE 510 71 ] 

25 -30 Pc4 E melanoma cells (A-375 andB16-FlO) 72] 

60 Two-photon absotption PS E macrcphages 73] 

105 M ethylene blue E human malignant ceJVical cells (Hela) +balb/c nudemice 74 ] 

110 Pp IX c human malignant ceJVical cells (Hela) 75 ] 

70-100 PdTPP c breast cancer cellline (MDA-MB-231 ), glioblastoma cells (U87-MG) 76] 

160 Anionic porphyrin c MDA-MB-231breast cancer cell line 77] 

57 hematoporphyrin c H0-8910 PMcells 78] 

10, 25, 60 Pp IX E colon cancer cell line (HCf 116) and HT29, A431 , LLBC37, MDA-MB- 79] 

231 

110 HypocrellinA E human malignant ceJVical cells (Hela) 21) 

100 HypocrellinB E breast cancer cellline (MCF-7 ) 80] 

50-80 Rose bengal c staphylocorus aureus (MRSA) and staphylocorus epi dennis. 81] 

78 -1 50 porphyrin c breast cancer cellline (MDA-MB-231) 82] 

50 TPP E 83 ] 

10-200 Pp IX E HCT 116 (colon canctr line) ]84] 

8-14 TPC c MDA-MB-231 brtast cancer ctU line ]85] 

Silica 60 ·120 merocyanin E breast cancer cells lin es (MCF-7/AZ) 86] 

NaYF.JYb3+, 30 IIPPII-DDSA E human malignant cervical cells (IIela) 65 ) 
Er3+ 

35 -60 ZnPc E bladder cancer celllines (MB49) 81, 87] 

30 Chlorin e6 TCPP E ]88] 

30 Chlorin t6 c Htla ctUs 4T1 murine ]89] 
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Type or 

nanopaticlts 

silicon 

Carbon nanotube 

Ti02 

ZnO 

Mg-Al hy droxides 

Ca-phosphate 

zeolite 

Iron oxide + 

PAA or Silica 

Poly acrylamide 

Co/Fe/Mo 

nano·BMPF 

Si.ze(run) PS CIE Phototoxicity t t st. In vitro modd 

3·4 

2.4 

Chlorin e6 E 

Bodipy -based PS E 

phenosafranine and Nile E 
Blue 

300 

Chlorin e6 E 

Chlorin e6 E 

150 

ZnPc E 

100-175 c 
10 

40 

meso-tetra (o -amino phenyl) c 
porphyrin 

3-4 TPP, H1TPP(NH2), C 
Hz1PP(NH2)1 and 
ZnlPP (NHz)z 

daunorubic1n 

Pp IX E 

lOO mTIIPP M ethylene Blue E 

5 0 tetra-tert-butyl-rubstituted c 
Si1v, phthalocyanine 
di hydroxyle 

30·60 Photofrin~ E 

30-60 Photofrin~ E 

40 Photofrin~ E 

30 M ethylene blue E 

55 Ir(III)) complex c 

33 TPHC c 

50 TPHC c 

20·30 Purpurin-18 E 

20·30 PHPP E 

25 HPPH E 

30-50 PHPP E 

50 ZnPc c 
13-18 l\1B dtriv:ativts c 

Chlorophyllin E 

20 Cd c 
136 fulkrmt E 

rn ouse fibroblasts 

BHK-21 (mouse fibroblast) 

HeLa T-24 human bladder cell s 

human LoVo cancer 

human malignant cetvical cells (Hela) 

cancer murine thymie lymphoma (EL-4) 

MCF-7 breast cancer cell line 

HepG2, THP-l,HDFscells, 

Leishmania parasites 

HtpG2 cancer cens 

hum an malignant cervical cens (Hela) 

U251 hum an gUo- blastoma ct U lint 

C32ct lls 

human carcinoma Nlli:OVCAR -3 cells 

SMMC 7721 ct ns 

HT29 colon cancer cells, HIG-82 synoviocytes. J774A.1 macrophages 

E. Coli and N. Gonorrhoeaebacteria 

MDA·MB -435 hum an breast cancer 

9L (ratglioma) 

MDA·MB -435 hum an breast cancer + 9L (rat glioma) 

human malignant cetvical cells (Hela) 

RAW 264.7 and U937 cell s 

apolipoprotein E deficient (apoE-/·) mi ce 

SW480 colon carcinoma cells 

RIF-1 tumor cells 

hum an H tpatomacdls QGY-7703, H t.La cens 

hum an breast cancer cdls (1\IDA-MB-435) 

gingival fibroblasts cells 

M GC803ctlls 

Size: hydrodyuamic diameter in nm; P S: photosensitiz er; CIE: C covalently coupled, E encaprulated; 

(Tablt 1) . Contd ..... 

f..r.(s) 

90] 

91] 

92] 

93] 

94] 

95 , 96] 

97] 

98, 99] 

l OO ] 

10 1, 102] 

103, 104] 

]105] 

]106] 

]107, 108] 

]109] 

llO] 

]Ill, ll2] 

[83, 113, 114] 

111 , 115] 

116] 

117] 

11 8] 

119] 

120] 

12 1] 

122] 

123] 

124] 

125] 

126] 

127] 

125] 

]128] 

]12 9] 

]130] 

]131] 

]132] 

BTB: Bromothym ol Blue; BCP: Bromocresol Purple; BDSA: 9,10-bis [4 '-(4 " -Aminostyryl)styryl)-anthracene; BMPF: bismethanophosphonate fullerene; CllPc: Zn(II)· 
phthalocyanine disulphide; HPPH: 2·(1-hexyloxyethyl)-2 -devinyl-pyropheophorbide; IP: iodobenzylpyropheophorbide; Mo-Clli: molybdenum chlorophyllin; MSN: mesoporous 
silica nanoparticles; meso·tetra(o ·aminophenyl) porphyrin; mTIIPC: meta ·tetra(hydroxyphenyl)chlorin; mTIIPP : meso-tetrahydroxyphenyl porphyrin; PC: 
phthalocyaninedihydroxyle; Pc4: silicon phthalocyanine 4; Pc19: Silicon phthalocyanine 21 9; PHPP: 2,7 ,12,18-tetramethyl-3,8-di(l-propoxyethyl)-13,17 -bis-(3· 
hy droxypropyl)poqityrin; PpiX : Protop orphyrin IX; PdrPP: Pd-meso-tetra(4-carboxyphenyl) porphyrin; PHPP: 2,7,12,18-tetramethyl-3,8-di(1·propoxyethyl)·13,17-bis·(3 · 
hy droxypropyl)poqityrin; TPC: 5-(4-carboxyphenyl) -1 0,15,20-triphenyl-chlorin; TCPP: meso·tetra(4-carboxyphenyl)porphine; TPHC: 5-(4-carboxyphenyl)·10,15,20·tripheny l·2,3· 
dihydrochlorin; TPP: meso-tetraphenyl porphyrin; ZnPc: Zinc(II) phthalocyanine; "· " :not spedfied. 
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cells. Bolh kinds of nanoparticle resulted in effective turnor cell 
killing and did not cause dark toxicity [129]. 

Thienot et al. also described in 201 0 one pot synlhesis of hybrid 
versatile nanocarrier exhibiting efficient stability in biological 
environrnent [84]. These nanoparticles are made of PpiX silica
based nanocarriers wilh bilayer coating of trielho"yvinylsilane. One 
oflhe advantages of this synlhetic strategy is lhat lhese nanocarriers 
may be tuned v.ithin lhe nanometer range from 10 nrn to 200 nrn by 
control of lhe temperature, reagents quantities and co-surfactant 
agent. The Pp!X silica-based nanocarriers show efficient 
accumulation v.ithin turnors. The generation of 10 2 was determined 
chemically by bleaching ofOPBF. 

Two-photon absorption (TPA)-induced excitation of 
photosensitizers is a promising approach for increasing light 
penetration [ 135] as weil as np-conversion, in which ex ci tati on light 
at a longer wavelenglh produces emission at a shorter wavelenglh. 
This concept of photon up-converting nanoparticles (PUNPs) for 
POT was fust published by Zhang et al. [86]. NaYFJYb3+, ErH 
nanoparticles have been used as PUNP and coated wilh a PS 
(Merocyanine 540)-encapsulating porous 1hin layer of silica. 
Recently, lhe tearn of Zhang et al. described sodium yttrium 
fluoride np-conversion nanoparticles as a carrier for zinc(II)
phtalocyanine. Mesoporous silica was coated onto NaYF4 

nanocrystals to forma core-shell structure loaded wilh ZnPc. Upon 
irradiation at 980 nrn, lhey proved lhat lhe PUNP activated lhe PS 
and showed a strong photodynamic effect on MB49 cells [81 , 87]. 
Wang and his tearn published pegylated NaYF4 PUNP loaded wilh 
a chernolherapy molecule doxorubicin physically adsorbed and 
targeted by folie acid. To test whelher their drug loading could be 
applied to POT, lhey incubated lhe PUNP with Ce6 and TCPP and 
showed a loading capacity of 8.6 % (w/w) and 7.3% (w/w) 
respectively [89]. More recently, they were lhe first tearn to 
demonstrate in vivo NIR-induced POT based on PUNPs in animal 
experiments [89]. In this work, lhey loaded ce6 onto NaYF4 based 
PUNP functionalized by polyethyleneglycol. Their main conclusion 
is lhat allhough 10 2 formation is more effective using direct 
excitation of Ce6 at 660 nm !han excitation at 980 nm, lhe PUNP 
offers terrifically improved tissue penetration deplh and could be 
preferable for lhe treatruent oflarge or internai turnors. 

Covalent Encapsulation of PS In Silica N anoparticles 

When physically entrapped inside lhe silica network, lhe PS 
may be prematurely released from lhe carrier which can lead to a 
reduced efficiency of treatruent and to side-effects. Covalent 
coupling of lhe PS inside or at lhe surface of lhe nanoparticles is 
expected to overcome these drawbacks. Moreover, further progress 
in lhe field of silica nanoparticles for POT was achieved when 
multifunctional particles were functionalized by a biomolecule able 
to specifically target cancer cells. Active targeting represents an 
obvions field for improvement for POT. Until now, most of the 
efforts in lhe development of turnor targeting-photosensitizers 
focused on lhe targeting of markers over-expressed by turnor cells 
lhernselves even if anti-vascular strategies are becoming more and 
more important [7, 43, 136]. For reviews see [137, 138]. Our team 
[82] described the synlhesis of Silicalites and Mesoporous Silica 
Nanoparticles (MSN), which covalently incorporate original water
soluble porphyrins. POT was performed on MOA-MB-231 breast 
cancer cells and ali lhe nanoparticles showed a significant cell dealh 
after irradiation. The POT efficiency of the nanoparticles was not 
orùy correlated with the 10 2 quantum yield but also by cellular 
uptake and subcellular localization of lhe nanoparticles in the 
organelles. The most effective pathway consists of functionalizing 
lhe surface oflhe nanoparticles wilh a-mannose in arder to promote 
an active endocytosis of the nanoparticles by cancer cells. We 
showed thal the quantity of mannose on the surface should be 
carefully adjusted as loo high an arnount of mannose impairs the 
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phototoxicity of lhe nanoparticles. The data demonstrated lhat lhe 
optimization of the different pararneters of lhese multifunctional 
nanoparticles is a relevant prerequisite before lheir in vivo POT 
application. 

More recently [85], we conjugated a second generation 
photosensitizer, 5-( 4-carboxyphenyl)-1 0, 15,20-triphenyl-chlorin 
(TPC) and around four ATWLPPR peptide units to a hybrid 
gadolinium oxide nanoparticle lhat could be useful for magnetic 
resonance imaging (MRI) and POT. Hydrodynamic diarneter oflhe 
nanoparticles was comprised between 8 and 14 nm whereas lhe 
Gd,O, core had a hydrodynamic diameter of 3.8 nm. Nanoparticles 
conferred photosensitivity on MOA-MB-231 breast cancer cells 
over-expressing neuropilin-1, providing evidence thal TPC-grafted 
wi1hin lhe nanoparticle matrix can be photoactivated to yield 
photocytotoxic effects in vitro. For the first time, molecular aflinity 
was tested for peptide-functionalized nanoparticles, and lhe 
presence of four peptides ligand per nanoparticle was seemingly 
found to lead to a positive cooperativity in binding of ATWLPPR to 
NRP-1 protein. 

CARBON NANOPLATFORMS 

Single (SWNTs) or multiwalled carbon nanotubes (MWNTs) 
can be used as delivery agents for POT photosensitizers. Carbon 
nanotubes present severa! advantages. It has been shown lhat they 
are intemalized by mammalian cells [139] through endocytosis 
[140] even if olher mechanisms can occur [141], lhey are excreted 
from the body rapidly and present no significant cytotoxicity [142], 
lhey can be modified chemically [1 43, 144] but non covalent 
associations are also possible. Since lhe publication of our book 
chapter [13] no new work has been devoted to carbon nanotubes 
although one study covers lhe use of fullerene [132]. Indeed, 
fullerene and its derivatives have been extensively studied in lhe 
biomedical field. Their biological activities towards varions cell 
types have been reported, and previous results have highlighted 
lheu potential uses as photosensitizers in photodynarnic lherapy of 
turnor and photoinactivation of bacteria and viruses, 
antioxidative/cytoprotective reagents and carriers for drug delivery. 
In a recent publication, Yang et al. [132] described the effects of a 
BMPF (bismethanophosphonate fullerene) on matrix-related gene 
expression. Mediation of BMPF into water by OMSO leads to 
formation of an aqucous suspension of nanoparticlcs with an 
average size of 136.3 nm (nano-BMPF). These nanoparticles could 
induce a dawn-regulation of gene expression of matrix proteins 
aggrecan, type I and type II collagen and an up-regulation of gene 
expression of matrix metalloproteinase 3. IL-IRa (IL-l receptor 
antagonist), but not IL-l receptor 1, was transcriptionally inhibited 
by nano-BMPF. This data indicated a dise degeneration-inducing 
activity ofnano-BMPF, raising concems regarding possible adverse 
effects, while a fullerene-based treatment of dise diseases is 
ernployed. 

TI021ZNONANOPARTICLES 

Ti02 N anoparticles 

The application of Ti02 nanoparticles in !ife science 1s 
attracting more and more attention since the fust report of 
photocatalytic disinfection by Matsunaga et al. in 1985 [145]. In 
recent years, Ti02 nanoparticles were used in lhe field of 
photolherapy of malignant cells, and have been viewed as lhe 
potential photosensitizing agents for POT due to lheir unique 
phototoxic effect upon lhe irradiation [95, 146-151]. In 2010, Tessy 
Lapez group investigated the possible synergy of zinc 
phlhalocyanines (ZnPc), supported on Ti02 nanoparticles and 
probed their in vitro photoactivity using visible light, on cancer 
cells and Leishmania parasites [ 103, 1 04]. They studied lhe 
photosensitizing effect of ZnPc, nano-Ti0 2, and ZnPc-Ti02 
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conjugale, against a panel of tumor and normal mammalian cells 
and on promastigote fonns of Leishmania parasites. As was 
expected, nano-Ti02 alone under visible light irradiation was not 
phototoxic for the cells; in contras!, ZnPc treatment at the same 
condition was photoactive for ali the studied cells and parasites. 
The composite ZnPc-Ti02 was not found to be phototoxic for L. 
Chagasi or L. Panamensis promastigotes; however, it was active 
against tumor and nontumor mammalian cells but Jess !han the pure 
ZnP c PS, which may be due to their lower intemalization by the 
cells as compared to ZnPc. ZnPc-Ti02 was intemalized by the cells 
at a lower leve! !han ZnPc. The localization of ZnPc-Ti02 and 
ZnPc was observed in mitochondrial molecules. No fluorescence 
signal was observed in human-derived fibroblasts exposed to ZnPc
Ti02. 

A newly developed therapy for cancer treatrnent is 
sonodynamic/photodynamic therapy (SOT/POT). SOT is analogons 
to POT except !hat drug activation is achieved through ultrasound 
instead of light. One of the main advantages is that, unlike visible 
light, ultrasound can be non invasive when applied from the 
exterior of the body and is capable of deep penetration. 
Yamaguchi's group developed a novel water-dispersed Ti02 
nanoparticle modified by PEG and demonst.rated its photocatalytic 
anti-tumor effect on a glioma cell line [107]. In a more recent 
publication, the same group demonstrated !hat the sonodynamic 
cytotoxicity on U251 cells was strongly enhanced and was almost 
proportional to the duration of US exposure. In contras!, 
photodynarnic cytotoxicity seemed to have a threshold UV energy 
dose [!08]. In a similar way, Harada's group [109] and Ogino's 
group [105] studied the effect ofult.rasound combined with a Ti02 
nanoparticle on respective! y melanoma cells in vitro and in vivo and 
HepG2 cancer cells. 

Liu et al. [1 06] proposed the Pt/Ti02 nanocomposite for cancer
cell treatrnent because noble metal nanoparticles are supposed to 
enhance the photocatalytic activi ty of Ti02 nanoparticles . To 
evaluate the cancer-cell killing effect of their Pt/Ti02 

nanocomposite, Ti02 and Au/Ti02 nanoparticles were also 
introduced. The prepared Pt/Ti02 nanocomposite was characterized 
with transmission electron microscopy (rEM) and UV- vis 
absorption spectra. Results of cell treatrnent showed thal Pt/Ti02 
nanocomposite, as extremely stable metal- semiconductor 
nanomaterial, could exhibit a very high photodynarnic efficiency 
under a mild ultraviolet radiation. Pt/Ti02 nanocomposite was 
found to be more effective in cancer cell treatrnent !han Ti02 and 
Au/Ti02 nanoparticles. As a result, the Pt/Ti02 nanocomposite may 
be presumed 1D have a promising application as a cancer-cell 
treatrnent. 

ZnO Nanoparticles 

Because of its potential of non-toxicity, zinc oxide (ZnO) is 
also a candidate for the materials applicable for biomedicine [llO, 
152, 153]. Furthermore, among the POT agents, ZnO is a material 
of particular interest due to its unique optical and electronic 
properties and lias been widely used for deviee applications 
including transducers, phosphors and variators [ 154]. 

Although ZnO nanoparticles have been intensive! y used in the 
cosmetic industry for many years, they have only recently been 
explored as active cancer therapy drugs themselves [153]. ZnO 
nanomaterials are considered to be relatively biocompatible, with 
bulk ZnO being recognized as a GRAS (generally recognized as 
safe) substance by the FOA ZnO lias traditionally been used for 
photocatalytic oxidation of organic pollutants [ 153]. For nanoscale 
ZnO, large numbers of valence band hales and/or a conduction 
band are available to serve in redox reaction. The hales are 
powerful oxidants and can split water molecules into H+ and OH
The conduction band electrons are good reducers and react with 
dissolved oxygen molecules to generale superoxide radical anions 
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(02
") which in tum reac! with H+ to generale HO,· radicals and 

others ROS. 

Based on the photodynamic therapy concept, the 
photoactivation of ZnO nanoparticles is predicted to lead to greater 
levels of ROS release. Recent studies have described the ability of 
ZnO nanoparticles conjugated to porphyrin to synergistically induce 
cytotoxicity in ovarian cancer on exposure toUV-A light [I !4]. 

Energy transfer from the photoexcited ZnO particle to the 
conjugated porphyrin has been studied very recently by Hiromitsu 
[! !2] and results from a Forster mechanism. Similar studies have 
demonstrated !hat co-adininistration of ZnO nanoparticles and 
daunorubicin resul ted in synergistic cytotoxic effects on leukemic 
cancer cells, which was enhanced further by UV irradiation [155]. 
In 201! Zhang et al. [113] carried out the same kind of study by 
loading daunorubicin on ZnO nanorods in arder to kill human 
hepatocarcinoma cells (SMMC-7721 cells). In this study ZnO 
nanorods appeared to be a good drug carrier and also an effective 
POT inducer. However, there are s1ill sorne drawbacks for ZnO 
nanostructures in the clinical use particularly the inability of UV 
light to penetrate deeper than 1 mru through skin. 

MAGNETIC NANOPARTICLES 

Magnetic nanoparticles are used extensively in the field of 
biomagnetics for a broad range of applications, such as drug 
delivery [!56-!59], cell labelling and sorting (! 60], magnetic 
resonance imaging, sensing [ 161, I 62] as well as therapeutic 
applications [163] such as an AC magnetic field-assisted cancer 
therapy, i.e. hyperthermia, POT (1 64]. Luminescent magnetic 
particles are also attractive tools for life science applications such 
as multimodal imaging, analyte monitoring, nanotherapeutics, and 
combinations thereof (165, 166]. 

In the field of POT, Tedesco's group recently reported on the 
synthesis and characterization of molybdenum chlorophyllin (Mo
Chl) compounds associated in a complex with magnetic 
nanoparticles (citrate-coated cobalt ferrite), the latter prepared as a 
biocompatible magnetic fluid (MF). This complex material was 
developed for application as a synergie diug for cancer treatrnent 
using POT and hyperthennia (HPT) [130]. Cellular viability was 
evaluated using gingival fibroblasts cells as a biological mode! 
Sh1dies perfonned with the complex Mo-Chl at different magnetic 
nanoparticle concentrations revealed a cellular viability of around 
95% for the ideal magnetic material concentration of l x J013 

particle.mL-1. This study shows !hat natural photosensitizers 
molecules Mo-Chl used in association with magnetic nanoparticles 
represent a promising generation of drugs developed to work 
synergistically in the treatrnent of neoplastic tissues using POT and 
HPT, painting towards its future application in clinical tests of 
neoplastic tissues. 

More recently, Huang et al. designed and prepared 
photosensitizer-conjugated magnetic nanoparticles (-20 nm 
diameter) for gastric cancer imaging and therapy using MGC803 
cells (131]. They found thal the covalently incorporated Ce6 
molecules retained their spectroscopie and functional properties for 
near infrared (NIR) fluorescence imaging and POT, and the core 
magnetic nanoparticles offered the functions of magnetically guided 
drug delivery MRI. ln vitro the POT effect of Ce6-MNPs to 
MGC803 cells was detected by CCK-8 assay. With the increase of 
drug and light doses, in vitro cell viability gradually decreased. ln 
vivo, according to the observation from NIR fluorescence imaging 
and MRI, 8 hours was selected as the suitable time point to 
implement POT. Compared to controls, the targeting POT treatrnent 
group (Ce6-MNPs) showed significant leve! of tumor regression. 
These results highlighted Ce6-MNPs own excellent imaging and 
targeting ability without compromising its photodynamic efficacy 
making them suitable for simultaneous targeting POT and dual-
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mode NIR fluorescence imaging and MRI of different kinds of 
tumor tissues in vivo. 

In a recent study, Zheng et al. developed a theranostic 
nanoplatfonn based on superparamagnetic magnetite nanoparticles 
[128]. The magnetic nanoparticles were wrapped in a shell ofsilica 
covalently encapsulating FITC for fluorescence imaging, using the 
reverse rnicroemulsion method. These nanoparticles were further 
embedded in a mesoporous silica shell with the photosensitizer 
tetra-substituted carboxyl aluminium phthalocyanine (AlC4Pc) 
covalently linked in the mesoporous silica framework. The surface 
of 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 with human hepatoma cells (QGY-7703). PDT 
experiments perfonned at 660 nm with these cells led to 70% cell 
death at a concentration of nanoplatfonn of 200 J.lg nù·' . Folate
functionalized nanoplatfonn showed a higher uptake !han non
functionalized nano-objects with HeLa cells due to folate receptors
mediated endocytosis. folate-functionalized nanoplatfonns led to 
60% HeLa cell death after perforrning PDT experiments. 

CONCLUSION 

The novel properties of nanomaterials make them an extremely 
prornising avenue for future technological breakthroughs. In the 
specifie field ofPDT, nanoparticle development can overcome most 
of the shortcornings of classic photosensitizers. The potential 
advantages of nanoparticles are thal a high "payload" can be 
delivered, they can transport hydrophobie drugs in the blood, their 
surface can be modified with functional groups and are generall y 
laken up effectively by cells and finally thal controlled release of 
the drug is possible. Moreover, in certain cases, it is also possible to 
excite the nanoparticles directly to create reactive oxygen species 
(up conversion nanoparticles, quantum dots, self-lighting 
nanoparticles). 

The fust nanoparticle photosensitizer adduct to obtain FDA 
approval in April 2000 was a liposomal fonnulation Verteporfin for 
injection, for the treatrnent of predominantly classic subfoveal 
choroidal neovascularisation due to age-related macular 
degeneration, pathologie myopia or presumed ocular 
histoplasmosis. Another promising liposomal fonnulation is the 
Foslip®, which is mTHPC encapsulated into dipalmitoyl 
phosphatifylcholine/dipalmitoyl phosphatidylglycerol liposomes. 
Nevertheless knowledge in this field still needs to be improved. 
More particularly, few studies are perfonned in vivo and the 
question of long tenn effects, bioaccumulation and even toxicity of 
the degraded nanoparticles is still open to question. Moreover, 
irradiation modalities such as light doses should be taken into 
account as it is likely !han the effect of light would be different 
using a nanoparticle or a lonely photosensitizer (in !enns of 
diffusion of light for exarnple ). To conclude then, altlwugh several 
challenges rernain before these nanoparticles can be adopted for 
clinical use, they probably offer a real hope for extending the reach 
of PDT to regions deep in the body. 

ABBREVIATIONS 

ALA 

AuNPs 

BTB 

BCP 

BDSA 

BMPF 

C 11Pc 

5-arninolevulinic acid 

gold nanoparticles 

Bromothymol Blue 

Bromocreso1 Purp1e 

9,1 O-bis [ 4' -( 4' ' -arninostyryl)styryl]-anthracene 

= bismethanophosphonate fullerene 

= Zn(II)-phtha1ocyanine disulphide 

DMSO 

DPBF 

EPR 

FDA 

GRAS 

HPPH 

IP 

MF 

Mo-Clù 

MSN 

MRI 

MTAP 

m-THPC 

mTHPP 

MWNTs 

NPs 

ORMOSIL 

PAA 

PA H 

PC 

Pc 

Pc4 

Pcl9 

PCR 

PDT 

PEG 

PHPP 

Pp IX 

PS 

PdTPP 

PHPP 

PSS 

PUNP 

ROS 

SDT 

SWNT 

TCPP 

TPC 

TPHC 

TPP 

TEM 

UV-Vis 

dimethylsulfoxide 

I ,3 diphenylisobenzofuran 

erihanced penneabili ty and retention 

Food and Drug Administration 

generally recognized as safe 

Chouikrat et aL 

2 -( 1-hexyloxyethyl)-2-devinyl-pyropheophorbide 

iodobenzylpyropheophorbide 

magnetic fluid 

molybdenum chlorophyllin 

= mesoporous silica nanoparticles 

= magnetic resonance imaging 

= meso-tetra(o-arninophenyl) porphyrin 

= mela-tetra(hydroxyphenyl)chlorin 

meso-tetrahydroxyphenyl porphyrin 

multiwalled carbonnanotubes 

nanopartic1es 

organically modified silica 

pol yacrylamide 

polyallylamine hydrochloride 

phthalocyaninedihydroxyle 

phthalocyanine 

silicon phthalocyanine 4 

Silicon phthalocyanine 219 

polymerase chain reaction 

photodynarnic therapy 

polyethylene glycol 

2, 7 ,12, 18-tetramethyl-3,8-di(1-propoxyethyl)-
13,17-bis-(3-hydroxypropyl)porphyrin 

Protoporphyrin IX 

photosensitizer 

Pd-meso-tetra( 4-carboxypheny1) porphyrin 

2, 7 ,12,18-tetramethyl-3,8-di(1-propoxyethyl)-
13,1 7 -bis-(3-hydroxypropyl)porphyrin 

polystyrene sulfonate 

photon up-converting nanoparticle 

Reactive Oxygen Species 

sonodynarnic therapy 

single walled carbon nanotube 

meso-tetra( 4-carboxyphenyl)porphin 

5-( 4-carboxyphenyl)-1 0, 15,20-triphenyl-chlorin 

5-( 4-carboxyphenyl)-1 0, 15,20-triphenyl-2,3-
dihydrochlorin 

meso-tetraphenyl porphyrin 

transmission electron microscopy 

ultraviolet-visible 

ZnPc Zinc(II) phtha1ocyanine 
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IV- Nanoparticules et radiothérapie 

 

IV-1. Rappels sur la radiothérapie 

δe but de la radiothérapie est d’utiliser les radiations ionisantes afin de détruire les cellules 

cancéreuses. Un verrou à cette technique est que lorsque l’on irradie une tumeur, les rayons traversent des 

tissus sains pour atteindre la cible tumorale, ce qui provoque des dommages dans ces tissus et 

potentiellement des effets secondaires. Par exemple, la tolérance du tissu sain cérébral a été déterminée 

sur la base des effets secondaires induits par les rayonnements ionisants. Elle est généralement fixée à 60 

Gy (délivrés en 30 fractions de 2 Gy). Il existe  une fenêtre thérapeutique limitée (figure 67) : plus la 

tumeur est radiosensible, plus large sera la fenêtre thérapeutique ; plus le tissu sain est radiosensible, plus 

grand sera le risque de dommage permanent (Borgh et al, 2010).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 67 : Fenêtre thérapeutique en radiothérapie (Nanobiotix®). 

δ’enjeu actuel et futur de la radiothérapie est de parvenir à limiter l’irradiation aux seules cellules 

cancéreuses afin de réduire ces effets indésirables. Malgré les nombreuses techniques innovantes 

notamment l’utilisation du fractionnement spatial de la dose, la plupart de ces techniques actuelles 

présentent des limites qui  restreignent la capacité des cliniciens à proposer des traitements hautement 

efficaces.  

Les nanoparticules peuvent apporter une aide précieuse à la radiothérapie en offrant une meilleure 

dosimétrie. En effet, elles peuvent augmenter la génération de radicaux libres induite par les radiations à 

proximité des nanoparticules. Pour ces applications, des nanoscintillateurs qui sont des nanoparticules à 
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base d’atomes lourds tels que les métaux nobles (or, platine) ou les terres rares sont à l’étude afin 

d’augmenter le nombre d’électrons Auger générés par l’irradiation (Hainfeld et al., β004) (Arviso et al., 

2012) (Butterworth et al., 2012) (Maggiorella et al., 2012) (Porcel et al., 2010) (Fang et al., 2009). 

δ’injection de ces nanoparticules avant le traitement de radiothérapie permet de générer des 

quantités importantes d’électrons lors de l’exposition aux radiations ionisantes. Ceci va permettre 

d’amplifier la dose d’énergie létale dans la tumeur alors que la dose de RX ayant traversé les tissus sains 

est restée inchangée. Ainsi, la fenêtre thérapeutique sera élargie (figure 68).  

 

Figure 68 : Représentation schématique de l’ouverture de la fenêtre thérapeutique de la 

radiothérapie apportée par les nanoscintillateurs (à gauche, radiothérapie seule ; à droite, 

radiothérapie en présence de nanoparticules) (Nanobiotix®). 

Nous avons colligé dans une revue les différents paramètres influençant la réponse de l’excitation 

des nanoparticules par des rayons X, pour des applications en radiothérapie et PDT (Retif et al., 2015).  
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Abstract 

This review focuses on the radiosensitization strategies that use high-Z nanoparticles. lt does not 
establish an exhaustive list of the works in this fie ld but rather propose constructive criticisms 
pointing out critical factors that cou Id improve the nanc-radiation therapy. Whereas most reviews 
show the chemists and/or biologists points of view, t he present analysis is also seen through the 
prism of the medical physicist. ln particular, we described and evaluated the influence of X-rays 
energy spectra using a numerical analysis. We observed a lack of standardization in preclinical 
studies that could partially explain the low number of translat ion to clinical applications for this 
innovative therapeutic strategy. Pointing out t he critical parameters of high-Z nanoparticles ra
diosensitization, this review is expected to contribute to a larger preclinical and clinical devel
opment. 

K~y words: Cancer; Nanopartid~s; Radiation therapy; Radiobiology; Radiosensitization; Photodynamic ther
apy. 

Introduction 
Nanomed.id ne is based on drug delivery usi.ng 

organic nallOmaterials as nanocarriers (1]. ll1orgm1-
ic-based na:nomateria.ls are mosUy developed for oUl
er health ca re appücation.s such as in vitro d.iagnosis 
a.nd in vivo imaging. For example, magnetic nanopar
tides (NP) are used for cell sorti.ng appl.ications in 
clinical d.iag11osis or magnet:ic resonance imagi.ng 
(MRI) (2]. More recently, nanomaterials have been 
developed to play a pivotai thcrapeutic rote by thei.r 
OWll. A pronünent illustrative example is NPs-bascd 
magnetic hyperU1erntia being developed for U1e 
treatment of cancer by the startup Magforce. 111 thi~ 

lreatment, ami.nosilane-coated magnetic NPs are in
jected into the tumor a11d subsequenUy heated with a 
newly developed magnetic fie ld appücator in order to 
indu ce apoptotic cell dea th [3]. 

Over the last decades, many research programs 
dealt with in vitro and in vivo appl.ications of NPs i11 
radiation therapy. Given that radiation therapy is not 
a selective antitumor lreabnent, the main chal.lenge 
for radiation oncologists, medical physicists and ra
diobiologi.sts is to increase ils therapeutic efficacy 
without i.ncreasing damages dealt to U1e surroullCting 
healthy tissues. Hence, the goal of combining NPs 

http://www.thno.org 
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with radiation therapy is to increase the differentiai 
effect between healthy and tumor tissues. 

Different mechanisms of interaction between 
X-rays and NPs are expected according to NPs chem
ical nature. We could distinguish between (i) high 
atomic number Z, NPs that enhance the photoelectric 
and Compton effects (and thus the subsequent emis
sions of secondary electrons) to increase conventional 
radiation therapy efficacy; (ii) X-ray triggered 
drug-releasing NPs that, for instance, uses 
drug-loaded NP [4). Under irradiation, the NP cap
sule is destroyed and the drug is released inside the 
targeted tissues. (iii) Self-lighting photodynamic NPs 
that are usually made of a lanthanide-doped high-Z 
core [5). Once irradiated by X-rays, the scintillator 
core emits a visible light and activates a photosensi
tizer that generates singlet oxygen (10 2) for tumor 
destruction. These NPs combine both photodynamic 
therapy (PDT) that genera tes reactive oxygen species 
(ROS) and enhanced radiation therapy (high-Z core). 

The present review focuses on the radiosensiti
zation strategies that use high-Z NPs. In this context, 
these NPs can intensify the production of secondary 
electrons and ROS that in turn enhance radiation 
therapy effects. The most studied NPs are gold-based 
NPs (GNPs) that were widely described in particular 
by Hainfeld et al. [6). Recent studies have also re
ported the use of lanthanide-based NPs, titanium ox
ide nanotubes or cadmium selenide quantum dots 
[7-10). For example, gadolinium-based NPs, besides 
the ir high-Z, offer an innovative approach due to their 
capacity to act as powerful contrast agents in MRI 
[11). Interestingly, sorne authors used silver-based 
NPs to take advantage of its excellent surface en
hanced Raman scattering and broad-spectrum anti
microbial activities [12). 

There are only few NPs available on the market 
which is probably a consequence of the difficulties to 

crea te large-scale production with adapted character
izations and the high-cost of the whole process. In a 
recent review, Coulter et al. [13) highlight the gap 
between the wealth of preclinical data supporting 
high-Z NPs as effective radiosensitizers and the low 
number of clinical studies (indeed only one phase I 
clinical trial) and regret the Jack of rigorous and sys
tematic methodologies to evaluate NPs efficacy. In 
agreement with this observation, we focused on the 
critical parameters that could influence the radiosen
sitizing power of nanoparticles and methods used to 
assess the radiosensitizing properties of high-Z na
noparticles in silico, in vitro and in vivo. 

The aim of this review is not to establish for the 
first time an exhaustive list of the works in this field 
but rather propose constructive criticisms painting 
out critical factors that could improve the 
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nana-radiation therapy strategies. While most reviews 
show the chemists and/ or biologists points of view, 
the present analysis is also se en through the prism of 
the medical physicist. 

We have studied 64 papers that mentioned the 
words radiation therapy (or radiotherapy) and nanoparti
cles during the period late 2008 - 2014. In our me
ta-analysis, we have distinguished on one side, the 
factors unrelated to nanoparticle, and on the other, 
parameters depending on the nanoparticle design. 
Notably, we have carried out a numerical analysis to 
assess the influence of the irradiation source by 
measuring the dose modifying factor on survival 
curves for in vitro studies which used clinical X-rays 
only (no isotopes, ions, synchrotron or electron 
beams). Furthermore, this paper describes the mul
ti-scale impact of nanoparticle design, as it could de
termine the interaction probability with ionizing ra
d iations (we considered X-rays only), the capacity to 
generate ROS and the cellular localization or tissue 
distribution ofNPs. 

How to measure the nanoparti
cles-mediated improvement? 

In this part, following the description of recom
mended methods to measure in v itro radiation thera
py efficacy, we will detail three approaches to assess 
the enhancementof radiation therapy efficacy by NPs: 
(i) the determination of the Dose Modifying Factor 
(DMF) based on survival curves, (ii) the determina
tion of the Nanoparticle-mediated Enhancement Ratio 
(NER) after a single radiation dose and (iii) the varia
tion of the ROS production upon irradiation. 

When possible, the DMF should be chosen over 
the NER which can be seen as a "special case" of the 
DMF where only one irradiation dose had been ap
plied. The measurement of the ROS production can be 
done alone or in addition to the DMF /NER evalua
tion in order to find w hi ch lethal effects are prevail
ing. 

ln vitro assessment of radiation therapy effect 

In radiation therapy, clinically relevant dose of 
radiation generate DNA damage that could lead to 
early cel! dea th but rather result in cel! dea th after one 
or more cel! divisions. Renee, a cel! is " radiobiologi
cally dead" only if its reproductive integrity is !ost. In 
vitro, the gold standard to evalua te the cytotoxicity of 
ionizing radiations is the clonogenic assay (also called 
CFU assay for Colony Forming Unit) as it tests every 
cel! in the population for its ability to undergo unlim
ited division, thus taking into account the "cel! re
productive death" [14). Results of clonogenic assay 
are generally plotted as "survival curves" which rep
resent the fraction of surviving cells as a function of 

htrp://www.chno.org 
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the dose (typically 0 to 10 Gy). The linear-quadratic 
(LQ) mode! is the most common representation used 
to fit the experimental curves and to describe cel! 
survival. For a single fraction at a dose D [Gy), the 
fraction of surviving cells S is described by the LQ 
mode! as: 

S = e-< aD--po') 

where a and f3 are two mode! parameters. The LQ 
mode! also al!ows the estimation of the SF2 parame ter 
that describes the survival fraction at 2 Gy, i.e. a dose 
fractionation widely used in clinical practice for cura
tive treatments. Even though the LQ mode! is w idely 
used in radiation therapy studies, it is also still con
troversial [15). Moreover, it was not proven that the 
LQ mode! could describe dose-effect relations in the 
presence of NPs and it should therefore be used with 
ca re. 

Measurement of the DMF on survival curves 
To evaluate the efficacy increase in classical ra

diation biology, it is customary to use the Relative 
Biological Effectiveness (RBE) which is defined as the 
ratio of a dose of standard radiation (e.g. photons) to a 
dose of any other type of ionizing particles (i.e. pro
tons, neutron, etc) to produce the same biological ef
fect [16). The RBE is clinically relevant as it could al
low clinicians to adapt the delivered doses according 
to the performances of the new therapeutic system or 
strategy, in comparison to conventional treatments. 
For example, medical physicists and radiation oncol
ogists would have to deliver 30 Gy with NPs instead 
of delivering 60 Gy, if the therapeutic strategy "X-rays 
with NPs" was characterized by a RBE of 2. The con
cept of RBE has already been discussed by the Inter
national Commission on Radiological Protection 
(ICRP) [17) and the International Commission on Ra
diation Units & Measurement (ICRU) [18). 

The RBE is very close to the conceptofDMF that 
applies to radiosensitizers or radioprotectors and 
should be useful and relevant with NPs. As defined 
by the International Atomic Energy Agency (AIEA) 
[19), the DMF is: 

DMF 
Dose to p roduce an ejjèct witk radiosenstttzer 1 radioprotector 

Dose to produce the sameejfect wtthout radiosenstttzer 1 radtoprotector 

Typically, in vitro experiments yielding to sur
vival curves and LQ mode! parameters are suitable 
and useful to determine the DMF. 

For example using the results of Jain et al. [20) 
who irradiated MDA-MB-231 cells with a 6 MV ac
celerator, we measured a SF2 of 72.3%. Then we ob
served that the dose in presence of 1.9 nm GNPs, 
which lead to a survival fraction of 72.3%, is 1.39 Gy. 
Therefore the DMF calculated from this particular set 
of results is equal to 0.695. As the DMF is inferior to 1, 
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the GNPs used by Jain et al. have an in vitro radiosen
sitizing power at 6 MV regarding MDA-MB-231 
breast cancer cells. 

Measurement ofthe NER (mono-dose) 

Even though the DMF is a relevant parameter for 
clinical practice, it is not systematically available in 
preclinical studies that evaluate and compare the ra
diosensitizing properties of specifie NPs. Indeed, the 
DMF determination implies to test different doses of 
radiations and this approach is not always feasible, in 
particular in in vivo studies. Sorne authors have just 
compared biological effects induced by X-ray therapy 
in presence or absence of NPs for a single rad iation 
dose. In these cases, only the "NP-mediated" En
hancement Ratio (NER, by similarity to the 
well-known oxygen enhancement ratio) is available 
[21). 

As an illustration, Xiao et al. [22), evaluated the 
viability of Hela cells after an exposition to multi
functional core/satellite nanotheranostics followed by 
an irradiation of 6 Gy. We measured that the cel! via
bility without nanotheranostics after a 6 Gy irradia
tion was 88%. The viability for 600 ~tg/mL of nan
otheranostics after a 6 Gy irradiation was 69% . 
Therefore the NER for this result is 0.784. 

Measurement of ROS 

Although the role of ROS in the treatment of 
cancer is controversial, the evaluation of their pro
duction could bring new information concerning the 
radiosensitizing effect of the studied NPs. 

Because of the high sensitivity and the simplicity 
in data collection, sorne au thors [23-25) have chosen to 
assess the radiosensitizing power of NPs by measur
ing variations in the production of ROS upon irradia
tion. To assess that, authors have conducted experi
ments in solution (water or other solvent) or in vitro 
using chemical probes that fluoresce in presence of 
ROS. Fluorescence was commonly monitored using 
fluorescence spectroscopy or microscopie imaging 
techniques due to their high spatial resolution. 

For example, Takahashi et al. proved the im
provement of ROS generation of the ir CdSe NPs un
der irradiation using hydroethidine-dihydroethidium 
(DHE) which is a reagent that is converted to eth
idium on reaction with ROS such as 0 2·· and OH. 
Generation of ROS was observed as a function of 
X-rays doses in aqueous solution, and its amount de
pended on the concentration ofNPs [9). More recent
ly, Townley et al. evaluated the formation of ROS by 
their titanium NPs after irradiation in water using 
coumarin that reacts with ROS to generate highly 
fluorescent7-hydroxycoumarin. In the absence ofNPs 
they observed no fluorescence. In the presence ofNPs, 

htrp://www.chno.org 
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bright fluorescence indicated ROS production [26]. 
Few au thors described results that followed the same 
tendency [13, 27-29]. 

According to the chemical probe chosen, au thors 
have focused on different ROS. Misawa etal. reported 
the use of the chemical probe aminophenyl fluores
cein (APF) to analyze the GNP-induced enhancement 
of -OH as this fluorescein derivative yield a bright 
green-fluorescent product when it reacts with 10z or 
OH [24]. Similarly, Gara et al. [25] used phenol 
(PhOH), furfuryl alcohol (FFA) and histidine (HIS) as 
scavengers to evaluate the ROS formation of silicon 
NPs. They showed that the NPs are capable of en
hancing the yields of Oz-·/HOz- and OH in aqueous 
suspensions as a consequence of X-rays absorption. 
Moreover, 10z is formed in irradiated solutions only 
in the presence of the NPs. 

Among the 64 pa pers we analyzed, 7 pa pers are 
dealing with the in vitro evaluation of ROS. They ali 
used the cell-permeable fluorogenic probe DCFH-DA, 
commonly known as dichlorodihydrofluorescin, 
supplied as the diacetate ester. It is used as an indi
cator of ROS. Following enzymatic or base-catalyzed 
cleavage of the diacetate groups, it is readily oxidized 
to the highly fluorescent product dichlorofluorescein 
(DCF). 

Parameters not depending on nanoparti
cles design 

The present paragraph focuses on nanoparti
cle-independent parameters that can significantly 
alter the radiosensitizing power of NPs, i.e.: (i) the 
biological evaluation methodologies, (ii) the energy of 
the incident photon bearn and (iii) the irradiation 
se tu p. 

Biological evaluation methodology 
Consistently with classical experimental meth

ods in radiobiology, lot of authors performed clona
genie assays to compare the cytotoxicity of radiations 
with or without NPs [9, 30-33]. Chang et al., Liu et al. 
and Butterworth et al. reported radiation 
dose-survival curves, allowing the comparison of re
s panse profiles, while Chang et al., Roa et al., Rima et 
al. and Coulter et al. tested only one dose of radiation. 
Most of studies focused on results obtained after 2 
Gy-irradiation as this dose is consistent with radio
therapy clinical fractionation [31, 32, 34]. To evaluate 
the radiosensitizing effect of NP, other biological tests 
such as viable cell count using Trypan blue, metabolic 
assays, apoptosis detection, or yHzAX foci detection 
were also reported, alone and instead of clonogenic 
assays, or in addition and in comparison to them. It is 
noteworthy that in many cases, these biological tests 
have been conducted before clonogenic assays and 
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applied to NP alone. Metabolic assays used were 
mainly based on the enzymatic reduction of tetrazo
lium dye (MTT, MTS, WST-1) but also on the resaz
urin sodium salt reduction (Alamar blue test) [21]. 
Except in Liu et al. study, articles concluded to a re
duced cell viability rate when irradiation was com
bined with NP exposure [32]. When comparison was 
possible, results of metabolic assays and clonogenic 
assays were concordant [28, 31, 35, 36]. Even though 
the " time" was not systematically mentioned, it is 
noteworthy thatthese metabolic tests could have been 
performed at different time post-irradiation. Accord
ing to whether they were made in short- or long-term 
after irradiation, the results obtained do not reflect the 
same mechanisms of cell Joss. Indeed, Mowat et al. 
that have measured cell viability 7 days 
post-irradiation have included the radiation-induced 
mitotic cell death [37], while severa! works only con
sidered the cell dea th occurring in the first 24h or 48h 
[31,35]. 

Few authors have also investigated cell apopto
sis to compare radiation cytotoxicity with or without 
NP exposure. Cell apoptosis have been detected by 
flow cytometry after Annexin-FITC staining [28, 38] or 
by identifying the sub-G1 population [13, 31]. Au thors 
demonstrated an increase in cell apoptosis when ir
radiated cells were in contact with NP. 

Instead of or in complement with methods to 
evaluate cell survival, many authors have compared 
the radiation-induced DNA damage in presence or 
absence of NP. Experiments were based on the detec
tion of DNA double-strand breaks as they are the 
most lethal lesions. To do that, differentiai plasmid 
DNA migration on agarose gel electrophoresis [39, 40] 
and cornet assays [41] have been reported. More fre
quently, foci of yH2AX and/ or foci of 53BP1 which are 
well-known as markers ofDNA double strand breaks 
were detected by immunofluorescence techniques. In 
fine, the interpretation of results remains difficult be
cause of the heterogeneity of protocols used. In sorne 
studies, authors have fixed cells rapidly 
post-irradiation and have thus investigated the num
ber of radiation-induced lesions while in other cases 
[32, 42], au thors have followed the capacity of ce lis to 
repair DNA double strand breaks, assuming that only 
unrepaired lesions could cause cell dea th [43]. 

In vivo experiments aiming to evalua te the radi
osensitizing potential of NPs have been performed 
using tumor xenografts in immunodeficient rodents 
and tumor growth or animal survival have been fol
lowed [11, 38, 44-46]. In case of NP with imaging ap
plication, orthotopic models, notably intracranial 
xenografts were preferred as they are more relevant 
than subcutaneous ones [11, 46]. According to studies, 
the route of NP administration differed: intratumoral 

htrp://www.chno.org 
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injection reported by Maggiorella el al. or Chatto
padhyay et al. allowed to overcome the problems of 
biodistribution (42, 45]; by conlrast, for intravenous or 
intraperitoneal administrations [38, 46] it could be 
necessary lo optimize the drug-irradiation interval 
[11]. Generally, irradiation to treat tumor-bearing 
animais was delivered as a single dose comprised 
betwee:n 5 and 35 Gy [46, 41]. Only MaggioreiJa et al. 
have tes led a fractionated schedule (2 x 4 Gy) (45]. 

H.istological observation and inu:nunohisto
chem:ical analysis have been carried out to illnstrate 
treatme11t-i.nduced œll death. Espedally, the TUNEL 
assay a llowing the apoptosis detection h as been re
ported [30, 45]. 

The energy ofthe incidents X-rays (source) 
In X-ray external radiation therapy, low energy 

beruns (until 200 kV) have very few applications ru1d 
are dedicated to skin treatrnents (< 5= in depth, e.g. 
melru1oma, basal celJ cardnoma, sqnamous cell car
cinema, keloid) (Fig. 1). Medium energies 200 kV to 1 
MV (orthovoltage ru1d supervoltage X-rays) were 
widely used for shallow treatrnents sinœ the 1930's-
1940's but becrune less advantageous at the adve11t of 
high-e11ergy electrons during the 1960' s - 1970' s. 
Nowadays, high-e11ergy beams, also called mega
voltage beruns, (1 to 25 MV) are by far the most 
conm10nly u sed as they allow the trealntei1t of deep 
tumors (> 2 cm in d epth). 

As the impact of the berun energy on the RBE 
(without NPs) has already bee11 shown [48], it is the11 
legitimate to ask whether the beam e11ergy wowd 
have an impact o:n the radiose11sitizing properties of 
high-Z-NPs. CelJ drunages following interactions 
betwee11 X-rays ru1d high-Z NPs mostly result from 
Ù1e photoelectric effect which is prevailing until the 
pho ton energy reaches 500 keV (e.g. for Au). As a 
consequence, one could condude thal the radiosel1si
tizing effect of these NPs shonld be stronger for 
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low-energy beruns. However, radiation therapy 
beruns are poly-e11ergetic, ru1d high-energy spectra 
have a low-energy component which triggers photo
electric effects. Moreover the meditmt- and 
high-energy compone11ts shm.ùd Ùteoretically interact 
with matter (here in high-Z NPs ru1d biological mat
ter) by Compton effect, therefor e releasing lower en
ergy photon s. These latter, depetKÜng on their energy, 
trigger in turn either photoelectric or Compton effects. 
Th at is w hy a substantial radiosensiti zing effect of 
high-Z NPs can be expected for high-energy beruns. 

ln o.rder to assess this cntd al question, w e have 
carried a nurnerical ru1alysis only based on in vitro 
restÙts; correspond:i.ng s tudies have bee11 summarized 
in Table 1. lndeed, among Ù1e publications that we 
studied, 18 evaJuated the radiosensitizing effect of 
NPs using an analy tical method or a Monte Carlo 
simulation algorithm (MCNP5, MCNPX, Geant4, 
PENELOPE or EGSnrc) ofte11 comparing kV and MV 
photons. We did not take the111 i:nto accou:nt because 
Butterworth et al. [33] have already shown thal in vitro 
experim.e11ts di.d n ot fit early physical predictions. 
Eve11 tl10ugh, we reported Ù1ese publications in the 
Table 2. 
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Figure 1. Depth-dose curves normalized at the depth of max1mum for 100 kV, 250 
kV and 6 MeV beams (kY = pho tons, MeV = electrons) . 

Table 1. ln vitro or in vivo experiments dealing with the radiation therapy enhancement by nanoparticles. 

REFERENCE EXPERJMENTS PARTICLE SOURCE MATERIAL S!ZE (range; nm) DMF 
[nm] 

[43] ln 111tro 120] Au 50 
[31] ln VItro Not Applicable Not Applicable Gd 
[26] ln-vitro x 250kV Ti 65 

[41] ln vtt ro x 40kV Fe 10 
Bi 30 

[46] Jn VIOO x 100kV Au 10 

[42] ln Vlfro x lOOkV Au 30 0.74 
lnVIW 

[38] lnvttro mes Au 4.8-46.6 
]n V!OO 

[45] ln VIt ro X ory "Co Hl 50 0.765 
lnviw 6MV 

[13] ln mtro x !60kV Au 1.9 
[11] ln VIVO X (synchrotron) 50-350 keV Gd 
[28] ln-vttro x 90kV Au 14 

http://www.thno.org 



101 

 

 

 

Theranostics 201 5, Vol. 5, Issue 9 1035 

6MV 
[79] lnv1tro Electrons 60keV Au 5-13 

[20] In vitro X or Electrons 160 kV Au 1.9 0.499 
6MV 0.695 
15MV 0.695 
6MeV 0.706 
16MeV 0.718 

0.745 
0.776 
1.18 

[21] In vitro x 6MV Au 50 
[37] In vitro x 660kV Gd 5 

6MV 
[80] In vitro x 200kV Au Not Apphcable 
[32] In vitro X or Protons 6.5 keV Au 6.1 0.354 

45kV 0.411 
160kV 0.496 
6MV 
3MeV 

[81] In vitro x 160 kV Au 1.9 0.46 
0.516 
0.908 
0.949 
0.977 

1.17 
1.22 

[82] In vivo X (syncluotron) 20-190 keV Au 1.9 
80-300 keV 

[83] In vitro Carbon ions 276MeV/ amu Pt 
[84] In vitro X (syncluotron) 80kV Au 
[50] In vitro x 40 kV Au 37.5 

80kV 
120kV 

[40] In vitro x 30kV Au 8 0.2 
80kV 20 0.25 
lOOk V 37 0.5 
120kV 74 
150kV 92 

[49] In vitro X or Electrons 80kV Au 1.9 0.1 
150kV 0.221 
6MeV 
12MeV 

[31] In vitro y " 'Cs Au 10.8 
]85] In vitro y " 'Cs La 10 

[30] In vitro X ory 200kV Au 10.8 
In vivo "Co 

"7Cs 
[86] In vitro x 6MV Au 4.7 
[87] In vitro y or carbon ions "Co Au 1.9 

62MeV 

[52] In vitro x 105kV Au 50 
220kV 
6MV 

[88] In vitro x 6MV Au 13 
[89] In vitro X (syncluotron) 50keV Au 1.9 

In vivo 88keV 15 
[90] In vitro x lOOk V Bi 50 

[91] In vitro x 150kV Au 23 0.66 
In vivo 175 kV 

[8] In vitro x 6MV Ti 10 0.627 
0.637 

[7] In vivo x 200kV Ti 10 

[23] ln vitro x 120 kV Fe 3-20 

[25] In vitro x 4MV Si 

[24] In vitro x lOOk V Au 5-250 

[27] In vitro x 6MV Not Applicable 48 
[47] In vitro/In vivo x 6MV Au 28.9-47 

[10] In vitro x 6MV CdSe 25 0.631 
[92] In vitro x 150kV Ce 

lO MV 
[9] In vitro x l OOk V CdSe 10 
[51, 61] In vitro X (syncluotron) 30-100 keV Au 1.9 
[61] In vitro x 120 kV Au 
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Table 2. Analytical or Monte Carlo calculations concerning the radiation therapy enhancement by nanoparticles. 

REFERENCE CODE PARTICLE 

(551 GEANT4 x 

[931 MCNP5 X ory 

(94( EGSnrc X ory 

(951 Anal ytical cakulation x 
(961 PENELOPE x 
[631 MCNP5 X ory 

PENELOPE 

(971 GEANT4 x 

[581 GEANT4 x 

(981 PENELOPE x 
[991 GEANT4 Electrons 

(451 PENELOPE x 

[1001 Anal ytical calcula lion x 
[1011 Anal ytical cak:ulation x 
[591 GEANT4 x 

[1021 PENELOPE x 
[1031 MCNPX X ory 

[1041 GEANT4 x 

(1051 Anal ytical ca1culation; x 
Eclipse 8.6 ®Varian 
Medical Systems, Palo 
Alto, CA, USA 

We divided the performed studies using medical 
X-rays into two categories: the first one corresponds to 
law and medium energies, i.e. comprised between 1 
kV and 1 MV and the other one corresponds to high 
energies (i.e. 1 to 25 MV). When achievable, we 
measured the DMF in papers that contain survival 
curves to quantify the radiosensitizing effect of NPs. 
The "biological effect" was defined as the SF2 without 
NPs (Fig. 2). 

A plot of the calculated DMF values versus bearn 
energy is illustrated on figure 3. Due to the multitude 
of irradiations settings and environments between 
experiments, the inter-study comparison of the DMF 
should be considered with care. Moreover, in sorne 
studies, the energy is not the only parameter that 
varied. Therefore, in arder to analyze the source en-

SOURCE MATER! AL SIZE (runl 
150kV Au Not Applicable 
15MV 
12SJ Au 1.9 
109Yb 

H2Jr 
50kV 

to:>pd Au 1.9 
12SJ 
169Yb 

H2Jr 
50kV 
6MV 
6MV Au 100 
110-500 kV Gd Nat Applicable 
103Pd Au 1.9 
12SJ 5 
169Yb 30 
192Jr 100 
6MV 

6MV Au 1.9 
15MV 
20 - 150 keV Au 1.9 
160kV 
110-500 kV Not Applicable 

50 keV Au 2 
250keV 50 
1MeV 100 
4MeV 
200keV Hf 50 
1MeV 
6MeV 

80-120kV Au 1.9 
6MV Au 100 
SOkV Au 400 
6MV 
220kV Au N ot Applicable 
50 - 120 keV Au 30 
"Co 50 
6MV 100 
1SMV 
6MV Au 10 

100 
6MV Au 1.9 

ergy parameter only, we have decided to focus on the 
analysis of papers w here the energy was the only 
variable (Fig. 3). Rahman et al. [49] reported high dose 
enhancement (DMF s; 0.1) at 80 and 150 kV in the 
same study. Survival curves were obtained using a 
colorimetrie method. It seems that in the presence of 
NPs, curves do not follow the LQ mode! anymore (a 
--+ 0 when the concentration increases). The authors 
concluded that their results gave an indica tion of 
sorne energy dependence because the source was the 
only parame ter that was changed. Brun et al. [40] as
sessed the effect of 6 combinations energy/filtration. 
They could not clearly observe an energy dependence 
but did not directly measure the cell survival. Their 
conclusions were based on a plot of the dose en
hancement factor versus the effective X-ray energy but 
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the enltancement factor was linked to Ùte loss of 
supercoiled DNA. h1 another study, Bru:n et al. (50) 
evaluated the e:nhanœment of X-ray-i.nduced degra
dations of human centrin 2 protei:ns (Hsce:n2). Cen
trins are small addic proteins, high.ly conserved in 
eukaryotes, from a.lgae and yeast to hu.mans. They 
demonstrated that X-ray-i.nduced degradations cott.ld 
not lead to explidt energy dependenœ. However, one 
could regret that n on -standard biologica.l assays were 
u sed in these studies. Recent.ly, Rahman et al. (51) 
observed the influence of the energy of synchro
tron-based mono-energetic photon beams (from 30 to 
100 keV) and fotmd out Ù1at the optimal energy was 
40 keV. However, no correla tion was made between 
tlte source energy and tlte in-vitro radiosensitization 
by NPs. 

" 0 
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c; o.t 
> 
~ 
" ., 

0,01 

0 Dose (Gy) 
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Figure 2. Survival curve example. Illustration of our DMF assessmcnt svategy. 
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Figure l. Pfot of the caJculated OMF values from publications versus- bcam cncrgy. 
for energies up to 200 kV, we identif.ed 21 pvbfications dealing with in vitro, 2 in "Yivo 
and 2 with beth in vivo and in vivo experimenu during the period 2008-201-4. ln the 
range from 200 kV to 1 MV, 3 in vivo publications were studied. Upoo ir! vitro 
experiments, the DMF varies from 0.1 to 1.2. lower values (which arc representative 
of a high radiosensitlution) were obsei'Ved for lowe r' ener'gies. Conceming 
high -energy beams, 13 publications were analyzed for' in vitro, 1 for in vivo experi· 
menu and 1 for both; 1 used a1 MVbeam, 13 a6 MV, 1 a ID MVand 1 a 15 MV. Upon 
in vitro experimenu, the DMf varies fr'om 0.7 lo 0.8 for passive GNP, 0.5 for 
PEG-coated GNP and 0.6 for a l'hotofrin® and quantum dots combination. 
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Two papers [20, 52] demonstrated a noteworthy 
influence of the energy on the radiosensitizing effect 
of NPs in SK-OV-3 (105 kV, 220 kV, 6 MV) and 
MDA-MB-231 (160 kV, 6 MV and 15 MV) cellli:nes. 
Con cerning the restùts published by Jai:n et al. we 
measured, at 160 kV, DMF values of 0.499, 1.180 and 
0.776 for MDA-MB-231, DU145 and L132 ce.l.l !ines 
respectively. Thus, the ce.l.l line parameter seems 
higlùy influent. However, for Ùte 6 MV bean1, we 
measmed DMFs of 0.695, 0.718 and 0.706 for the 3 ce.l.l 
li.nes respectively. The DMF measured for 
MDA-MB-231 after a 15 MV irradia tion is 0.695. Sm 
pri.singly, at high energies, results do not d epend on 
the ce.l.l !ines anymore, pointing out that kV irradia
tions are m ore subject to additional variations than 
MVones. 

As results DMF are, to some extent, dispara te for 
low and meditUJl energy X-rays, they are interesti:ngly 
similar for high energies (6 MV in particular). Tius 
may be due to a noteworthy diversity of Jow- and 
mediu.m-energy spectra. hldeed the la ter bean1s differ 
wide.ly from one another for the following reasons 
(not exh austive list): large munber of tube manufac
turees, anode materials, filters, etc and this is certain.ly 
a major drawback for tlte comparison of studies. On 
the contrary, cli.nical MV spectra are remarkably sim
ilar w hich makes tltem more s uited for comparisons. 

Based on in vi tro and in vivo s tudies published 
duri.ng 2008-2014, we fotmd tha t there are evidences 
thal the energy of the X-rays source h as a major in
fluence on the radiosensitizing power of NPs. We 
notably noticed tha t 6 MV irradiations resulted in a 
DMF close to 0.65 witlt a low varia bility even for dif
ferent NPs designs or ce.l.l types. For exan1ple, apply
i.ng a DMF of 0.65 to cli:nical situations means fractions 
of 2 Gy could be rep.laced by 1.3 Gy fractions with the 
same biological effect on tumors tbat contain .NPs. lt 
could be an important benefit for Ùte patient with Jess 
side effects and a better treatment tolerance. Worki:ng 
at 6 MV, besicles facilita ting the comparisons of NPs, 
wot.ùd allow easier transitions to clinics where 
high-energy X-rays are the standards. Neverthe.less, 
as h.igh-energy medical li.nea.r accelerators are not 
easily accessible, a standardiza tion of low-energy ir
radiation protocols shotÙ.d be proposed to eva.luate 
tl1e radiosensitizi.ng power of NPs in la bora tory. 

Irradiation setup 

Tite irradiation metl10dology may drastically in
fluen ce the studies resu.lts and only few au thors have 
detailed this point. Tite irradiation should be repro
dudble, repeatable and close to the clitucal situations. 
It is therefore recommended to comply wiùt the fol
lowi.ng propositions. The absorbed dose should be 
correct! y ca.lctt.lated : ce.lls/ tissues/ tumor sh owd be at 

http://www.thno.org 
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the electronic equilibrium ("' surr ow1ded by sufficient 
water equivalent medium). Jf possible, cells or animal 
models shou.ld be surrounded with water equivalent 
ma te rials thal coulet bring scattered photons of lower 
energy (whk h interacts by photoelectric effect). 

The energy held by the scattered photon is re
latee! to the energy of the incident photon (53]. 
Therefore backscallered photons, whid1 carry Jess 
energy, are inte resting for X-rays-NPs inte ractions 
purposes. Then the cells/ tissues/ tum or should be 
located in a low dose gradient: after the depth of the 
maximum dose and inside U1e bea m, off the penum
bra reg ion. Sufficient medium should be placee! after 
the œ lls / tissues/ Lumor in orcier lo gen erale enough 
scattered photons (Compton effect). Finally, 
cells/tissue/ lu mor sh ould be al a clinicat distance 
from the source (e.g. 100 cm for a high-energy medical 
accelerator). Ad vices from a medica l physicist cou id 
be of great use. The figu re 4 illus tra tes an example of 
a n irrad iation sd1eme for a 6 MV accele ra to r treating a 
cell weil plate. 

For precise inter-stud y comparisons, the irradia
tion melhodology s hould be the same w.ilh similar 
bearn ene rgy spectra. That is w hy high-ene rgy beams 
(e.g. 6 MV) are weil suiled for Ù1al pur pose. 

Source 

water-equ '-'alent 
slabs phantom 

lsocenter 

Bolus 

Wellptate 

95 an 

Sem 

6an 

Figure 4 . Example of a standard irradiation setup for a 6 MV irridiation of a ce\1-w ell 
plate placed at the linear accelerator's lsocenter under 5 cm of water-equivalent slabs. 

Influence of nanoparticles design on the 
radiosensitization 

NPs usually have a simple structure composee! 
of a core, a shell a nd a surface [54]. ln th e case of ra
diosensilizing NPs, the core is usually made of high-Z 
1naterials such as silver, lanthanides and most exten
sively of gold, in order to exploit the increased photon 
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absorption. The shell, wh.id1 is d1emically or physi
ca lly bound to the core, a cts as a base on which sur
face molecules (whid 1 sometimes indude active 
agents) are and10red or bou nd wilh or w ithoul spac
ers. However, the high Z-elemen ts can a lso be dle
Jated by ligands present a t the surface or inside the 
na noparticle. 1l1e surface m olecu les u su a lly consist of 
site-, tissue-, cell- and / or receptor-specific molecules 
(ta rgeti ng w1its). ln the following parag raphs we will 
review the in.J1uenœ of the NPs design on: (i) interac
tions between X-rays and NPs, (ii) the !~OS genera tion 
upon irradiation and (iü) the biodistribulion of NPs. 

X-rays -nanoparticles interactions 
1l1eoretical princip les of X-rays interactions with 

NP have already been described (33]. X-ray interac
tions with matter happen mostly at low ene rgy where 
the photoelectric effect is dominant (Fig. 5). The pho
toelectric effect occurs w hen the incident X-ray pho
ton is a bsorbee! by the atom, resulting u1 the ejection 
of an electron. lllis effect is prevailing wllil the pho
ton energy read1es a medium energy (e.g. 500 keY for 
Au) with a cross-section varyu1g with Z4 or zs de
pendùlg on the ma terial and is enhanced by an in
creased absorption by electron shells (K, L, M, etc.) al 
low ene rgies. As the atom is left u1 an ionized state, a 
characteristic X-ray or an Auger-electron emission 
fo llows the ejection of a photoele<.tron. That is w hy 
the radiosensiliziJ1g NPs are basee! on h.igh-Z maleri
a ls. More theoretical proofs can be fow1d in the Jiter
ature [6, 55]. The Auger effect especially concerns 
low-Z atoms (56] a nd therefore would not be a major 
contributor to U1e dose deposited in U1e presence of 
hig h-Z NPs. Jndeed, it is dominant for Z < 15 but al
most equallo 0 fo r Z > 60 [57]. 

For medium- or high-energy beams (always 
poly-energelic in dù1ical routine), the low-energy 
component of the spectrum will interacl w ith matter 
by photoelectric effect and the medium- and 
high-energy components are more Likely to interact by 
Compton effect. Compton effect occurs w hen the ÎJ1-
cident X-ray ejects an electron and a photon is scat
tered fron1 the atom. lllis effect does not d epend on 
the Z of the targets. The scaltered photon, depending 
on its ene rgy, w ill trigger either photoe lectric or 
Compton effects. 

Compton, Photo- o r Auge r-electron s can induce 
the emission of secondary e lectrons (also called delta 
rays) that are believed to be responsiblc fo r the ma
jority of cells damages. One should notice thal for 
very low energies photons, the ejected p hotoelectron 
m.ight not carry a sufficient energy to cause subse
quent ion izations. Opposite info rma tion abou t the 
d ose d.eposited by Auger or photo-electrons in the 
vicinity of the NPs have been published in the litera-

http://www.thno.org 
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lure. McMahon et al. found tha l the contribution of 
Auger electrons was dominant [58] and Douglass et al. 
daimed tha t the Auger electron s contribution was 
insignificant [59] even though they were usi.ng the 
same simulation code (Geant4). Some authors de
scribed an auto-absorption phenomenon that can be 
amplified by the s ize of the N Ps and the presence of 
other high-Z atonlS in its vicinity (e.g. a cluster of NPs) 
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[58]. Low-energy seconda.ry species wou.ld be the first 
to be absorbed. TI1erefore the design of the NPs is of 
utmost importance conœrning the radiation therapy 
en.hanœ ment; high-Z componen ts can increase the 
number of secondary s pecies because of a zs de
pendence of the photoelectric effect and bigger NPs or 
dusters tends to fa vorite the auto-absorption of low 
energy e lectrons. 
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f igu,.e 5. Interactions ofX·rays wlth NPs result dircctly o r indirecdy in the production of sccondary spoclcs: photons, e lectrons and latcr ROS. Sccondaryphotons or electrons 
arc mostly gcncratcd cithc r by photoclcctric or Compton affect. The photoclcc.tric effcct interaction probability varies with Z" o r z~ and dom )nant until the incident photon 
energy reac.hes .. SOO keY. 
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Heavy metal-based NPs have also been sug
gested as effective ttm1or-targeting tl1eranostic agents 
witl1 dual fnnctions: effident targeted system for tu
mor imaging and irradiation dose amplifier for radi
ofuerapy under the guidance of computed tomogra
phy imaging [60]. Guided by tt1mor-targeted X-ray 
computed tomography imaging, their radioserlSitiz
ing effect was investigated using a d.inical m egavolt
age photon beam. In this innovative study, BaYbF5: 
2% Er3+ NPs cou.ld. be exdted. by near-infrared laser 
and emit upconversion luminescence with greatly 
suppressed auto fluorescence, photo damage and 
toxidly, which cmùd be ideal for œll or even tissue 
tracking. 

ROS generation upon X-rays 

The mechanisms involved in the ROS generation 
upon X-rays irradiation in the presence of NPs differ 
depending on the composition, size, and potential of 
tl1ese NPs. TI1ereby, Misawa et al., using two kinds of 
fluorescent probe APF and DHE, compared Ù1e ROS 
production wh en GNP, from 5 to 250 nm, were sub
jected toX-rays irradiation and UV hght in water [24]. 
GNP-ù1d.uced enbancement of ·OH and Oz·· genera
tion was confirmed. Moreover, the authors demon
strated that smaller diameter GNP with larger surface 
a.rea showed a greater yield of ROS. The increase ù1 
ROS generation was also corroborated by recently 
pubhsh ed resu.lts of Klein and al, whidl illustrates the 
in vitro formation of ROS in SuperParamagnetic Iron 
Oxid e Nanoparticles (SPIONs) loaded. MCF-7 cells 
exposed to X-rays. In particular, they demonstrated. 
Ù1at dtrate-coated SPTONs may ftmction as excellent 
radiosensitizers upon enhandng fue impact of X-rays 
on the ROS generation for about 240% when com
pared w ith X-ray treated cells w ifuout interna.lized 
SPTONs. The ROS production in iron oxid.e NP loaded 
cells was explained to originale from ba th, the release 
of iron ions and the catalytically active surfaces of 
silica NPs wifu an oxidation of Si02 followmg irradia
tion [23-25]. JJ1terestingly, a link was evidenced be
tween Ù1e mira cellular localization of SPI ONs, and fue 
ROS generation; functiona.liza ti on witl1 an amine 
ftmction of silica NPs cm1 significantly increase fue 
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ROS production due to their positive surface charge, 
whidl fadhtates NPs acammlation ù1 the membrm1es 
of Ù1e endoplasnù c reticullllll, vesicles and espedally 
nùtocl1ond.ria [61]. SPIONs presence in the mem
branes also induced a membrane lipid peroxidation, 
improv:ing the radiosensitizing effect [61]. 

Influence of nanoparticles design on tu mor 
selectivity, cellular uptake, intracellular local
ization and biodistribution 

As orgm1s at risks may be a t the vidnity of the 
Lumor and given that fuere is some evidence of an 
energy dependence of the radioserlSitization by NPs, 
tlùs observation h as to be taken into consideration 
when prescribing NPs (Fig. 6). TI1erefore, it is of ut
most importance that radiosensitizing NPs concen
trate in the ttunor a11d not ù1 the healthy orga.ns at its 
vicinily. Thal is why it has been suggested Ùlat 
GNP-based. radiosensitizers should have targeting 
m oieties ( e. g. glucose, ru1tibodies) to improve NP up
take by ttw1or cells. For example, Chattopad.hyay et al. 
d.emonstrated. that trash.tzlllllab-conjugated GNPs 
were welJ-intemalized into HER-2 overexpressü1g 
SK-BR-3 breast cancer, while non-targeted NPs bad. 
little or .no internalization in tl1ese cells, ru1d 
trastuzumab-conjugated GNP have led to 5 times 
more DN A double stra11d breaks than the 
non-targeted GNP. lt shmùd also be noticed Ù1at the 
energy spectnun of radiation therap y beams always 
depends on the clinical setting ( deptl1, field size, 
in-field localization of NPs, etc. ). Scarboro el al. calcu
la ted 6 MV ene.rgy spectra variations witl1 treatrnent 
para.meters [62]. They showed tha t when tl1e d eptl1 
along Ù1e central axis increased., tl1e low-energy con
tribution of Ù1e spectnun increased. m1d th e 
high-energy part decreased. For instance, for a 10 cm x 
10 cm field., a t a depù1 of 10.0 cm tl1e flux of particles 
whidl carry an energy of 100 keV is two times more 
:impmtant ÙlaJl al a d.eptl1 of 1.6 cm. Therefore, the 
radiosensitizing effect of NPs may be shghtly more 
impor tant for d eep tumors. Th.ey also noticed Ùlat off 
axis spectra contained d.ramatically more low e.nergy 
components Ù1at central axis on es. 

LOW 

RADIOSENSITIZATION 1 

VERY 
GOOO 

FAIRLY 
GOOO 

FlguN 6. (A) Illustration of a clinical 
scenario where a volume (blue) ha.s: to be 
irndiated while a part of an organ (green) 
has to be protectcd. {B) A simple anterior 
bevn is irnchting the blue volume. (C) The 
beam energy is maximum ln the irradiation 
fi eld and is reduced out of the field. (D) 
Given that the interaction proba.bility is 
higher for low-energy photons, the radio

scnsitization in presence of NPs should be 
higher out of the imtdlation field. ln this 
case, the green volume Lhat has to be 
protect.ed would be in the most r"l.dio· 
senziti~ed area. 
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At a cellular leve!, severa! studies aimed at es
timating the diffusion abilities of secondary species 
induced in case of interactions between X-rays and 
NP and most of au thors have concluded that the pa th 
of secondary electrons is very limited, from a few tens 
of nanometers to a few micrometers. For example, 
Chattopadhyay et al. using a 100 kVp X-ray bearn and 
GNPs, reported that 99% of the Auger electrons were 
stopped before 100 nm, because of their low average 
energy and a very short penetration range (42, 63]. 
Meesungnoen et al., for their part, have described a 
penetration range shorter than 20 ~tm for photoelec
trons with an average energy of about 43 keV (64]. 
Given that the cel! size was about 10-20 ~tm, these 
works suggest that lethal effects resulting from X-rays 
and NP interactions could only be obtained ifNPs are 
localized into the cel!. Hence, the internalization of NP 
into tumor cells is a pre-requisite. Cellular uptake of 
NPs is highly dependent on the design of the 
nano-object and numerous studies have demonstrat
ed that modifications of the physicochemical proper
ties of the NP have great consequences on the cellular 
entry and biological processes (65]. In a recent work, 
Rima et al. assessed the cellular internalization 
mechanisms for sub-5 nm gadolinium-based NPs and 
evidenced bath passive diffusion for single particles 
and macropinocytosis in case of agglomerates (34]. 
Herein, significant radiosensitization was only found 
with NPs clusters. 

Besicles the impact on cellular uptake, NP design 
also determines their intracellular localization, which 
in tu rn exerts a cri tic al impact on the ind uced radio
sensitization. In particular, the functionalization of the 
NPs plays a central role in the redirection of the par
ticle to specifie cel! subcompartrnents. For instance, 
Kong et al. demonstrated that their GNPs were mostly 
bound to the cel! membrane, while thioglucose-GNPs 
were distributed in the cytoplasm, leading to a higher 
decrease in cel! survival after X-rays irradiation (35]. 
However, in a recent study (66], a sub-50 nm nucle
ar-targeting rattle-structured upconversion 
core/mesoporous silica nanotheranostic system was 
designed to directly deliver radiosensitizing drug 
Mitomycin C into the nucleus for greatly enhanced 
damaging of the DNA with the assistance of X-ray 
irradiation. More importantly, the authors develop a 
new theranostic technique of "intranuclear radiosen
sitization", meaning that the radiosensitizing drug 
molecules released into the nucleoplasm may not only 
efficiently break down the intranuclear DNA, but also 
effectively enhance the radiotherapy efficacy due to 
the intranuclear chemodrug-sensitized radiation en
hancement effects Moreover, in vitro significant radi
osensitization has been noted for GNPs localized far 
from the cel! nucleus (49]. Consistently, according to 
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the recent litera ture in this field, it seems that the rel
ative distance from the DNA is not a crucial factor (52, 
67]. 

Concerning in vivo applications ofNP-based ra
diosensitization, the first priority concerns the NP 
selectivity for tumor tissue to avoid any radiosensiti
zation of adjacent normal tissue. To circumvent this 
difficulty, intratumoral injection was sometimes pre
ferred and used (42, 45]. For systemic delivery, the 
engineering of NPs on the size, shape, physicochem
ical characteristics and targeting moieties is critical, 
given that these parameters strongly affect the circu
lation time of the NPs, their biodistribution and their 
availability for effective therapy (68]. As described by 
Dufort et al., after intra-venous injection, accumula
tion of GNPs in the tumor tissue could be achieved 
passively by relying on the increased permeation and 
retention of the leaky vasculature of tumors (EPR ef
fect) (65]. Nevertheless, the tumor-to-normal tissue 
NP ratios need to be improved in further preclinical 
trials. Notably, in preclinical in vivo studies, few ex
periments were conducted to optimize the time be
tween NPs administration and irradiation, while this 
point appears to be critical. However, NPs have been 
suggested as theranostic agents for tumor imaging 
and irradiation dose amplifier for radiotherapy under 
the guidance of computed tomography imaging [60]. 

Future applications: e.g. photodynam
ic-therapy combined with high-Z radio
sensitizers 

PDT is based on the concept that certain Photo
Sensitizers (PS) can be localized in neoplastic tissue, 
and can subsequently be activated with the appropri
a te wavelength of light to generate active molecular 
species such as free radicals and singlet oxygen (10 z) 
that are toxic to tumors. The limited penetration range 
of light makes this therapy most appropria te for small 
or superficiallesions. In order to treat deep lesions, it 
may be possible to use X-rays as excitation source 
instead of light. With this novel therapeutic approach, 
the light penetration problem can be overcome and 
activation of the photosensitizer within tumors would 
be performed using ionizing radiation. This new 
modality will allow treatment of deep tumors using 
lower radiation dose than conventional radiotherapy. 

Chen W and Zhang J described for the first time 
the potential ofNPs to enable simultaneous radiation 
and photodynamic treatrnent in 2006 (5] and in a re
view in 2008 (69]. They obtained an US patent in 2007 
for luminescent NPs with attached PSs such as por
phyrins used as a new type of agents for PDT. Upon 
exposure to ionizing radiation, light would be emitted 
from the NPs to activa te the PS; as a consequence, 10z 
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would be prodttced lo increase the killing of cancer 
cells by ionizing radiation. No extemallight would be 
neœssary to activate the PS wilhin tl1e tumor. Chen 
and Zh ang d cscribed the synthesis of 
LaF l='fb3+ -meso-tetra( +carboxypbeny l)porphine 
(MTCP) NP conjugated to folie aàd and investigatcd 
the energy lransfer as weil as the formation of 'Ü7 
fo llowing X-ray irradiation [70] . They provcd that 
upon X-ray irradiation, Û1e porphyrin alone is a radi
osensitizcr but the effect is enhanced when MTCP is 
couplee! lo Lafl='Jb3' NPs targeted or not with folie 
add. 1l1e average energy transfer rate in the MTCP 
conjugales is 56.7%. The same team realized also 
ZnO-MTAP (meso-(o-amino-pl1enyl porphine)conju
gate in wlüch Û1e energy lransfe r is around 89 % 170]. 

ln 2009, Morgan et al. (71] tried to calculate û1e 
physical parameters required for nanosdntillato rs to 
deliver cytoloxic levels of 1()2 a t t.herapeutic radia lion 
doses d rawing on the publishcd hterature from sev
era.! disparate .fields. Jt appears Lha t the Ligh t yield of 
sdn lilla tors, Û1e effidency of energy trans fer to û1c PS 
and Lhe cellular uptake of the NPs aU n ecd to be fairly 
weil optimized to observe a cytotoxic efîcct. To cal
cula le the required }jght yield for the NPs to have a 
POT effect (formation of 5.6xl()7of 10 2) at û1erapcutic 
radiation doses, iliey assumee! a non-clinical sin
gle-frac tion radiation dose of 60 Gy, (J.>pRJ!T= 0.75, <1>6 = 

0.89 and tha l NPs occupy a 5% volume fraction in the 
tissu e. 1l1ey estimated that the efficacy of the combi
nalion tl1erapy wouJd likely be restriclcd to X-ray 
energies below 300 keV. 

Scaffidi et al. in 2011 (721, described Y20 3 na
nosdntillator, a fragment of HIV-1 TAT peptide and 
psoralen. 1l1e au thors used commeràaUy avaUabl e 12 
11D1 diameler cubic-phase Y20 1 nanosdntiUators on 
which û1ey couplcd TAT or psoralen-TAT. PC-3 hu
man prostate cancer ecUs wcre uscd and they couJd 
observe a modest ill tritro redu Lion in ceU number 
after X-ray exdtation (2 Gy at160 or 320 kV). 

Our tea m pub}jsh cd very recent! y a paper about 
X-ray-induccd 10 2 activation wiili nanosdJltiUa
tor-coupled porphyrins (Fig. 7) (73]. Th20 3 coated 
wüh a polysiloxane layer is a biocompatible na
nosdntillator Û1at exhibits an appropriate pattern of 
biodistribution ill uioo after injection. The average size 
of the core-sheU NPs grafted wiû1 porphyrin is 9.9 
nn1. Usi.ng time-resolvcd laser spectroscopy and tQ2 
chemical probes, we demonslrated thal after X-ray 
irradiation of û1e nana-abjects, we could observe the 
formation of 102 as weU as a decrease of Û1e luntines
œnce of the core and the i11crease of tlle Il uoresœn ce 
of ilie porphy rin, proving Û1e energy trarJSfcr between 
ilie core and the photoscnsilizN. By elaborating new 
NPs, we hope to increase the effidency and prove the 
concept ill v itro and ill vivo. 
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ln 2015, inspiree! by tl1e complernentary ad
vantages of PDT and radioû1erapy, Zhang el al. de
scribcd the integration of a sdntillator and a senü
conductor as an ionizing-radiation-induced PDT 
agent, ad1ieving synchronous raclioilierapy and 
depû1-insensitive PDT wilh diminished molccular Û7 

dependenœ [7-!). 1l1cse very encoura&ïng results are 
the basis of new NPs developmenls. Recent Monte 
Carlo simulations h,we a lso been used to numericaUy 
estima te the spatial cnergy distribullon resulting from 
the interaction between the X- ray photon and the NP, 
leading to a photody namic and radiosensitization 
efl1ciendcs. 'T11ese sim u]aUons d emonstrated tha t a 
signilicant fraction of energy is depositcd wiûün the 
NPs despite a primary interaction occurring in tlle 
S\IHOWlding media 175]. 

Conclusion and fuhtre perspectives 
We have reviewed parameters lJ1a t infl uen ce tlle 

radioscnsitizing power of N Ps: tlle biological evalua
tion methodology, the X-rays energy, û1e irradiation 
sentp, tlle X-rays-NPs interaction, tl1e ROS generation 
and the biodistribulion of the NPs. A numerical 
evaluatio n was performed to assess the impact of ilie 
X-rays encrgy spectmm 011 Û1e ceU sm vivaJ in pres
ence of NPs. After the analysis of 64 papers from the 
li tera ture, we notcd thal a large number of prospec
llve sntdies have been carried out on the 
NPs-enhanccd radiation Û1erapy. However, only a 
few papcrs were compa.rable bccausc ilie experi
mental sellings were dillerent, th us l.eading to uncer
taü1ty as to whetller some pa rameters were iJ1fluent or 
not, indicaling thal more investigations a11d s tand
ardizations are necded to converge towards a condu
sion. Nevertl1eless, Û1e present review strengû1ens ilie 
approach of using NPs to improve radiation tllerapy. 
Another parameter Lhat has just been evaluatcd by 
Jain et al. is the influence of the oxygen conditio ns (76]. 
1l1ey showcd ilia! the radiosensibilization power of 
GNP is Iower in hypoxic conditions. The knowledge 
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of these critical parameters could help investigators to 
design and evaluate new NPs in a more normalized 
approach which will be necessary for further transla
tion to clinical applications. 

Due attention needs to be paid to the recent 
emergence of very promising reports about the in 
vitro/ in vivo synergetic therapy based on radiosensi
tization for instance, (i) an enhanced radiotherapy and 
photothermal ablation under the potential trimodal 
imaging guidance [22], or a simultaneous dual-mode 
imaging and localized therapy via synergetic 
chemo-/ radiotherapy [77] or a synergetic 
chemo-fradio-/PDT and simultaneous magnet
ic/upconversion luminescent bimodal imaging [78]. 

Last but not !east, in silico tests could be sug
gested to screen different nanoparticle designs as a 
first step to identify the most promising nano-objects. 
Indeed, a numerical model-based design could allow 
for quick screening of a large number of architectural 
configurations and finally identify the most promis
ing formulations to enhance the dose deposition. 
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ADP A, anthracenedipropionic acid; AlEA, In

ternational Atomic Energy Agency; APF, aminophe
nyl fluorescein; CFU, colony forming unit; DCFH, 
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VI-2. Les scintillateurs 

Les matériaux scintillants ou radioluminescents sont des matériaux capables de convertir une 

radiation ionisante en une lumière généralement émise dans le domaine du visible ou de l’Ultra-Violet 

(UV), c’est-à-dire que les radiations ionisantes incidentes provoquent certains phénomènes physiques 

responsables d’une production de lumière.  C’est cette lumière qui est connue sous le nom de scintillation 

ou de radioluminescence (Rodnyi et al., 1997).  

Les scintillateurs peuvent être organiques ou  inorganiques, comme ils  peuvent être solides, liquides 

ou gazeux (Weber et al., 2004). 

VI-2-1. Principe de la scintillation 

δorsqu’un matériau scintillateur est soumis à des irradiations, plusieurs étapes consécutives vont 

conduire à l’émission finale. δe processus de scintillation peut se dérouler en quatre étapes (figure 69) : 

i. l’absorption du rayonnement incident par le matériau scintillateur, ce qui conduit à la 

création de paires électrons-trous primaires (e-t), 

ii. la multiplication et la relaxation des paires (e-t), 

iii. le transfert d’énergie des électrons et trous excités aux centres luminescents « migration 

d’énergie », 

iv. la luminescence. 

 

 

Figure 69 : Principe de la scintillation en différentes étapes (absorption des 

rayonnements très énergétiques, multiplication et émission dans le visible) (Thèse 

Rétot et al., 2009).  

 

i. Interaction rayonnement-matière μ cette interaction est essentiellement régie par l’effet 

photoélectrique, l’effet Compton, et la création de paires électron-positon (figure 70). 
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Figure 70 : Interactions entre rayonnement et matière en fonction du numéro atomique Z et de 

l’énergie des photons. 

 Effet photoélectrique  

 Il s’agit du processus le plus important dans le domaine du KeV à quelques εeV (figure 71). Il est 

favorisé dans le cas des matériaux à Z élevé. En interagissant avec un électron, le photon lui cède toute 

son énergie et l’éjecte. δ’énergie est donc absorbée et l’atome ionisé. Ce phénomène se produit lorsque 

l’énergie du photon incident est supérieure à l’énergie de l’électron. δ’énergie de l’électron éjecté est 

ensuite transférée au milieu en provoquant des ionisations.  

 

  

 

 

Figure 71 : Effet photoélectrique.© RayonsSanté.   

 δ’effet Compton  

Il s’agit d’une absorption partielle de l’énergie, il est en compétition avec l’effet photoélectrique, et est 

à éviter car il réduit le rendement lumineux (figure 72). En effet, quand la particule possède une énergie 

fortement supérieure à celle des électrons, elle ne cède qu’une partie de son énergie à l’électron qu’elle 

rencontre. δe photoélectron est alors éjecté et l’atome ionisé. Quant à la particule, elle est déviée, et 

poursuit sa trajectoire avec une énergie inférieure. 
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Figure 72 : Effet Compton. © RayonsSanté.   

 La création de paires électron-positon 

Elle devient possible dès que l’énergie du photon incident atteint deux fois l’énergie de masse au 

repos de la paire électron/positron soit 1,022 MeV (Rodnyi et al., 1997).  Le photon peut, en passant tout 

près du noyau atomique, disparaître dans son champ coulombien (figure 7γ). δ’énergie du photon se 

transforme alors en matière (E=mc²) pour créer une paire d’électrons de signes électriques opposés 

(électron + positon) μ c’est la création de paires, ou matérialisation.  

 

Figure 73 : Effet paire électron-positron. © RayonsSanté.   

       La multiplication et la thermalisation de ces paires (e-t), qui se poursuit jusqu’à ce qu’il n’y ait plus 

d’ionisation possible, est un processus qui dure quelques picosecondes. De nombreuses définitions ont été 

proposées pour décrire ces processus complexes qui mènent à des pertes d’énergie et plusieurs théories ont 

été développées pour déterminer le nombre de paires (e-t) créées par unité d’énergie absorbée pour un 

matériau donné. Des recherches ont lieu actuellement pour mieux comprendre les mécanismes mis en jeu 

(Viana et al., β011). δ’énergie nécessaire pour créer une paire électron-trou après absorption d’un 

rayonnement pourrait être de l’ordre de β à γ fois l’énergie de la bande interdite (Evc*), selon la nature du 

matériau. 

 

ii. δe transfert d’énergie aux centres luminescents “migration d’énergie” 

Les électrons et trous libres doivent céder leur énergie aux centres luminescents. Ce mécanisme dépend de 

la nature du scintillateur. Le cas le plus simple est la capture directe par le centre luminescent. Elle peut 
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soit favoriser la scintillation, soit entraîner une extinction de la luminescence, soit modifier complètement 

la cinétique du processus. Les électrons et les trous vont donc former des excitons pour transférer leur 

énergie aux centres luminescents ou bien perdre leur énergie de façon non radiative ou par transfert à un 

piège (Viana et al., 2011) (Figure 74). 

Cependant, du fait de la difficulté de cette étape, il est très difficile de prédire son efficacité dont la durée  

peut varier entre 10−12 à 10−3 secondes. Pour les processus les plus longs, on parle alors de fluorescence 

retardée ou d’“afterglow” (Viana et al., β011).  

 

Figure 74 : Visualisation des pièges nuisibles en scintillation (pièges à électrons) (Viana, 2011). 

iii.  Enfin, la dernière étape est la luminescence de l’ion dopant (dans notre cas Eu(III) et Tb(III)) qui a 

été détaillée précédemment.     

Les scintillateurs sont utilisés dans différents domaines, comme la sécurité notamment dans le 

contrôle des bagages, du contrôle qualité en industrie, l’exploration géophysique des hydrocarbures. Ils 

ont aussi un grand intérêt dans le domaine médical. Citons deux grandes techniques qui font appel à des 

scintillateurs : la tomographie à émission de positrons (TEP) et la scannographie X. 

On rappelle que pour des irradiations de tumeurs profondes du cerveau, il a été proposé de réaliser 

une excitation électronique par rayons X de nanoparticules à base de métaux lourds (terres rares) sur 

lesquelles sont greffées des PS. δ’idée est donc, entre autres choses, de former un état excité de la terre 

rare qui pourra, par transfert d’énergie électronique à longue distance, exciter le PS qui sera alors capable, 

avec l’oxygène, de produire des EROs « tueuses » des cellules cancéreuses. Pour ce faire, un transfert 

d’énergie électronique est nécessaire. 

Pour la réalisation de notre projet, nous avons choisi de travailler avec des nanoparticules à base de 

terres rares car ces dernières sont très connues pour leurs pouvoirs scintillant et luminescent. 
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IV-2-2. Les lanthanides 

Les lanthanides forment une série de quinze éléments métalliques de propriétés chimiques semblables 

que l’on désigne sous le nom de terres rares. Contrairement à leur nomination, les terres rares sont des 

éléments très répandus, le cérium est même le 26ème élément le plus abondant sur la terre (figure 75). 

δ’origine du terme terre rare vient du fait que ces éléments sont  généralement retrouvés sous forme 

d’oxydes mixtes inclus dans des minerais, ce qui nécessite divers procédés d’extraction pour pouvoir les 

isoler. Ne faisant pas partie de l’objet de notre étude, ces différentes techniques d’extraction ne seront pas 

abordées ; nous nous intéresserons surtout aux propriétés optiques, magnétiques et scintillantes des 

lanthanides pour des applications spécifiques, notamment médicales. 

 

Figure 75 : Abondance relative des éléments dans l’écorce terrestre en ppm  

 (Birraux, 2011).  

 

IV-2-2-a. Caractéristiques électroniques des terres rares 

Dans la classification périodique des éléments, les lanthanides des numéros atomiques 57 à 71, 

occupent avec le lanthane, une seule et même case du tableau (tableau 2) ; cette spécificité revient à  leur 

structure électronique qui est identique pour les couches extérieures et ne diffère d’un élément au suivant 

que par addition d’un électron dans la couche profonde 4f (d’où le nom d’éléments 4f que leur donnent 

parfois les physiciens). 
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Tableau 2 : Position des lanthanides dans le tableau périodique des éléments 

1    
H 

 

3 
Li 

4 
Be 

 

19 
K 

20 
Ca 

21 
Sc 

22 
Ti 

37 
Rb 

38 
Sr 

39 
Y 

40 
Zr 

55 
Cs 

56 
Ba 

57 
La 

72 
Hf 

 
 

58   
La 
Ce 

59 
Pr 60 

Nd 
61 
Pm 

62 
Sm 

63 
Eu 

64 
Gd 

65 
Tb 

66 
Dy 

67 
Ho 

68 
 Er 

69 
  Tm 

70 
Yb 

71 
Lu 

 
 

Les lanthanides ont tous les mêmes propriétés électroniques ; ils cèdent tous facilement trois 

électrons pour donner des ions trivalents Ln(III). Ces ions trivalents correspondent au remplissage 

progressif de la couche 4f qui est blindée par les couches externes 5s2 5p6. La configuration électronique 

des éléments de la famille des lanthanides est 1s2 2s2 2p6 3s2 3p6 3d104s2 4p6 4d104fN 5s2 5p6. Avec N=0 à 

14 en allant du lanthane (La3+) au lutécium (Lu3+) (tableau 3). 
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Tableau 3 : Configuration électronique des ions trivalents des lanthanides 

 

La particularité des terres rares tient aux électrons 4f qui ont une influence sur leurs propriétés 

physiques et qui leur attribuent des propriétés optiques et magnétiques particulières. Certains lanthanides 

ont des propriétés optiques, d’autres des propriétés magnétiques. Un d’entre eux, le néodyme, a les deux 

propriétés.  

VI-2-2-b. Propriétés optiques des terres rares  

Une des propriétés les plus recherchées des lanthanides est leur luminescence très caractéristique qui 

est dûe aux transitions électroniques internes des électrons. Tous les ions lanthanides (sauf  les La (III) et 

le Lu (III), de configurations respectives 4f0 et 4f14) sont luminescents. Les électrons f étant très proches 

du noyau et n’interagissant pas avec les orbitales moléculaires,  ils sont peu affectés par l’environnement 

autour de l’ion. δ’énergie d’émission est donc peu dépendante de la matrice hôte de l’ion. δ’intensité 

d’émission peut en revanche en dépendre fortement. Dans le cas des atomes isolés, les transitions entre 

niveaux électroniques f-f faisant intervenir des orbitales de même symétrie sont interdites par la règle de 

Laporte. Cette interdiction est atténuée lorsque les atomes, alors sous forme d’ions, sont placés dans une 

matrice hôte. Des transitions optiques peuvent donc avoir lieu.   δe retour à l’état fondamental des ions 

excités étant désavantagé, il en résulte :  

 des durées de vie d’émission de luminescence des états excités très longues, de l’ordre de la 

milliseconde pour les ions Eu(III) et Tb(III). 

Elément Symbole Nombre atomique Configuration électronique 
Lanthane La 57 [Xe] 4f0 5d1 6s2 
Cérium Ce 58 [Xe] 4f1 5d1 6s2 

Praséodyme Pr 59 [Xe] 4f3 6s2 
Néodyme Nd 60 [Xe] 4f4 6s2 

Prométhium Pm 61 [Xe] 4f5 6s2 
Samarium Sm 62 [Xe] 4f6 6s2 
Europium Eu 63 [Xe] 4f7 6s2 

Gadolinium Gd 64 [Xe] 4f7 5d1 6s2 
Terbium Tb 65 [Xe] 4f9 6s2 

Dysprosium Dy 66 [Xe] 4f10 6s2 
Holmium Ho 67 [Xe] 4f11 6s2 
Erbium Er 68 [Xe] 4f12 6s2 
Thulium Tm 69 [Xe] 4f13 6s2 

Ytterbium Yb 70 [Xe] 4f14 6s2 
Lutétium Lu 71 [Xe] 4f14 5d1 6s2 
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 des bandes d’émission très fines, caractéristiques de chaque élément en fonction des niveaux 

d’énergie impliqués et un coefficient d’extinction molaire faible (entre 1 et 10 δ.mol-1. cm-1).  

Le Gadolinium dont le premier état excité est très haut en énergie et difficilement accessible en 

spectroscopie de luminescence classique, plusieurs ions lanthanides sont capables d’émettre à des 

longueurs d’onde distinctes allant de la région visible du spectre électromagnétique au  proche infrarouge 

lorsqu’ils sont soumis à une excitation lumineuse (figure 76).  

 

 

 

 

 

 

Figure 76 : Spectres d’émission normalisés des principaux ions lanthanides. 

L’intensité de ces raies d’émission dépend de la différence d’énergie E entre l’état fondamental et 

l’état excité de l’ion lanthanide. Si la différence est faible, les processus de désactivation non radiative de 

l’état excité sont probables.  δes ions Eu(III) et Tb(III) avec des différences ∆E de 1βγ00 cm-1 (5d0
 7f6) et 

de 14200 cm-1 (5d4 7f0), respectivement, seraient donc les plus intéressants pour des applications 

médicales.   

δ’ion europium ayant été sélectionné dans notre projet, nous l’avons pris comme exemple pour 

expliquer le principe des niveaux d’énergie.  

δ’émission de l’Eu se fait à partir du niveau 5d0 vers des niveaux 7f (figure 77). Certaines transitions 

à partir du niveau 5d1 peuvent se produire mais sont rares.  Généralement, il se produit une désactivation 

non radiative du niveau 5d1 vers le niveau 5d0 d’où l’émission de lumière.  
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Figure 77 : Principales transitions luminescentes de l’ion Eu3+. 

 

δes principales bandes caractéristiques de l’europium sont représentées dans le tableau 4   ainsi que 

les longueurs d’onde associées.  

Tableau 4 : Principales bandes caractéristiques de l’Eu (III) ainsi que les longueurs d’onde associées 

Transitions 
Longueur d’onde 

(nm) 
5d0-7f0 577-581 
5d0-7f1 585-600 
5d0-7f2 610-625 
5d0-7f3 640-655 
5d0-7f4 680-710 
5d0-7f1 530-540 

 

δes ions terbium (III) (Ȝem = 550 nm dans le vert)  et europium (III)  (Ȝem = 620 nm dans le rouge), 

présentent des durées de vie d’émission de l’ordre de la milliseconde. Ce sont les ions lanthanides  les plus 

utilisés notamment  pour la bioanalyse et le diagnostic médical comme en confirme la commercialisation 

de plusieurs de ces complexes (figure 78). 
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Figure 78 : Exemples complexes Eu3+ et Tb3+ développés par CISBIO 

International (A), Perkin Elmer Life Sciences (B), Invitrogen (C) et Amerscham (D). 

 

IV-2-2-c. Propriétés magnétiques des terres rares  

Du fait de la présence d’électrons non appariés dans les orbitales 4f, tous les lanthanides sont 

paramagnétiques sauf le La(III) et le Lu(III) car ils des configurations respectives 4f0 et 4f14. Les électrons 

f ne sont pas engagés dans les liaisons chimiques, ils peuvent donc participer au magnétisme. 

Les propriétés magnétiques des lanthanides ont été exploitées dans le domaine médical notamment 

dans l’élaboration d’agents de contraste pour l’imagerie par résonance magnétique (IRM). Les complexes 

de Gd(III) sont les plus utilisés. Le gadolinium, possède sept électrons non appariés, il possède donc un 

moment magnétique important et un temps de relaxation long (> ns). Une interaction entre le moment 

magnétique et le moment dipolaire des protons à proximité a lieu, ce qui va engendrer la relaxation 

importante des protons et donc l’amélioration du contraste. 
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V- Nanoparticules, PDT et radiothérapie  

δ’absorption de la lumière par les tissus biologiques (eau, mélanine et hémoglobine …)  peut être un 

facteur limitant lorsque l’on veut traiter par PDT en profondeur. δa plupart des tissus biologiques 

possèdent une fenêtre spectrale de transparence (dite fenêtre thérapeutique optique) (Anderson, 1981), 

située entre le rouge et le proche infrarouge (entre 600 nm et 1.1 µm). δ’absorption provient 

principalement de l’eau, de l’hémoglobine et de certaines protéines comme la mélanine (figure 7λ) (Wang 

et al., 2007).  

 

 

 

 

 

 

Figure 79 : Fenêtre thérapeutique optique : spectres d’absorption des principaux composants des 

tissus biologiques (eau, mélanine et oxyhémoglobine HbO2), inspiré de (Wang et al., 2007). 

Il faut noter que l’absorption devient encore plus limitante en régime de diffusion. En effet, la peau 

étant un milieu complexe, la lumière est soumise fortement à un phénomène de diffusion optique qui 

conduit à de multiples modifications de trajectoires liées aux réflexions, réfractions et diffractions 

présentes dans tout milieu hétérogène comme les tissus vivants (figure 80). Dans le rouge et proche 

infrarouge, où l’absorption de la peau est relativement faible, la diffusion est le mécanisme optique 

dominant. Ce phénomène conduit à une plus forte pénétration de la lumière en profondeur et par 

conséquent à des volumes illuminés plus importants.  
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Figure 80 : Profondeur de pénétration de la lumière dans les tissus en fonction de la 

longueur d’onde (Agostinis et al., 2011). 

La lumière visible ne pénétrant pas suffisamment dans les tissus, il est nécessaire de trouver un 

moyen d’activer des PS en tissus profonds. Plusieurs équipes de recherche ont tenté d’améliorer la 

longueur de pénétration de la lumière. Certaines proposent d’utiliser la lumière Čerenkov émise par des 

radiotraceurs utilisés en imagerie médicale, comme une source de lumière interne pour activer la PDT 

(Ran et al., β01β) (Hartl et al., β01γ) (Gonzales et al., β014). D’autres proposent l’utilisation de matériaux 

dits à up-conversion, qui permettent d’atteindre des niveaux excités de haute énergie à partir d’un 

rayonnement infrarouge (Park et al., 2012). La PDT excitée à deux photons (figure 81) permet un 

traitement plus localisé grâce à l’absorption non linéaire. Starkey en couplant des triphénylamines à des 

porphyrines (į ≈ β000 Gε) a réussi à faire de la PDT deux photons in vivo (Starkey et al., 2008). Parmi 

les PS deux photons en développement, on trouve des porphyrines associées au BMVC qui agit comme 

une antenne deux photons (Kang et al., 2008) et des complexes de ruthénium (į ≈ 40 Gε) (équipe de 

Gilles Lemercier (Boca et al., 2009)). Des nanoparticules hybrides de silice fonctionnalisées par des PS 

moléculaires présentant de fortes réponses en absorption à deux photons ont également été élaborées. Ces 

nano-objets ont démontré un fort potentiel en thérapie phtodynamique (Gary-Bobo et al., 2011). 
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Figure 81 : Principe du phénomène d’absorption à deux photons (gauche, flèches rouges)  et de l’« 

up-conversion » (droite). 

δ’absorption à deux photons repose sur l’absorption simultanée de deux photons de moindre énergie 

(et donc de longueur d’onde plus élevée) pour conduire à l’état excité. Dans le phénomène d’« up-

conversion », les deux photons ne sont pas absorbés simultanément. 

Une autre stratégie consisterait à utiliser des rayons X. La première utilisation de tels rayonnements 

pour la PDT remonte aux années λ0 quand l’équipe de Kokotov a démontré le caractère 

radiosensibilisateur de dérivé de l’hématoporphyrine (HpD) qui était directement activée sous irradiation 

X (Kokotov et al., 1λλ4), propriété confirmée plus tard par Bistofli (Bistofli, β000). D’autres PS tels la 

PpIX (Berg et al., 1995), (Takahashi et al., 2009), Hpde (Luksiene et al., 1999), ont aussi été démontrés 

comme radiosensibilisateurs. Le Photofrin II qui est déjà utilisé en clinique comme photosensibilisateur, 

est évalué comme radiosensibilisateur (Kulka et al., 2003) et (Schaffer et al., 2002).  

D’autres études ont démontré que certains PS ne possèdent pas cette propriété radiosensibilisante tels 

que l’Indocyanine Green (Colasanti et al., 2004) et (Montazerabadi et al., 2012).  

Pour augmenter le pouvoir radiosensibilisant des photosensibilisateurs, quelques années plus tard, est 

venue l’idée de les coupler à des nanoscintillateurs.  

Grace à leur propriété d’absorption des rayonnements ionisants largement utilisés en radiothérapie, 

les nanoscintillateurs ont été proposés pour la première fois comme intermédiaires permettant de coupler 

deux thérapies dans le but d’améliorer l’efficacité des traitements anti-tumoraux : la thérapie 

photodynamique et la radiothérapie (Chen et al., 2006). Une fois stimulés par les rayons X, les 

nanoscintillateurs conjugués émettent de la lumière, qui, à son tour, va activer le PS. Ce dernier, va donc 
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produire un effet phototoxique en générant EROs qui sont toxiques pour la tumeur. δ’intérêt de cette PDT 

excitable par RX est que l’épaisseur des tissus n’est plus un obstacle.  

Deux ans plus tard, une première étude expérimentale a pu montrer un effet PDT sous excitation X en 

couplant une porphyrine (MTCP) à des nanoparticules de LaF3:Tb3+ de 15 nm (figure 82) (Liu et al., 

β008), (Chen et al., β008). De l’acide folique a également été greffé comme molécule de ciblage. δe 

transfert d’énergie et la production d’1O2 produite  par la porphyrine après irradiation au RX ont été 

évalués.    

 

Figure 82 : Représentation d’une nanoparticule excitable par rayons X (Chen et al., 2008). 

Les auteurs ont montré que l’acide folique n’a aucun effet sur le rendement quantique de production 

d’1O2 par la porphyrine. δa formation d’1O2 a été évaluée en utilisant une sonde chimique l’ADPA (acide 

anthracène dipropionique). δe quenching de la fluorescence de l’ADPA, indiquant la présence d’1O2 est 

plus fort pour la solution de nanoparticules couplées à la porphyrine avec et sans acide folique que pour 

celle contenant la sonde et la porphyrine libre. Après γ0 min la fluorescence de l’ADPA est totalement 

quenchée. Ces auteurs ont donc montré que la présence du PS sur les nanoparticules augmenterait la 

production d’1O2 après excitation du conjugué par RX (figure 83).  

En radiothérapie classique, l’énergie utilisée est importante (de l’ordre du εev), dans cette étude ils 

ont irradié avec 250 Kev, une énergie largement plus faible mais efficace.   
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Figure 83 : Quenching de la photoluminescence du ADPA avec irradiation RX : 

(a) ADPA + porphyrine - (b) ADPA + nanoparticules de LaF3:Tb3+ 

Conjuguées à MTCP - (c) ADPA + nanoparticules de LaF3:Tb3+ conjuguées à MTCP et à l’acide 

folique (d) (Liu et al., 2008). 

 

Abliz et ses collaborateurs ont étudié l’effet PDT après irradiation RX sur des cellules de 

glioblastome humain en présence de photofrin II libre et de particules Gd2O2S :Tb3+ d’une taille de β0 µm 

de diamètre. Après activation du PS par l’absorption des photons émis par les Gd2O2S :Tb3+, ils ont 

observé une réduction importante (λ0%) de la viabilité des cellules lorsqu’elles sont traitées en présence 

du Photofrin II et des particules (figure 84) alors qu’elle n’était que de β0 % pour les cellules traitées aux 

rayons X en présence ou non de Photofrin II. Aucune différence significative n’a été observée quant aux 

cellules traitées aux rayons X en présence des nanoparticules seules.   
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Figure 84 :   Activité métabolique cellulaire du glioblastome humain normalisée à travers des 

mesures MTT (48 heures après exposition aux RX pendant 15 min (120 kVp, 20 mAs), 

[PhotofrinII]= 20 µg/mL,  [Gd2O2S:Tb3+]=5mg/mL, temps d’incubation : 2 h (Abliz et al., 2011). 

Une autre équipe s’est intéressée aux calculs de certains paramètres pour avoir un taux en 1O2 élevé 

en utilisant des doses thérapeutiques (Morgan et al., 2009). Ils ont combiné plusieurs informations tirées 

de différents travaux effectués précédemment dans différents domaines (radiothérapie, PDT et de 

l’imagerie) et ont obtenu des estimations quantitatives pour une meilleure efficacité.  Il semble que le 

rendement de fluorescence des NPs, l'efficacité du transfert d'énergie aux PS et l'absorption des NPs par 

les cellules doivent tous être optimisés  pour observer un effet cytotoxique. 
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Objectifs de la thèse 

 

δ’objectif général est d’améliorer l’efficacité de la PDT avec une nouvelle approche qui combine les 

rayons X et la PDT. Pour ce faire, plusieurs étapes sont nécessaires : 

- la synthèse et l’étude physico-chimiques de nouvelles nanoparticules multifonctionnelles pouvant 

être excitables par des rayons X,  

- l’étude des propriétés photophysiques,  

- une validation biologique sur des cellules de gliobastome, en collaboration le CRAN. 

 

Pour être efficace en tant qu’agent pour la PDT, les nanoparticules que nous développons sont 

composées d’un cœur scintillateur, enrobé dans une couche en polysiloxane où est greffé le 

photosensibilisateur (figure 85).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 85 : Schéma des nanoparticules synthétisées 

 

Le cahier des charges  est précis : 

- la nanoparticule doit être stable en milieu biologique,  

- la nanoparticule doit être biocompatible grâce à une surface adéquate (e.g. PEG) qui empêchera 

les opsonines de s’adsorber à la surface,  

- le photosensibilisateur doit être couplé de façon covalente à la nanoparticule pour une meilleure 

stabilité du nano-objet,  

- le nanoscintillateur doit émettre après excitation aux rayons X et produire de la luminescence, 
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- le spectre d’émission du nanoscintillateur doit se superposer au spectre d’absorption du 

photosensibilisateur.  

 

Les avantages de cette approche thérapeutique associant radiothérapie et PDT sont de pouvoir 

envisager la synergie de deux thérapies anti-cancéreuses efficaces, d’être applicable aux tumeurs 

profondes jusqu’ici non traitables par PDT, et de diminuer le risque de dommages aux tissus sains 

adjacents. Ceci pourra être source de ramifications considérables en matière de thérapie anti-cancéreuse. 
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Chapitre 3 

Synthèse et caractérisation de 

nanoparticules multifonctionnelles  
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Ce chapitre sera consacré à la synthèse et l’étude photophysique des photosensibilisateurs, de 

nanoparticules multifonctionnelles, à l’étude des potentiels transferts d’énergie entre cœur de 

nanoparticules et PS sous excitation lumineuse ou  RX engendrant la formation ou non d’espèces réactives 

de l’oxygène tel l’1O2.  

I- Synthèse et caractérisation photophysique des photosensibilisateurs  

Nous avons opté pour deux modes de synthèse différents : la synthèse en conditions classiques et  la 

synthèse assistée par micro-onde dont nous avons mis au point un protocole de synthèse permettant 

d’obtenir les photosensibilisateurs avec de  bons rendements, tout en limitant le temps de synthèse et les 

étapes de purification. 

δ’équipe PDT de Nancy est spécialisée depuis β005 dans le ciblage de photosensibilisateurs pour la 

PDT. Les photosensibilisateurs principalement développés sont des porphyrines et des chlorines 

asymétriques carboxylées dérivant de la TPP. Le groupe acide carboxylique est nécessaire pour greffer la 

molécule photosensible à l’unité d’adressage (sucre, acide folique, etc.) ou des peptides. Une porphyrine, 

une chlorine zinguée et une phtalocyanine zinguée monocarboxyliques comme photosensibilisateurs ont 

été retenues en raison de leurs structures chimiques et du recouvrement spectral de leurs spectres 

d’absorption avec le spectre d’émission des nanoparticules de terres rares utilisées.  

I-1. Synthèse des photosensibilisateurs  

I-1-1. Synthèse de la porphyrine  

La porphyrine monocarboxylée, notée P1, est synthétisée par la méthode de Lindsey qui consiste à 

faire réagir dans du DCM quatre équivalents de pyrrole avec un équivalent de 4-carboxybenzaldéhyde et 

trois équivalents de benzaldéhyde, sous atmosphère inerte. δ’intermédiaire porphyrinogène formé est 

ensuite oxydé en porphyrine par action d’un agent oxydant, le p-chloranil (figure 86). Le mélange est filtré 

une première fois sur silice afin d’éliminer les goudrons et autres polymères du pyrrole formés pendant la 

réaction, puis le filtrat est purifié sur Armen SPOT Prep (un système chromatographique basse pression) 

avec une colonne Si60 EcoPack Basic D44 (40−63 ȝm, 150 × 40 mm) et doté d’un détecteur FδASH 06 

DAD (Ȝexc = 415 nm, Ȝem = 600 nm) en utilisant un mélange dichlorométhane/éthanol (gradiant [0:100 à 

50:50] sur une période de 35 min). Le rendement de cette synthèse varie de 7 à 11 %.  
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Figure 86 : Synthèse de la porphyrine notée P1.  

 

I-1-2. Synthèse de la chlorine zinguée 

  La synthèse de la ZnTPC est réalisée en deux étapes :  

 La première étape consiste en la synthèse de la TPC,  

 La deuxième étape consiste en la métallation de la TPC en introduisant un atome de zinc.  

La chlorine monocarboxylée, notée TPC est synthétisée par la méthode de Whitlock. La P1 est réduite 

en bactériochlorine en ajoutant 40 équivalents de p-TSH (para-toluènesulfonylhydrazine) et 80 

équivalents de K2CO3 en portant le mélange à reflux pendant 4 heures. La bactériochlorine est ensuite ré-

oxydée en chlorine par ajouts progressifs de o-chloranil dans l’acétate d’éthyle (AcOEt) sous atmosphère 

inerte (figure 87). Cette dernière étape de ré-oxydation doit immédiatement être stoppée au premier état 

d’oxydation de la bactériochlorine, c’est-à-dire lorsque le spectre UV-visible correspond à celui de la 

chlorine (qui ne doit pas s’oxyder ultérieurement en porphyrine). C’est pourquoi les ajouts se font 

progressivement, par petites 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.mδ-1) toutes les 15 min, et un 

contrôle UV-visible est effectué avant et après chaque ajout. Le rendement obtenu de cette synthèse est de 

41%.  
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Figure 87 : Synthèse de la bactériochlorine et de la TPC. 

La 5-(4-carboxyphényl) 10,15,20-tétraphénylchlorine nommée ZnTPC a été synthétisée selon la 

méthode mise au point au LCPM (Colombeau, 2011). 45 mg (0,065 mmol) de TPC et 3,6 équivalents 

d'acétate de zinc dihydrate sont dissous dans 25 mL de THF et chauffés à reflux pendant 2 h. La réaction 

de métallation est contrôlée par spectrométrie UV-vis entre Ȝ=γ50 et 800 nm et par chromatographie sur 

couche mince (CH2Cl2 / EtOH, 97/3). A la fin de la réaction, le solvant est éliminé  sous vide et le produit 

brut est dissous dans du CH2CI2 (30 mL), lavé avec de l'eau (3 x 30 mL) puis séché sur du MgSO4. Après 

évaporation, le composé est obtenu avec un rendement de 95%.  

I-1-3. Amélioration des conditions de synthèse des composés : utilisation des micro- 

ondes 

Le développement des nouvelles méthodes pour la synthèse des molécules hétérocycliques 

tétrapyrroliques représente un grand challenge dans la synthèse organique et dans la chimie médicinale. 

En effet, la synthèse organique est confrontée ces dernières années à de nouveaux défis, il s’agit donc de 

mettre en œuvre des séquences chimiques en respectant des critères économiques et écologiques. Dans ce 

contexte, les conditions de synthèse assistée par micro-ondes de la P1, ZnP1, TPC, ZnTPC ont été décrites 

et comparées aux conditions classiques de synthèse en termes de temps de réaction et les rendements 

obtenus. δe nouveau protocole expérimental est facile à mettre en œuvre, avec l’utilisation de petites 

quantités de réactifs et de solvants ainsi que des temps de réaction courts et donc  plus respectueux de 

l’environnement.  
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 Pour optimiser les réactions, nous avons fait varier plusieurs paramètres notamment les quantités 

des réactifs, la puissance et le temps. 

 Tous les composés ont été caractérisés par RMN 1H, MS et techniques spectroscopiques 

Le tableau suivant présente les conditions optimales déterminées pour la synthèse des différentes 

molécules. Nous notons (1) P1, (2) bactériochlorine, (3) TPC, (4) ZnTPC et (5) ZnP1.  

Tableau 5 : Conditions utilisées pour la synthèse de P1, bactériochlorine, TPC, ZnTPC et ZnP1 

 

nd : non déterminé car non isolé ; TA : température ambiante  

La figure 88 reprend les différentes voies de synthèse. 

 

 

Composé 

Conditions 

classiques 
 

Irradiation au 

micro-onde 
 

Temps Rendement Température Temps Rendement Température 

(1) 6 h 25% 60°C 30 min 20% 120°C 

(2) 24 h nd 116°C 60 min Nd 100°C 

(3) 1 h 41% TA 10 min 34% 90°C 

(4) 2 h 95% 66°C 3 min 95% 90°C 

(5) 2 h 95% 66°C 3 min 97% 90°C 
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Figure 88 : réactions de synthèse aux micro-ondes 

 

 

Cette nouvelle méthode de synthèse a fait l’objet d’une publication dans Journal of Porphyrins and 

Phtalocyanines (JPP). 
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ABSTRACT: The microwave-assisted syntbesis of zinc 5-(4-carboxyphenyl)-10, 15,20-triphenyl
porphyrin and zinc 5-(4-carboxypbenyl)-10, 15,20-triphenylclllrotin are described and compared to 
c lassic conditions of synthesis in tenus of lime of reaction and yields obtained . The new experimental 
protocols are easy to implement required small amounts of reagents and solvents and lead 10 sbort 
reaction times. ALI compounds bave been characterized by 'H NMR, MS and spectroscopie techniques. 

KEYWORDS: porphyrin, bacterioclllotin, dorin, microwave, MAOS, pllotodynamic therapy. 

lNTRODUCTION 

Photodynamic therapy (PDT) is an emerging non
invasive technique for the treatrnent of a variety of 
cancerous tumors. Jt involves the Light activation of a 
photo-rcsponsivc molecule callcd a photoscnsitizcr (PS), 
in tl1c presence of oxygcn [ 1, 2). After light irradiation of 
the photosensitizer, the cncrgy from the cxcited mancr 
can be transfcn·ed to SurTOunding molecules. Thus, 
a photosensitizer is classically defined as a chemical 
entity that, upon absorption of light , induces a chemical 
o r physicaJ alteration of another chemical entity. This 
allows the generation of reactive oxygen spccies (ROS) 
including singlet oxygen ('02) , which is believed to be 
the major cytotoxic agent [3, 4). 

The successful achievement of any PDT concept 
depends crucial ly on the nature of the photosensitizer [5). 

' SPP full member in good standing 
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Early preparations of pbotosensitizers for PDT were 
based on a complex mixture of porphyrins ca!Jed 
baema toporphyrin derivative (HpD). Today, Pbotofrin®, 
a purified HpD derivative, is the most frequent! y PS used 
c linically. The benzoporphyrin derivative veneporfin 
(Visudyne®) was also recentJy approved for clinicat use, 
and bas been developed for U1e treaunem of age-related 
macular degeneration [6). 

Among chlorins, mela-tetraJJydroxyphenylchlorin 
(m-THPC, Lemoporfin®, Foscan®) is a second-generation 
photosensitizer clinica!Jy used for the treatment of 
human mesothelioma and for gynecological, respiratory, 
and head and neck cancers [71. 

Tbe main melllods of the synthesis of cblorins 
fo llowed a three steps procedure: synthesis of the 
corresponding porphyrin followed by reduction to 
bacteriochlorin and then re-oxidation to chlorin. The 
synlbesis of the porphyrin is mainly realized according to 
the Adler and Longo method [8 1 or the Lindsey metJ10d 
[9]. Adler used propionic acid as both solvent. Lindsey 
reported tl1e condensation of pyrrole and aldehyde in the 
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presence of BF3,E~O in dichloromethane. In both cases, 
the high dilution of the reaction mixture requires the use 
of a large quantity of sol vent, which must be furthemore 
anhydrous. Therefore, the purification of reagents and 
solvents makes synthesis rather time consuming and 
expensive. The reduction of porphyrin to bacteriochlorin 
is usually performed in refluxing pyridine and requires 
severa! hours to severa! da ys [ 1 0]. The bacteriochlorin is 
re-oxidated to ch! orin using an oxidant such as quinones 
or o-chloranil. As previously done, all solvents and 
reagents should be anhydrous and freshly distilled. To 
overcome this drawback, we described in this paper the 
syntheses of fi ve compounds using microwaves allowing 
us to ob tain the same quanti ti es with significant reduction 
of the reaction time and of the amount of solvents. 

In organic chemistry, microwave technology has been 
used since the mid-1980s [11, 12]. Since, microwave
assisted organic chemistry (MAOS) has gained popularity 
thanks to the significant decreasing of reaction times and 
the improvement of yields. MAOS has been used for the 
first ti me to synthesize porphyrins by Petit et al. in 1992. 
They prepared tetraphenylporphyrin within 10 min with 
very simplified treatment and purification [13]. Thirteen 
years later, Jain et al. have described the synthesis of 
metalloporphyrins using MAOS. They increased the 
yield of 5,1 0, 15,20-tetraphenylporphyrinato-mangenese 
synthesis from 45% in conventional conditions to 83% 
under microwave irradiation. Also, they reduced the 
reaction time fi·om 4 h to 5 min [14]. Bacteriochlorins 
and chlorins have been also synthesized by microwave 
irradiation by Nascimento et al. in 25 and 3 minrespectively 
[15]. These promising works encouraged us to use MAOS 

y:o ;co 
yu 

COOH 

(MeC00)2Zn 1.4.-<lioxane 
MW(90°C, 3min, 100W) 

COOH 

COOH 

COOH 

for the synthesis of our porphyrin (1), bacteriochlorin (2), 
ch! orin (3), zinc-ch! orin ( 4) and zinc-pmphyrin (5). 

RESULTS AND DISCUSSION 

Chemistry 

The goal of our synthetic work was the preparation 
of zinc porphyrin and zinc chlorin using microwave 
irradiation to evaluate the potential advantages of using this 
protocol on the reaction time and yields. Although MAOS 
has already been used for the synthesis of porphyrins and 
chlorins, to our knowledge, it is the fi rst time that it is 
employed to synthesize porphyrins and chlorins type A3B. 

As described in the literature, the synthesis of 
5-( 4-carboxypheny 1)-1 0, 15, 20-tripheny lporphyrin (1) 
according to the Adler and Longo method [8] by 
condensation of 4-formylbezoic acid, benzaldehyde 
and pyrrole in refluxing propionic acid gives only 7% 
of yield [16]. The Lindsey method [9] synthesized the 
same compound with better yield (41 %) [17] but requires 
very large quantities of solvents. Both Longo and 
Lindsey methods require respectively one night and 6 h 
of reaction time. Aiming to reduce the reaction lime, we 
performed the reaction under microwave irradiation in 
propionic a cid and nitrobenzene (Scheme 1) according 
to Adler and Longo method [8]. The use of nitrobenzene 
increases the reaction yield [18]. We found that under 
microwave irradiation with a power setting of 250 W at 
l20°C in 30 min, the same equivalents of reagents had 
given good results (20% of yield) (fable 1 ). 

Tsi\JHNH2. K2CCb 1 4-ilioxane 
MW(100°C, 00min, 100 W) 

(MeC00)2Zn 1 4 -<.liŒane 
MW(90 •c. 3 min, 100 W) 

COOH 

j Mn02 1 4-diOXMe 
MW(90°C, 10min. 100W) 

COOH 

Scheme 1. Synthesis route to zinc 5-(4-carboxypheny1)-1 0,15,20-tripheny1porphyrin and zinc 5-(4-carboxypheny1)-
10,15,20-triphenylch1orin 
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MICROWAVE-ASSISTED SYNTHESIS OF ZINC 5-(4-CARBOXYPHENYL)-10,15,20-TRIPHENYLPORPHYRIN AND ZINC 3 

To obtain tbe bacteriocblorin (2), classical conditions 
require a diimide reduction of porpbyrin (1) in 
relluxing freshly dislilled pyridine using an excess of 
p-toluenesulfonyU1ydrazide and K2C03 for 9 b [17]. 
Aiming 10 reduce the reaction lime, we perfonned Lbe 
reaction under mierowave irradia tion in 1,4-dioxane. 
Afler severa! essays, we found Lhal 20 equivalents of 
p-loluenesulfonylliydrazide and K,CO, at 100°C witb a 
microwave power of 100 Win 60 min were Ille optimal 
conditions 10 obtain Lhe best yield wiLb Lbe Jess side 
products. The bacteriochlorin (2) was only slighlly (17%) 
contaminated with Lhe chlorin (3) as we can see in Fig. 1. 
The recovered mass was 85 mg and Lbe ratio of yields 
bact.eriocblorin/chlorins was 83%/17% according 10 'H 
RMN spectra. 

The contaminated bacteriochlorin was reoxidized 
under microwave irradiation using Mn0 2 in 1,4-dioxane 
as sbown in Scbeme 1 instead of o-cWoranil in freshly 
distilled ethyl aceta te unt.i l the absorption peak of 
bacteriochlorin at 730 nm disappeared. We found Lhat 
the optimal conditions to obtain U1e chloril1 (3) wcre 5 
equivalents of Mn0 2 at 90°C with a microwave power of 
100 W in 10 min. The chlorin was slighlly contaminated 
with the poqJhyrin. The recovered mass was 33 mg and the 
ratio of yields chlorin/porphyrin was 80%/20% according 
10 11-1 RMN spectra . The cblorin (3) was pLLriiied Ulen by 
preparative 1-IPLC. CWorin (3) was obtained as a mixture 
of two isomers. Those isomers bave very close retention 
Limes in preparalive 1-!PLC. The main advantage of using 
Mn0 2 instead of o-chloranil is Lba t il is easier to remove. 
Jndeed, removing o-chloranil was perfonned with severa! 
aqueous phase washings at alkaline pl-I washings; in 
these pH conditions, a large amount of chlorin could be 
a lso e liminaled in ù1e aqueous phase. Moreover, wiLb the 
classical meLbod, chlorin and o-cWoranil were in long 
contact during the purification allowing the oxidation of 
chlorin into unwanted porphyrin . On the contrary, with 
Ille new protocole, Mn02 was removed immediat e ly after 
complelion by simple filtration. 

As shown in Scbeme 1, compounds (1) and (3) were 
respectively converted into (5) and (4) in quantitative 
yields. This conversion has been realized under 

Table L Reaction Limes and synthelic yields obtaincd with 
class ic conditions and under microwave irradiation 

Compound Classic conditions Microwave 
irradia lion 

Time Yield Tune Yield 

1 nigbt [16) 7% 30 1rlin 20% 

2 9 h [17] 60min 

3 15-60 min[ I7] 4 1% LO min 34% 

4 2 b [17] 95% 3 min 95% 

5 2 h [ 17] 95% 3 min 97% 

Copyright C 2014 World Scientiflc Publistling Company 

microwave irradiation ln 1,4-dioxane using 4 equivalents 
of zinc acetate at 100°C witb a microwave power of 
lOO W in 3 min. The c lassic conditions of metalation 
are renuxing in Tl-IF during 2 h. Microwave irradiation 
leads 10 shortening of Lhe reaction lime from 2 h 10 

3 min and a lways witll very good yields. As expected, 
Lbe introduction of a Zn in Ille porphyrin induced a blue
shi fi of Lhe QI band and a decrease of Ille fluorescence 
quantum yield 117, 19, 20]. 

Photopbysical cbaractet·istics 

The absorption spectra of compounds were recorded 
in ethanol. As shown in Fig. 1, non-metaled compounds 
had typical spectra of porphyrin, bacteriochlorin and 
chlori11 with Soret bands at about 4 15 mn for (1) and (3) 
and about 370 mu for (2). The Sorel bands of t11e metaled 
compounds (4) and (5) were slightly higher tban non
metaled ones (3) and (1) wilh a shift 10 422 mn (Table 2). 

Fluorescence emission and 10 2 production of Ille 
different photosensitizers were also recorded (Figs 2 
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Fig. 1. Absorption spectra of porphy1in (1). bacteriocblorin (2). 
chlorin (3). zinc-cblorin (4) and zu1c-porpbyrin (5) in ethanol at 
the samc DO of Soret band. *Contaminatcd witb (3) 
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Fig. 3. Single! oxygen emission spcctra of porpbyrin (1), 
chlorin (3). zinc-chlorin (4) and zinc-porphyrin (5) in ethanol 
at the same Soret band 's DO (0.2) after excitation at A.,M, of 
Soret band 

and 3). As expcctcd, the introduction of Zn inducecl a 
decrease of fluorescence quantum yie ld and a shi fi of tJJe 
QI band from about 650 mn to 622 nm (là ble 2) [2 1] . 

EXPERIMENTAL 

Gene.-al 

Unless o therwise statecl, reagents were purchasecl from 
cbemical companiesand usecl without furl11er puri ficaüon. 
Reagenl grade sol vents were used as received. Thin-layer 
cbromatograpby (TLC) was carriecl out on Merck silica 
gel 60 F254 plates (Merck Chimie S.A.S., Fomenay Sous 
Bois, France) and eluted witll the appropriate solvent 
mixtures. 1l1e TLC spots were visualizecl by UV lighl. 
Cbromatography colwnns were using Merck sibca gel 
(40-63 J..Un ; 230-400 mesh A S"lM ). 

The m.icrowave used is a CEM Focused MicrowaveTM 
Synthesis System, Mode! Discover. lt acconunodates 
a JO mL vesse! witll sepia for reactions performed at 
e levated temperatures and pressures. 

1 H NMR and 13C (300 MHz) spectr a wcre recorded 
on a Bruker Advance 300 machine (Bruker, Wissenburg, 

Gennany). Mulliplicities are reponed as foUows: s = 
sin giet, t = triplet, q = quadruplet, rn = multiple!. Chemical 
sbifls are reported in pan s per million relative 10 the 
sol vent peak or TMS. Absorption spectra were recorded 
on a Perkiu-Eimer UV-visible spectropbo tometer 
(Lambda EZ210, Courtabœuf, France). ES Mass spectra 
were recorded on a Sbimaclzu LCMS 2020 EV apparatus 
(Mame la Va Uée, France) . 

Fluorescence spectra were recorded on a Horiba Jobin 
Yvon Fluorolog-3 (FL3-222) spectrofluorimet.er equipped 
witll a450 W Xenon lamp,a tllermostated ceU companment 
(25°C), a R928 (HAMAMATSU Japan) UV-visible 
pbotomultiplier and a liquid nitrogen-cooled lnGaAs 
infrared detector (DSS-16A020L E lectro-Optical System 
!ne, PboenixviUe, PA, USA). The excitation spectrometer 
is a SPEX double grating monochroma tor (1200 grating/ 
mm blazed 330 mn ). The fluorescence was measurecl by 
tlle UV-visible detector th rough a SPEX double grating 
monod1romator (1 200 grating/mm blazcd 500 mn ). '02 

production was rneastu·ed by the IR cletector l11rougb a 
SPEX double grating monochroma tor (600 grating/ 
mm blazcd 1 mm). Ali spectra wcrc recorded usu1g four 
optical faces quarrz cells. Fluorescence quantum yields 
(<llp) wcrc dctennincd using a tetraphcnyl porphyrin 
(TPP) solution in toluene as a fl uorescence sta ndard (<l>r 
(std) = 0.11). Ali molecules were clissolved in etllano l (n = 
1.36) and tlle lluorescence standard in toluene (n .. , = 
1.4968). The excitation wavelengtb of molecules and the 
standard was 415 and 422 llJil . At ùü s wavelength, the 
absorbance or tlle samples was set to around 0.2. Rose 
Ben gal was chosen as a reference solution because of its 
high 10 2 quantum yield production in etllanol (<!>,(re l) = 
0.68). 1l1e absorbance value at tl1e excitation wavelengù1 
(4 15 and 422 mn) of botJJ tlle reference and ù1e sample 
so lutions were set to around 0.2. 

Synthesis 

P•·eparation of 5-(4-ca rboxyphenyl)-10,15,20-tri
phenylporphyl"in (1) . 4-Formylbenzoic acid (238 mg; 
2.5 tmnol), pyrrole (0.69 mL; 10 mmol) and benzaldehyde 
(0.78 mL; 7.5 mmol) were added to propionic acid 
(3.5 mL) and nilrobenzene (1 .5 mL) and thoroughly 

l à ble 2. Elecuunic data and quantum yields of (1). (3). (4) and (5)' 

Compound À.""" 11111 (E)b Fluorescence À.max· mn Fluorescence Singlet oxygen 
quanlllm yield <l>p quamum yield <!>0 

414(300). 512(19). 545(8), 588(5). 650(3) 647 ' 0.10' 0.70' 

3 415(150). 514(13). 543(9). 595(4). 65 1(13) 652 ' 0.21' 0.69 ' 

4 422(130). 459( 1 ). 558( 1 ). 592(3 ), 622(20) 623 ' 0.20' 0.75' 

5 422(375). 515(4). 557(13). 595(5). 622(1.5) 602' 0.08' 0.74' 

• A11 UV-vis and tluorescence spectra were recorded in EtOH. •Molar extinction coefficients arc expressed in lü' M·'-cm·'. 
' Fluorescence spcctra rccordcd aflcr excitation at 415 nm (±0.02) and ' 422 nm (±0.02). 'Single! oxygen spcctra rccordcd after 
excitation at415 mn (±0.05) and '422 nm (±0.02). 
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MICROWAVE-ASSISTED SYNTHESIS OF ZINC 5-(4-CARBOXYPHENYL)-1 0,15,20-TRIPHENYLPORPHYRIN AND ZINC 5 

mixed in a 10 mL appropriate microwave vesse!. The 
reaction vesse! was then tightly sealed with a Teflon cap 
and the reaction mixture was magnetically stirred and 
heated at 120°C for 30 min under microwave irradiation 
with power setting of 250 W. After cooling to room 
temperature, the solution was filtered off on silica and the 
eructe mixture was purified by Armen SPOT Prep system 
(high pressure, preparative liquid chromatography) using 
a Si60 EcoPack Basic 0 44 (40- 63 !lill, 150 x 40 mm) 
column. The elution gradient was from 0% to 50% of 
ethanol in dichloromethane over 35 min. The monitoring 
of the elution was realized using the fluorescent 
properties of (1) (emission at 600 nm after excitation at 
415 nm) using a FLASH 06 DAO. 5-(4-carboxyphenyl)-
10,15,20-triphenylporphyrin (1) was obtained as a purple 
solid (329 mg; 20%). TLC (dichloromethane/ethanol, 
97/3): Rr= 0 .6. (1). 1H NMR (300 M Hz, CDCI,): 8H, ppm 
-2.61 (2H, s, NH), 7.72, 8.21 and 8.37 (19H, rn, Ph), 8.80 
(8H, rn, pyrrole-CH). UV-vis (EtOH): À mw nm 414, 512, 
545, 588, 650. MS (ES): mlz 659.6 [M + Hj+. <l>p = 0.10 
(EtOH). <r>, = 0.70 (EtOH). 

Pœparation of 5-( 4-carboxyphenyl)-10,15,20-tri
phenylbacteriochlodn (2). 5-(4-Carboxyphenyl)-10, 
15,20-triphenylporphyrin (1) (100 mg; 0.15 mmol), 
anhydrous potassium carbonate (420 mg, 20 equiv.) and 
p-toluenesulfonylhydrazide (566 mg, 20 equiv.) were 
added to 1,4-dioxane (4 mL) and thoroughly mixed in a 
10 mL appropria te microwave vesse!. The reaction vesse! 
was then tightly sealed with a Teflon cap and the reaction 
mixture was magnetically stirred and heated at 100°C 
for 60 min under microwave irradiation with a power 
setting of 100 W. After cooling to room temperature, the 
solvent was removed in vacuo. The eructe mixture was 
then dissolved inAcOEt (10 mL). The organic phase was 
washed with an aqueous solution ofhydrochloric acid 1 M 
(3 x 15 mL) and water (3 x 15 mL). The solution was then 
dried over MgS04 and evaporated to dryness. The eructe 
product (85 mg) containing bacteriochlorin (2) (major 
product) and chlorin (minor product) as a red solid was 
used immediately to synthesize 5-(4-carboxyphenyl)-
1 0, 15,20-triphenylchlorin (3). 

Pœparation of 5-( 4-carboxyphenyl)-10,15,20-tri
phenylchlorin (3). The eructe product (2) (75 mg) and 
activated manganese dioxide (50 mg, 5 equiv.) were 
added to 1,4-dioxane (4 mL) and thoroughly mixed in a 
10 mL appropria te microwave vesse!. The reaction vesse! 
was then tightly sealed with a Teflon cap and the reaction 
mixture was magnetically stirred and heated at 90 oc for 
10 min un der microwave irradiation with a power setting 
of 100 W. After cooling to room temperature, the ex cess 
of Mn02 was removed by filtration through a plug of 
Silica gel and elu ting witl1 ethanol. The filtrate was then 
evaporated under reduced pressure. The eructe product 
was purified by HPLC using a preparative Pursuit C18, 
5 mm column (5 pm, 150 x 21.2 mm, Varian, France). It 
was eluted with a mobile phase gradient of MeOH/H,ü 
(0.1% trifloroacetic acid) from 75% to 100% MeOH for 

Copyright C 2014 World S~en~ fic Publishing Company 

15 min and 100% MeOH for 15 min more wifu a flow 
rate of 15 mL/min. Fluorescence detection at 650 nm 
was realized using the fluorescence emission propert ies 
of (3) after 415 nm excitation. In these conditions, fue 
retention time for the compound (3) was 12 min. (3) was 
obtained as a purp1e solid (26 mg; 34%). TLC (EtOH/ 
CH,Cl2, 5/95): Rf= 0.3. 1H NMR (DMSO-d6) : o H, ppm 
-1.78 and -1.76 (2H, s, NH), 4.20 (4H, rn, pyrrole-CH2), 

7.77 (9H, s, Ph), 8.20 (6H, t, Ph), 8.31- 8.53, (4H, d, Ph), 
8.80 (6H, rn, pyrrole-CH). UV-vis (EtOH): "-rn,., nm 415, 
514, 543, 595, 651. MS (ES): mlz 661.50 [M + Hj+. cf>p = 
0.21 (EtOH). ct>"= 0.69 (EtOH). 

Preparation of zinc 5-(4-carboxyphenyl)-10,15,20-
ti·iphenylchlorin ( 4). In a 10 mL appropriate microwave 
vesse!, 5-( 4-carboxypheny 1)-1 0, 15, 20-tripheny !ch! orin 
(3) (25 mg; 0.03 mmol) and zinc acetate dihydrate 
(34 mg, 4 equiv.) were dissolved in 1,4-dioxane (4 mL). 
The reaction vesse! was fuen tightly sealed wifu a Teflon 
cap and the reaction mixture was magnetically stirred and 
heated at 90 oc for 3 min un der microwave irradiation with 
a power setting of 100 W. After cooling to room tempera
ture, fue 1,4-dioxane was evaporated in vacuo. The 
eructe mixture was dissolved in CH2Cl2 (30 mL), washed 
wifu water (5 x 30 mL) and dried over MgS04. After 
evaporation, fue pure compound was obtained wifu 95% 
yield as blue green microcrystalline solid (26 mg). TLC 
(EtOH/CH,Cl, , 5/95): Rf = 0.25. 1H NMR (300 MHz, 
DMSO-d6): 8H, ppm 4.20 (4H, s, pyrrole-CH,), 7.77 
(9H, s, Ph), 8.20 (6H, t, Ph), 8.31- 8.53 (4H, d, Ph), 8.80 
(6H, rn, pyrrole-CH). UV-vis (EtOH): Àm,., nm 422,459, 
558, 592, 622. MS (ES): mlz 722.17 [M + Hj+. <l>p = 0 .20 
(EtOH). <r>, = 0.75 (EtOH). 

P reparation of zinc 5-(4-carboxyphenyl)-10,15,20-
ti·iphenylporphyrin (5). In a 10 mL appropria te 
microwave vesse!, 5-( 4-carboxyphenyl)-1 0, 15,20-tri
phenylporphyrin (1) (50 mg; 0.075 mmol) and zinc 
acetate dihydrate (66 mg, 4 equiv.) were dissolved in 
1,4-dioxane (4 mL). The reaction vesse! was fuen tightly 
sealed wifu a teflon cap and the reaction mixture was 
magnetically stirred and heated at 90 oc for 3 min un der 
microwave irradiation with a power setting of 100 W. 
After cooling to room temperature, fue 1,4-dioxane was 
evaporated in vacuo. The eructe mixture was dissolved 
in CH2Cl2 (30 mL), washed wifu water (5 x 30 mL) and 
dried over MgS04 • After evaporation, the pure compound 
was obtained with 97% yield as purple microcrystalline 
solid (53 mg). TLC (EtOH/CH,CJ2, 5/95): Rf= 0.3. 1H 
NMR (300MHz, CDCI3): 8H, ppm 7.72 (9H, s, Ph), 8.21 
(6H, rn, Ph), 8.37 (4H, d, Ph), 8.80 (8H, rn, pyrrole-CH). 
UV-vis (EtOH): Àmax• nm 422, 515, 557, 595, 622. MS 
(ES): m/z 721.2 [M + Hj+. <l>p = 0.08 (EtOH). <r>('O,) = 
0.74 (EtOH). 

CONCLUSION 

In summary, we used MAOS to prepare porphyrin, 
zinc-porphyrin and zinc-chlorin. Reaction times have 

J. Porphyrins Phthalocyanfnes 20 14: 18: 5--6 



142 

 

 

6 R. CHOUIKRAT ET AL. 

been shortened from severa! hours to Jess than one 
hour (fable 1). Using solvents without distillation for 
microwave irradiation in place of freshly distilled sol vents 
like dichloromethane and pyridine let also saving time of 
reagents preparation for syntheses. Another interesting 
advantage was the use of Mn02 instead of o-chloranil 
to reoxidize the bacteriochlorin into chlorin. Indeed, 
Mn02 was removed easier and faster than o-chloranil 
at the end of the reaction minimizing the conversion of 
chlorin into unwanted porphyrin. This new performant 
strategy does not affect the photophysical properties of 
the compounds, especially, the singlet oxygen quantum 
yield. MAOS could be a powerful technique for ali the 
researchers involved in the field of synthesis of porphyrin 
and/or chlorin. 
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I-1-4. Synthèse de la 2-(4-carboxyphényl) phtalocyanine de zinc (ZnPc) 

La 2-(4-carboxyphényl) phtalocyanine de zinc nommée ZnTPC a été synthétisée selon la méthode de 

Kliesch  (Kliesch et al., 1995). 0,72 mmol de l'acide 4-(3,4-dicyanophényloxy)benzoïque sont ajoutées à 

1,08 mmol de 1,2 dicyanobenzène dans 10 mL de pentanol fraîchement distillé à reflux (140°C), sous 

atmosphère inerte (N2) et sous agitation. A partir de cette étape, le ballon doit être protégé de la lumière 

(figure 89). 14 mmol de lithium sont ajoutées, le chauffage est maintenu pendant 15 minutes. La solution 

est refroidie à température ambiante avant d'ajouter 30 mL d'acide acétique glacial. Le précipité obtenu est 

lavé à l'eau, puis séché à l'étuve. Il est alors dissous dans la DMF avec 5 équivalents d'acétate de zinc 

dihydraté, puis chauffé à reflux à 80°C pendant 12 heures. La DMF est ensuite évaporée, et le résidu est 

lavé à l'eau. Le rendement obtenu est de 98%.  

 

 

Figure 89 : Synthèse de la ZnPc. 

 

I-2. Caractérisation photophysique des photosensibilisateurs   

δ’absorption, l’émission et la production de l’1O2 des photosensibilisateurs synthétisés ont été 

mesurées. δes coefficients d’absorption moléculaires aux différentes longueurs d’onde d’absorption ainsi 

que les rendements quantiques de fluorescence et de production d’1O2 singulet ont aussi été calculés. Les 

propriétés photophysiques pour chaque échantillon sont déterminées dans l’éthanol à β5°C. δes 

instruments utilisés pour les mesures sont détaillés dans la partie expérimentale.  

I-2-1. Propriétés d’absorption 

Tous les spectres d’absorption des molécules synthétisées sont représentés dans la figure 90. 
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Figure 90 : Spectres d’absorption des photosensibilisateurs P1, TPC, ZnTPC, ZnPc et Zn-P1 dans 

l’éthanol.   

P1 : le spectre d’absorption de la P1 est caractérisé par une bande de Soret intense à 415 nm, ainsi que 

quatre bandes Q (deux Qx (S0  S1) et deux Qy (S0  S2)) de moindre intensité entre 512 nm et 650 nm. 

δes coefficients d’extinction molaire  de chaque bande sont donnés dans le tableau 6 

 

Tableau 6 : Coefficients d’absorption molaire des différentes bandes d’absorption de la P1 dans 

l’éthanol 

Bande d’absorption λ (nm)   (L.mol-1.cm-1) 
Bande de Soret 414 300000 

QIV 512 190000 

QIII 545 8000 

QII 588 5000 

QI 650 3000 

 

 

TPC : δe spectre d’absorption de la chlorine est également caractérisé par une bande de Soret vers 419 

nm dans l’éthanol, ainsi que quatre bandes Q entre 51β nm et 650 nm (figure λ0). Néanmoins, par rapport 

à la porphyrine, la bande de Soret est plus large et moins intense, et la bande QI l’est beaucoup plus. δes 

coefficients d’extinction molaire  de chaque bande sont donnés dans le tableau 7. 
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Tableau 7 : Coefficients d’absorption molaire des différentes bandes d’absorption de la 

TPC dans l’éthanol 

Bande d’absorption λ (nm)  (L.mol-1. cm-1) 

Bande de Soret 415 150000 

QIV 514 13000 

QIII 543 9000 

QII 595 4400 

QI 651 3600 

 

ZnTPC : δe spectre d’absorption de la chlorine zinguée dans l’éthanol est légèrement différent de celui 

de la TPC non zinguée ; il est caractérisé par un déplacement de la bande de Soret de 419 nm à 422 nm 

avec une valeur légèrement plus élevée ainsi qu’un déplacement de la bande QI d’environ 650 nm à 6ββ 

nm.  δes coefficients d’extinction molaire  de chaque bande sont donnés dans le tableau 8.  

 

Tableau 8 : Coefficients d’absorption molaire des différentes bandes d’absorption de la 

ZnTPC dans l’éthanol 

 

Bande d’absorption λ (nm)   (L.mol-1. cm-1) 

Bande de Soret 422 130000 

QIV 459 1000 

QIII 558 1000 

QII 592 3000 

QI 622 20000 

 

 

ZnPC : δe spectre d’absorption de la phtalocyanine zinguée est complètement différent de celui des PS 

précédents. En effet, il présente un maximum d’absorption  aux alentours de 66λ nm dans l’éthanol, une 

bande à 603 nm et une bande de Soret à γ41 nm.  δes coefficients d’extinction molaire  de chaque bande 

sont donnés dans le tableau 9. 
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Tableau 9 : Coefficients d’absorption molaire des différentes bandes d’absorption de la 

ZnPc dans l’éthanol 

 

Bande d’absorption λ (nm)   (L.mol-1. cm-1) 

Bande de Soret 341 68793 

QI 603 31003 

QII 668 147627 

 

 

ZnP1 : δe spectre d’absorption de la porphyrine zinguée dans l’éthanol est légèrement différent 

de celui de la P1 non zinguée ; il est caractérisé par un déplacement de la bande de Soret de 414 

nm à 422 nm avec une valeur légèrement plus élevée ainsi qu’un déplacement de la bande QI 

d’environ 650 nm à 6ββ nm.  δes coefficients d’extinction molaire  de chaque bande sont 

donnés dans le tableau 10.  

 

 

Tableau 10 : Coefficients d’absorption molaire des différentes bandes d’absorption 

de la ZnP1 dans l’éthanol. 

 

Bande d’absorption λ (nm)   (L.mol-1. cm-1) 

Bande de Soret 422 375000 

QIV 515 4000 

QIII 557 13000 

QII 595 5000 

QI 622 1500 
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I-2-2. Propriétés d’émission de fluorescence 

Tous les spectres de fluorescence des photosensibilisateurs synthétisés sont représentés dans la figure 91. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 91 : Spectres d’émission des photosensibilisateurs P1, TPC, ZnTPC, ZnPC et Zn-P1 dans 

l’éthanol. 

Les spectres de fluorescence permettent de calculer les rendements quantiques de fluorescence grâce 

à l’utilisation d’une référence dont le rendement quantique est connu. δ’équation γ.1 permet ainsi de 

déterminer ce rendement quantique en utilisant comme référence la TPP dans le toluène.  

             (3.1) 

Cette équation fait intervenir le rendement quantique, l’intensité de fluorescence, l’absorption et 

l’indice de réfraction du solvant de la référence (signalée avec un « 0 ») et de l’échantillon à analyser. δe 

rendement quantique de  fluorescence de la TPP est de 0,11 dans le toluène (Figueiredo et al, 1999), les 

intensités de fluorescence sont prises comme étant l’aire sous les courbes des spectres obtenus et les 

indices de réfractions sont : nEtOH = 1,360 et ntoluène = 1,496. 

δe tableau 11 représente les longueurs d’onde maximales d’émission et les rendements quantiques de 

fluorescence des différents photosensibilisateurs synthétisés.  
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Tableau 11 : Longueur d’onde maximale d’émission et rendement quantique de 

fluorescence des photosensibilisateurs 

Composé λmax  (nm) F ± 0,02 

P1 650/720 0,10 

TPC 650 0,21 

ZnTPC 600/622/657 0,20 

ZnPc 

 

674 0,12 

ZnP1 602 0,08 

 

Tous les composés synthétisés fluorescent  avec des rendements variables ne dépassant pas 21%.  

I-2-3. Propriétés de production d’1O2   

La formation d’1O2 est détectée par enregistrement de sa luminescence, dont le maximum est vers 

1275 nm, par un détecteur proche-infrarouge. δes spectres de luminescence de l’oxygène singulet de tous 

les photosensibilisateurs synthétisés sont représentés dans la figure 92.  

 

Figure 92 : Spectres d’émission de l’1O2 après excitation des photosensibilisateurs  P1, TPC, 

ZnTPC, ZnPc et Zn-P1 dans l’éthanol à la même concentration. 

 

δ’équation γ.1 est également utilisée pour évaluer les rendements quantiques de production 

d’oxygène singulet en prenant le rose de Bengale dans l’éthanol comme référence, dont le rendement 
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quantique de production d’oxygène singulet  est de 0,68 ± 0,05 (Redmond et al., 1999). Les résultats 

sont présentés dans le tableau 12.  

Tableau 12 : rendements quantiques de production d’1O2 des différents photosensibilisateurs 

synthétisés 

Composé ± 0,05 

P1 0,70  

TPC 0,69 

ZnTPC 

 

0,75 

ZnPc 

 

0,34 

 ZnP1 0,74 

 

Tous les composés synthétisés forment de l’1O2 avec des rendements variables. La porphyrine et les 

chlorines libre ou zinguée présentent des rendements très élevés respectivement 70%, 69% et 75%. La 

phtalocyanine zinguée possède un rendement quantique d’oxygène singulet modeste de γ4%. 

 

II-  Greffage de la porphyrine sur une nanoparticule de Tb2O3 excitable par Rayons X 

Une étude a été réalisée en coopération avec l’équipe FENNEC, de l’Institut δumière εatière de 

Lyon, dirigé par O. Tillement. 

Les chimistes de Lyon ont développé une nanoparticule de Tb2O3 revêtue d'une couche de 

polysiloxane qui est un nanoscintillateur biocompatible, présentant une bonne biodistribution après 

injection in vivo (pas de rétention par le système réticulo-endothélial). Nous avons élaboré une porphyrine 

dont le groupement carboxylique est activé par un groupement N-Hydroxy-succinimide (NHS) qui peut 

être couplée aux nanoparticules de façon covalente. 

Les propriétés photophysiques du photosensibilisateur en solution ou couplé aux nanoparticules ont 

été comparées par notre équipe. Le couplage ne modifie pas les propriétés d’absorption, d’émission de 

fluorescence et de formation d’oxygène singulet de la porphyrine, après excitation à 650 nm. 

En utilisant la spectroscopie résolue dans le temps, l’équipe FENNEC a mis en évidence qu’il existait un 

transfert d’énergie entre Tb2O3 et la porphyrine, après excitation lumineuse ou par rayons X du 

sesquioxyde de terbium. Afin d’évaluer si la porphyrine était capable de produire de l’1O2 après excitation 

du Tb2O3, la détection directe de l’1O2 n’a pas été possible du fait de la complexité du montage 

expérimental (excitation par rayons X suivi d’une détection de l’1O2 par luminescence). Aussi, notre 
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équipe a mis au point un protocole utilisant deux types de sondes chimiques détectant la présence 

d’oxygène singulet, à savoir l’APF (γ′-(p-aminophényl) fluorescéine) et le SOSG (Singlet Oxygen Sensor 

Green). 

Ces travaux ont été publiés dans « J. Phys. Chem » et la publication incluse ci-après.  
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ABSTRACT: Tb20 3 coated with a polysiloxane layer is a 
biocompatible nanoscintillator that exhibits an appropriate 
pattern of biodistribution after injection. ln this contribution, 
we combine this nanosystcm with porphyrin molecules that 
are able to generale single! oxygen, a major cytotox:ic agent for 
photodynamic therapy application. Using time-resolved laser 
spcctroscopy and single! oxygen probes, wc dcmonstrate this 
combination is suitable for single! oxygen generation induced 
by X-ray and provide a physical study of the energy transfer 
obscrvcd bctwecn the nanoscint illator and the porphyrin. 
Combined with a radiotherapy protocol, the proposed 
nanohybrid system presents a combination of physical, 

e Porphyrin 

chemical, and biological properties that make it a good candidate for photodynamic effects in deep tissues. 

• INTRODUCTION 

Photodynamic thcrapy (PDT) is a noninvasive technique 
mainly used for the treatment o f carcinoma. lt involves a 
photoscnsitizcr (PS) that is idcally concentrated within the 
tumor tissues and is photoactivated undcr irradiation with a 
suitable energy (typically in the near-infrarcd range).1'2 Energy 
transfer from the excited PS to the surrounding substrate or 
oxygen molecules gcne.rates reactive oxygen species (ROS), 
including singlct oxygen ('02), whieh is believed to be the 
major cytotox:ic agcnt.3'4 The energy-transfcr reactions relatcd 
to 10 2 generation are described in refs 5 and 6. Despite its well
recognizcd elliciency to treat particular cancers, the short 
penetration length of visible üght in human tissues limits the 
effectivcness of PDT. For instance, the penetration lcngth of 
light at 600 nm is about 2 to 3 mm and increascs to 5 to 6 mm 
for 700-800 nm wavelengths." Therefore, the treatrnent of 
deep tumors with this protocol is stW a major issue. Sorne 
alternative solutions have rccently been invest1ated to excite 
the PS such as the use of Cherenkov radiation or some anti
Stokes fluorophores exhibiting upconversion processcs.8 

To overcome the sm ali penetration depth o f light, X-rays can 
also be used9 to excite the PS coupled to a nanoparticle (NP) 
able to emit light under ionizing radiation: a nanoscintilla
tor10' 11 The concept was illustrated witl1 LaF3:Tb3+ as weil as 

V ACS Publications e xxxx Am•""' Chemk•l Society A 

with semiconductor quantum dots 12
•
13 and described by 

Juzenas.14 This treatment can be considered as a potential 
complement to the radiotherapy currently used to treat deep 
carcinoma. This approach requires the selection o f a matetial 
composition exhibiting appropriate physical and biological 
prope1t ies: high density for a good ionizing radiation stopping 
power, high scint illation quantum yield, and efficient energy 
transfer toward the PS as weil as biocompatibility and adapted 
biodistribution. ln this con tribution, we experimentally 
demonstrate the concept with a nanoscintillator knowrl to 
exhibit an appropriate pattern of biodistribution aftcr injection. 
We also describe in detail the energy transfer occurring 
between the core o f the NP and the PS lcading to single! 
oxygcn formation under X-ray excitation. 

T b20 3 scintillating NPs (core diamcter about 3 mn) covcrcd 
by a polysiloxane layer (Tb20 3@lSi02) conjugated with a 
porphyrin as PS were studied. T he porphyrin was selected 
because of its current use as a PS in cancer treatment by PDT. 
lndeed, Photofrin is clinically applied worldwide.15 We 
devclopcd a 5-( 4-carboxyphenyl)- lO, 1 5,20-triphcnyl porphyrin 

Rcccivcd: August 2, 2013 
Rcviscd: Septembcr 6, 2013 

dx.doi.org/10.1021/jp4077189 1J. Phys. Chem. C lOCXX, XXX. XXX- XXX 
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Figure t. Schematic illustration of the nanoparticle synthesis with (a) the terbium oxide core NPs, (b) Tbz03@Si0 2 core-shell NPs for two silica 
perone terbium atom, and (c) the core-shel1 NPs grafted with P-NHS. (d-f) Respective size distribution obtained by TEM image anaJysis {black 
bars) and _PCS analysis (orange curves). Note that the observed crystaUine domain size distribution docs not significantJy change whlle the main 
hydrodynamic radius increases aft.cr cncapsulation as cxpectcd. Details of experiments are givcn in the Supporting lnfonnations {Sil). 

capable of being attached covalently to the ami no group of the 
APTES ((3-aminopropyl)triethoxysilane) into the polysiloxane 
layer of the NPs. Tb3+ luminescent ions are weil known to 
exhibit an efficient green luminescence weil adapted to the 
absorption band of the porphyrin previously described. 
Compared with Gd10 3:Tb, Tb10 3 cxhibits a higher density 
(8.230 g-cm· J against 7.90 1 g·an-3) while prescrving the 
luminescent quantum yield. 1 lt was demonstrated that 
concentration wenching does not occur with such small 
partide sizes.16

' t 

• SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION 

The synthesis of the activated PS was done in two steps 
following the Whitlock18 protocol also described by Di Stasio.19 

ln tl1c first stcp, wc synthcsizcd the tetraphcnylmonocarboxylic 
porphyrin. ln the second step, the carboxylic group was 
activated with a succinimide ester group to allow the grafting of 
the PS to the amino group of the NPs. More details of the 
synthesis protocol are given in the Experimental Section. 

Terbium oxide NPs embedded in a polysiloxane sheU were 
obtained as weil by a two-step route. First, terbium oxide 
Tb20 3 was fonned in diethylene glycol (DEG)20 according to 
the reaction: 2TbC13 + 6NaOH -> Tb20 3 + 3H20 + 6NaCI. 
Then, the polysiloxane shell growth was induced by 
hydrolysis-condensation of appropriate silane precursors. 
Details of the preparations are given in the Experimental 
Section. The same NP synthesis route was already applied to a 
similar com~ound (gadolinium oxide core) for biomedical 
applications. 1 lt was demonstrated that thcir encapsulation in 
fluorescent and PEGylated polrsiloxane shell renders them 
suitable as probes for optical imaging and magnetic resonance 
imaging (MRl).22 The attractive biodistribution of the particles 
was demonstrated by in vivo experiments, the phannacokinetics 
parameters being highly dependent on the length and the 
nature of the PEGylatcd chains. The potential of the 
gadolinium oxide cores for MRI was also confirmed by a 

rescarch group of Linkoping University with another coat
ing. 23

•
24 After the polysiloxane coating, we expect the terbium 

oxide core to exhibit the same pattem of biodistribution 
because of the similar morphology between gadolinium and 
terbium particles. To prepare the grafting bet:ween PS and NPs, 
wc prcpared a solution of porphyrin NHS (P-NHS): 11.34 mg 
of P-NHS was dispersed in 1.5 mL of anhydrous DMSO. The 
NP solution was then added to the P-NHS for covalent 
grafting. A ratio of 1 P-NHS per 50 terbium atoms was thus 
obtained. The mixture was stirred for 48 h under an inert 
atmosphere at room temperature, permit ting an almost 
complete reaction between the NHS group and the free 
amine in the silica surface (>99%) to occur. 

Morphological states of the nanostructures are presented in 
Figure 1. The average size of the Tb20 3 core measured br 
photon correlation spectroscopr (PCS) is 3.6 nm (mean 
standard deviation: (MSD) 0.6 nm), confinned br measure
ments perfonncd on transmission electron microscopy (TEM) 
images. T he average size of the core-shell partiel es, measured 
by PCS, is 9.8 mn (MSD 1.7 nm). For the core-shell NPs 
grafted with porphyrin, the mean hrdrodynamic diameter 
measured by PCS is 9.9 mn (MSD 1.6 mn). The presence of 
the polysiloxane sheD docs not lcad to alteration of the core sizc 
and crystallinity, which was confinned by TEM images. Note 
that because of the high density of the Tb20 3 core the size 
distribution dcduccd from TEM corresponds only to the core 
size distribution. The terbium concentration of those colloidal 
solutions staycd equal to ~ IS mM. Br calculations combining 
the density, the molar mass, and the mean radius of Tb20 3 
NPs, we deduced that each core contained about 650 terbium 
atoms. Thus, we cstimated that ~13 porphyrin molecules were 
grafted around one NP. As demonstrated by our team, two to 
six photosensitizers per NP are enough to initiate the in vitro 
photodynamic cffect2 4

'
25 On TEM images ( see Supporting 

Informations Sl l ), only the particle's crystallinc core can be 
seen. The oxide core was not affected by the sol-gel reaction 
and the porphyrin grafting processes. We do not observe either 

dx.doi.org/10.1021/jp4077J891 J. Phys. Ch(m. c xxxx. xxx. xxx~xxx 
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dissolution or destruction of its structure. T lu ee samples were 
studied in the frame of this work. Ali were initially stabüi,ed in 
DEG. The first one contained JO mM of Tb20 3(ii)SiO, the 
second one contained 0.2 mM of porphyrin1 and the third one 
contained 10 mM ofTb20 3(ii)Si02 conjugated with 0.2 mM of 
porphyrin. Measurements were performed on solutions düuted 
in absolute ethanol with a dilution ratio of 1 :S. T his solvent was 
chosen because the particles were stable cnough to pcrform the 
cxperiments, and it contained oxygen likely to become singlet 
oxygen. 

Photophysical properties were measured on both porphyrins 
(before grafting (P-NHS) and conjugated with NPs (P(ii)NP)), 
as detaüed in the Supporting Informations (Sl2), and are given 
in Table l. Figure 2 compares the emission spectrum mcasurcd 

Table l. Molar Extinction Coefficients (expressed in M-1
• 

cm- 1
) Oetermined at Different Maximum Wavelengths (e;.) 

(see inset Figure 3b), Fluorescence Quantum Yield (<1>0 

±2%), Fluorescence Lifetime (-r expressed in ns, ± 0.1 ns 
measured with .l..,., : 408 nm and .l.,m : 650 nm), and Single! 
Oxygen Quantum Yield (<1>", ±S%) Are Presented for 
Nongrafted Porphyrin (1'-NHS) and for Coupled Porphyrin 
(P(ii)NP) 

Soret {c414) 

Qw(cm ) 
Qu, (e,., ) 
Ou (c,,.) 
Q. (e,so) 
<1>, 
T (ns) 
<1>, 

12 

P-NHS P@lNP 

355 763 353127 

17028 17222 

7446 7730 

4406 4 411 

2810 2902 

0.10 0.10 

10.1 10.1 

0.70 0.78 

• -- - Porphyrin 
- TbPs@Si02 + Porphyrln 

600 650 700 750 

Wavelength (nm) 

Singlet Oxygen 

1 

Figure 2. Emission spectra measured under a 405 nm diode excitation 
for porphyrin (0.02 mM in ethanol) and for porphyrin grafted on NPs 
(0.02 tru\1 of porphyrin conjugated with 1 tru\1 of Tb10 3@lSi01 in 
ethanol). Emission was measured in visible and infrared range. 
lntensities are equal for both samples. 

on ungrafted porphyrin and on porphyrin conjugated with the 
Tb20 3(ii)Si02• Absorption measurements were performed to 
check the porphyrin concentration in each sample. The 
emission spectra were recorded under the same experimental 
conditions under 405 nm excitation (Soret band). Two 
emission bands are distinguishable: one in the visible range 
and one in the infrared due to the generated single! oxygen 
characteri>.ed by its emission at 1270 nm.26 The emission 
spectra and their intensities are identical. ln addition, the 
measured fluorescence quantum yields ( <l>r) and singlet oxygen 

c 

quantum yields ( <1> " ) for P-NHS and P(ii)NP (Table 1) confirm 
th at even wh en conjugated porphyrin keeps its properties of PS 
and its abüity to produce singlet oxygen with a comparable 
efficiency. 

• RESULTS AND DISCUSSION 

Energy-Transfe r Analysis. Optical excitation analysis was 
performed to detenmine the NP- PS energy-transfer efficiency. 
Measuremcnts presentcd herc arc optical absorption, emission, 

and radioluminescence spectra for Tb10 3(ii)Si0 2 NPs (Figure 
3a) and optical absorption and emission spectra for porphyrin 
(Figure 3b ). The absorption spectrum of Tb,03(ii)Si0 2 NPs 
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Figure 3. Absorption and time-resolvcd emission spectra mcasured for 
scintiiJating N Ps and for porphyrin dispersed in absolute ethanol. 
Tb20 1@Si01 NPs were excited by a pulsed laser at 300 nm. The 
emission spectrum was recorded after a 500 ns delay after the laser 
pulse and with a gate width of 1 ms. The radioluminescence spectrum 
was measured under a continue X-ray irradiation. (Sec Supporting 
Information 513.) Porphyrin emission was measured under a 405 nm 
excitation (Soret band). 

exhibits two broad bands peaking at 22S and 300 nm. These 
bands correspond, respectively, to the exciton-like absorption 
correlated to the direct excitation of the lattice (VB-> CB) and 
to the electric dipole allowed transition ofTb3• 41"-> 4î"Sd1

.
27 

The emission spectrum measured for a direct excitation of 
terbium (300 mn) corresponds to the well-known green 
emission consisting of four peaks centered at 488 nm 
(intraconfigurational transition 41"-41" 50 4.-. 

7F6), S4S mn 
( 5D4->7Fs), 588 nm (5D4->7F4) , and 625 nm (5D4-+7F3).

17
•
27 

Wc rccorded the terbium emission spectrum with a large time 
gate in agreement with the well-known millisecond fluores
cence decay time o f Tb3 ' . The same spectrum is obtained 
under X-ray excitation (Figure 3a) and under 226 nm 
excitation. (See Supporting Informations SIS.) 

The porphyrin absorption spectrum exhibits an intense peak 
centered at 410 mn known as the Soret band and four less 
intense peaks: the Qbands centered at Sl2 (Qw), S4S (OJ11), 

S88 (OJ1), and 6SO nm (OJ). The absorption spectrum shows a 
saturation at wavelengths shorter than 240 nm. This band is not 

dx.doi.org/10.1021/jp4077J891 J. Phys. Ch(m. c xxxx. xxx. xxx~xxx 
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yet assigned but is not duc to the solvent uscd. The porphyrin 
emission spectJUm obtained under excitation in the Soret band 
(excitation wavelength centered at 405 mn) exhibits the typical 
po1phyrin visible emission pcaking at 650 and 715 mn (as for 
any other excitation such as 300 nm). Its fluorescence decay 
time was measured to be ~10 ns, which is in good agreement 
with results fou nd in the literature. 5 

lt is generally admitted that efficient energy transfer between 
two spccies may occur if a significant overlap cxists betwcen the 
emission of the donor and the absorption of the acceptor. The 
energy transfer can be either a Forster resonant energy transfer 
(FRET)28 or a radiative transfer. FRET can be identified by 
studying the fluorescence decay curves. 

ln the case of Tb20 3@Si0 2 and porphyrin, Tb emissions at 
545 and 588 nm, respectively, match porphyrin Q,11 and Q,1 
absorption bands. One expects, therefore, an efficient energy 
transfer bcrn~ecn these two components. Because emission 
proccsses in Tb20 3@Si0 2 and in porphyrin exhibit different 
timing behaviors, we performed time-resolved spectroscopy 
under UV excitation to study the energy transfer. Experimental 
conditions such as exposure time, excitation and emjssion 
collectio n conditions, and laser power werc kept identical for ail 
measurements to ensure rcliability o f a fluorescence intensity 
comparison. A summary of the results obtained un der a 300 nm 
excitation is presented in Figures 4 and S. The laser excitation 

-- Tb,O,OSIO, 
4 - Tb,O,OSIO, • potphyrln 

••• Porpllyrin 

400 450 

- - Tb,O.QSïO, 

- Tb,O,OSiO, 
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" ' 
' 
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(a) 

(b) 

Figure 4. Time·resolved spectroscopy pcrfonncd under a 300 nm 
excitation. Short times mean t0 = 0 ns and ~t = 100 ns and long times 
mean t11 = 500 ns and 6.t = 1 ms. Fluorescence spectr.J. measured at 
short times (a) and at long times (b). Experimental details are given in 
the Supporting Information (513). 

wavelength was fixed at 300 run corresponding to the excitation 
from 4f' to the 4Î'-Sd1 band ofTb20 3@Si0 2 NPs. Two kinds 
of time-resolved spectra were recorded: at "short times" and at 
"long times". "Short times" means t0= 0 ns and t.t = lOO ns 
( where t0 is the delay after the laser pulse and t.t is the time 
gate width) and '1ong times" corresponds to t0= 500 ns and t.t 
= 1 ms (Figure 4a,b ). Fluorescence decay curves were rccorded 
at 545 nm (strongest emission peak of Tb3+) and at 650 nm 
(emission peak of porphyrin) (FigureS). 
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Figure 5. Fluorescence decay curve measured on the porphyrin sample 
at 650 nm exhibits J. fast component. The fluorescence decay curve 
measured on the grafted sample at 650 nm presents the same fast 
component and the same slow component that measured at 545 mn. 
Tb3- fluorescence dec..'\y curves measured for a 300 mn excitation show 
an acceleration of the terbium decay wben it is conjugated with 
porphyrin. Experimental details are given in the Supporting 
Informations 513. 

Figure 4a represents the short times emission spectra 
measured for ali sarnples under a 300 nm excitation. As 
expected, bccausc o f its long fluorescence decay time, no Tb3

+ 

emission was detected in this short temporal range. On the 
contrary, because of its fast decay time, the porphyrin emission 
between 625 and 725 nm was dctected. The emission of the 
porphyrin solution corresponds to a direct excitation from the 
laser: the porphyri11 absorption is weak at 300 nm but is not 
zero. 

When porphyrin is coupled to NPs, its emission i11tensity is 
twice enhanccd compared with porphyrin in solution. Another 
unexpected broad emission appeared with a maximum at ~425 
nm for samplcs containing NPs. This emission is strongly 
affected by the presence of porphyrin in the grafted sample. 
The absmption spectJUm of the porphyrin shows that this 
broad emission band matches the stro11g absorption Soret band 
of the porphyrin. The increase in porphyrin emission a11d the 
absorption of the broad emission point out a transfer between 
NPs and porphyrin at short times. The emission band peaking 
at ~425 mn is assigned to the polysiloxane layer covering the 
NPs. Indced, wc performcd expcrimcnts on Gd20 3, Gd20 3@ 
SiO,_, and Lu20 3@Si0 , which are opticaUy inactive in this 
spectral range, and the same broad emission was observed only 
for NPs coated with polysiloxane layer. The spectra are 
presented i11 the Supporting Informations (514). The energy 
transfer at short times betwcen the polysiloxanc layer and the 
NPs scems rather efficient Nevertheless, polysiloxane e mission 
was not observed under X-ray excitation. (See Figure 3.) We 
thus do not expect a contribution to the porphyrin excitation 
process under X-ray excitation. Cont.ra•y to the short times 
case, for long ti me rncasurements (Figure 4b ), the emission 
spectrum of the porphyrin solution is almost zero, while the 
spectrum measured on the grafted sample presents both the 
emission of Tb3+ and porphyrin with the characteristic peaks at 
650 and 725 nm. A transfer from T bl> excited ions to 
pmphyrin occurs, Jeading to the delayed red emission of 
pmphyrin. Titis rcsult is confinned by the fluorescence decay 
time measurements recorded for the porphyrin emission at 650 
mn (Figure S ). lndeed, wh en grafted on Tb,O 3@Si0,_, the 
pmphyrin fluorescence decay curve exhibits two components. 
The fast one corresponds to a direct excitation of the porphyrin 
by the laser light and is identical to the fluorescence decay 
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mcasured on porphyrin in solution, th at is to say ~ 10 ns. The 
slow one has nearly the same decay time, 1.19 ms, as that of 
Tb3+ in the grafted sample. To identify the nature of the energy 
transfer involved (radiative or FRET), wc studicd the 
fluorescence decay measurements of the terbium emission (at 
545 nm). An acce.leration of the Tb3+ emission for the grafted 
sample (decay time decreases from 1.91 ms down to 1.28 ms) 
is observed, confirming the presence o f a FOrster resonance 
energy transfer because radiative transfer does not modify the 
popu.lation of the Tb3+ cxcited state. ln addition to a direct 
excitation of porphyrin, a 300 nm excitation of NPs conjugated 
with porphyrin induces either a Tbl+ 4f'-> 4t"Sd1 transition or 
a polysilonaxe excitation able to induce, via energy transfcr, an 
enhancement of the porphyrin emission at short times. lf 
terbium is excited, it relaxes by nonradiative transitions down to 
the 50 4 leve!. From this leve!, some intraconfigurational 
radiative rccombination may occur (sec Figure 3a) as weil as 
an energy transfer by FRET toward the S1 leve! of porphyrin. 
Radiative transfer (reabsorption) from Tb3+ emission to the 
porphyrin is also possible but cannot be dcarly idcntified 
because the typical emission of porphyrin S1 -> S0 would also 
be detected with the Tb3+ timing regime. Note that no 
modification of the Tb3

+- emission spcctrum was obscrvcd, 
indicating no or wcak radiative transfer from NPs to PS. The 
same behaviors were observed for excitation at 226 nm, and the 
restùts are given in the Suppo1ting lnfo1mations (SIS). We 
point out here that excitations at short wavclengths above the 
gap are of prior importance for scintillation analysis. Indeed, 
under X-ray excitation, the relaxation of free electrons and holes 
generated by the primary interaction leads to relaxed electron 
and hole pairs in the bottom of the conduction band and the 
top of the valence band, respectively. Th ose pairs then led to an 
energy transfer toward the emitting centers giving rise to the 
expected luminescence. Excitation at 226 nm can the refore be 
considercd as a selective excitation in the last relaxation stage of 
the scintillation mechanisms before luminescence. Figure 6 is a 
schematic of ali of the transfers. 

X·ray·lnduced 10 2 Demonstration. After having shown 
energy transfcr between the nanoscintillator and the porphyrin, 
this last section focuses on the demonstration of X-ray-induced 
singlet oxygen generation. Wc used two commercial probes: the 
singlet oxygcn scnsor green (SOSG) and th e 3 ' -p
(aminophenyl)fluorescein (APF). These probes are designed 
to be quickly oxidized into fluorescent molecules in the 
presence of singlct oxygen and of singlet oxygen or hydroxyl 
radical •oH, respectively.'9 •

3 0 Because APF is sensitive to both 
10 2 and •oH, wc used NaN3, known to quench 10, to 
differentiate the contribution of both species30 By studying the 
evolution of the APF emission intensity as a function of the X
ray dose, wc demonstratc 10 2 generation. Emission spectra 
wcrc rccordcd undcr 490 nm excitation aftcr successive X-ray 
iiTadiation petiods. To discard the possibility of APF generation 
due to optical excitation,30 wc compared the probe signal with 
the signal of an idcntical sample without X-ray irradiation. The 
effect of X-ray irradiation on porphyrin coupled to NPs and 
uncoupled porphyrin in the presence of SOSG and APF is 
p rcscnted in Figures 7 and 8, rcspcctivcly. Experimental details 
are given in the Supporting Informations (S16). Because sensor 
green is sensitive on! y to 10 , the signal increase observed in 
Figure 7, when the X-ray dose incrcases, is dircctly related to an 
cnhancemcnt of the amount of fonncd 10, in solution. Wc 
normalized the spectra to the direct po1phyrln emission (650 
mn) to correct for variations of measurement conditions. For 
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Figure 6. Energy trnnsfers. The left side of the scheme represents 
direct excitation of porphyrin by 226 o r 300 nm pulsed laser radiation. 
For both excitations, porphyrin is ex:cited in highly energetic 
vibrational levels and relaxes in a no nradiative way to the 51 and 
thcn the 5 1 level. From S1 to 50, a radiative de-excitation leads to 
visible emission ( 1) and (2). The right part o f the Figure rcprcscnts 
the transfer beh-veen Tb20 3@Si01 and porphyrin. Under a 300 mn 
radiation, Tb is exc ited from 4~ to 4 f'1 -Sd1 band. lt relaxes 
nonradiatively to the 50 4 leve!. From this levcl, Tb can eithcr relax 
radiativcly, e mitting visible light (3), or transfcr cncrgy to porphyrin, 
leading to a red emiss ion (4 ). 

140 

~ 120 
c: 
0 ·u; 100 

"' . Ë 
G> 80 
(!) 
rn 
0 60 
rn 
'0 
G> 

"' "' e 
() 

.: 

40 

20 

0 p 
0 

• Tb10~@Si01 + Porphyrin + Sensor Green 

o Porphyrln + Sensor Green 

• 
0 

0 
0 . 0 

8 
0 

8 0 

0 
i 

• 
0 

0 

10 15 20 25 30 35 40 4S 

X-ray irradiation lime (min) 

Figure 7. Evolution of the probe emission intensity measurcd undcr a 
490 nm diode excitation as a function of the X-ray absorbcd dose. To 
point out the NP etfect, the measurements were performed on 
Tb20 3@>Si02 NPs grafted wi th porphyrin + SOSG, and free porphyrin 
in solution + SOSG. 

the solution of porphyrin mixed with APF, the incrcasc in the 
signal is due to radiosensitization eJfect of porphyrin. We 
pcrformed sorne measurements without X-ray înadiation, and 
the signal did in fact not increase significantly. These results 
indicate that porphyrin itself acts as a radioscnsitizer as weil. 
Other PSs acting as radiosensitizers were already reported3 1- 34 

Besicles the radioscnsitization property of the porphyrin, the 
increase in the SOSG emission is significantly stronger when 
porphyrins are grafted on NPs. To corroborate tl1cse rcsults, wc 
pcrfonncd similar c:>.pe.1imcnts with APF . . Emission spcctra arc 
presented on the Figure 8. Each spectrum was again normalized 
to the porphyrin emission to overcome the slightly random 
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Figure 8. Emission spectra measured under a 490 nm diode excitation after increasing X-ray irradiation time. For each spectrum, the red curve 
corresponds to a mcasure recorded be fore irradiation and the blue a.Jrve corresponds to measurcments perfonned after 2 min of X-ray irradiation. 
The purple and dark cyan rurves correspond to measurements recorded after 26 and 30 min of X-ray irradiation, respective) y. The m easurements 
were perfonned on severa) samp)es, (a) Th20 3@lSi02 NPs grafted with porphyrin + APF, (b) Th20 3@l$i02 NPs grafted with porphyrin + APF + 
NaN3, and (c) porphyrin + APF. 

intcnsity fluctuations from one mcasuremcnt to the ncxt. The 
sample containing NPs grafted with porphyrin (Figure Sa) is 
clearly more efficient for generating a species likely to oxidize 
APF under X-ray in·adiation than the sample with porphyrin in 
solution (Figure Sc). Although the increase is very weak fo r 
pmphyrin in solution, it is not zero, which corroborates the 
previous results: porphyrin also acts as a radiosensitizer. To 
diiJerentiate between OH• and 10 2 for NPs grafted with 
pmphyrin, the samc expcrimcnts wcre pcrfonncd with an 
cxcess of NaN3, and the spectra are presented in Figure Sb. The 
probe luminescence is completely quenched in comparison 
with the sample without NaN,. This lcads us to conclude that 
the enhancement of the probe emission is due to singlet 
oxygen. This is in good agreement with the <1>" value that was 
evaluated for grafted porphyrin (<1>~:. = 0.78). Results obtained 
with both probes, SOSG and APF, corroborate a generation of 
singlet oxygen under X-ray irradiation for the system 
scintillating NPs grafted with porphyrin. 

• CONCLUSIONS 

Wc have presented a biocompatible nanohybrid system 
including a nanoscintillator (Tb20 3) and a PS (porphyrin). 
The energy transfer between the nanoscintillator and the 
porphyrin was demonstrated under UV excitation, and the 
generation of singlet oxygcn under penctrating radiation such 
as X-rays was pointed out. Combining the efiects of POT and 
probably radiosensitization, this system can be considered as a 
good candidate for a significant improvement of radiotherapy 
efficiency. 

• EXPERIMENTAL SECTION 

Photosensitizer Synthesis. Synthesis of 5-(4-Carboxy
phenyl)-10, 15,20-tripheny/ Porphyrin. ln a round-bottomed 
flask isolatcd from light and under an incrt atmosphcrc, 4-
carboxybenzaldehyde (238 mg, 2.5 mmol) and freshly 
distillated pyrrole (0.69 mL, 10 mmol) and benzaldehyde 
(0.78 mL, 7.5 mmol) werc d issolved in 700 mL of 
dichloromethane and stirred for 15 min. Trifluoroborate 
etherate (BF3·0Et, 185 JIL) was then added and the solution 
was stirred another 2 h. Then p-chloranil ( l.84S g; 7.S mmol) 
was added and the solution was stirred 2 h at dichloromethane 
reflux. The solution was fùtered off on silica, and the crude 
mixture was purified by Armen SPOT Prep system (high 
pressure, preparative liquid chromatography) on a Si60 
EcoPack Basic 0 44 (40- 63 Jlm, ISO X 40 mm) column 

using a gradient (dichloromethane/ ethanol [0, 100 to so,so] 
over 3S min), monitorcd by a FLASH 06 DAO (.lm= 41S nm, 
Àa,. = 600 nm) detector, to give S-(4-carboxyphenyl)-10,15,20-
triphenyl poophyrin 1 ( l iS mg; 0.17S mmol; 7%) as a purple 
solid (Rr = 0.4 (dichloromcthane/ ethanol [97,3])). (1 ): 1H 
NMR (300 MHz, CDC13) , b - 2.61 (s, 2 H); 7.72 (s, 9 H); 8.21 
(rn, 6 H); 8.37 (d, 4 H,] = 8.2 Hz); 8.SO (m, 8 H). MS (ES!) 
m/z, calculated 6S8.7, found 6S9.6 [M+H]-. 

Synthesis of 5-(4-Carboxypheny/ succinimide ester)-
1 0, 15,20-tripheny/ Porphyrin. ln a round-bottomed fl ask 
isolated from light and un der an incrt atmosphere, 5-( 4-
carboxyphenyl)- 1 0,1 S,20-triphcnyl porphyrin (70 mg; 0.1 1 
mmol), dicyclohexylcarboxydiimide (24.7 mg; 0.12 mmol), 
and N-hydroxysuccinimidine (13.8 mg; 0.12 mmol) were 
dissolved in 10 mL of dichloromethane and sti1Ted at room 
temperature for 4 lt. The crudc mixture was conccntratcd and 
purified by column chromatography ( diclùoromethane/ ethanol 
[97,3]) to give a red solid (Rr = 0.9; 6S mg; 0.086 rn mol; 78%). 
1H NMR (300 MHz, CDCI3), {j -2.61 (s, 2 H); 2.93 (s, 4 H); 
4.10 (s, 4 H); 7.63 (s, 9 H ); 8.01 (s, 6 H); 8.34 (rn, 4 H); 8.42 
(rn, 6 H). MS (ES!) m/z calculated 7S9.8, found 760.9 [M 
+H]•. 

Tb20 3@Si02 NPs Synthesis. To prepare the terbium oxide 
core, wc prcparcd a solution by dissolving 1.12 g of (TbCI,. 
6H20] in 100 mL of D EG at room temperature. This led to a 
terbium concentration of 30 mM. A second solution was 
prepared by adding 0.99 mL of a NaOH aqueous solution (10 
M) in 100 mL of DEG. This corresponds to a 110% cxcess of 
NaOH compared with the lanthanide. The second solution was 
progressively added to the first one, at room temperature, for 
24 h. A transparent colloid of terbium oxide NPs in DEG was 
obtained. The terbium concentration of the colloidal solution 
was 1S mM. Polysiloxane shells were grown around the terbium 
cores, by a sol-gel route, using two silane prccursors: APTES 
and TEOS in a 60/ 40 molar ratio. The reaction was performcd 
in DEG at 40 °C by severa! consecutive additions of APTES 
and TEOS and was cataly'lCd by TEA. 210 JIL of APTES and 
134 JIL of TEOS wcre added to the 200 mL of terbium oxide 
solution und er stirring at 40 °C. After 1 h, S 10 JIL of a DEG 
solution (0.1 M of triethylamine, 10 M of water) was added. 
The whole coating procedure was repeated three more times, 
evcry 24 h. The final mixture was stirrcd for 48 h at 40 °C. l11e 
obtained solutions could be storcd at room temperature for 
weeks without alteration. 
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III- Synthèse de nouvelles nanoparticules Gd2O2S:Eu3+ excitables par rayons X 

Les modes opératoires et les détails de synthèse sont donnés dans la publication en cours d’écriture qui 

clôture ce chapitre 

La méthode de synthèse suivie est similaire à celle décrite par l’équipe de εatijevic (Matijevic, 

1987), basée sur la synthèse d’oxydes de lanthanides par précipitation homogène d’hydroxycarbonates.  

Elle a été utilisée pour la première fois dans l’équipe du CEεES par δechevallier pour la synthèse 

d’oxydes de Gd2O2S:Eu3+ de diamètre de 160 nm (Lechevallier, 2010). Elle a ensuite été améliorée par 

Osseni en 2013, notamment pour obtenir des nanoparticules de taille plus petite pour une application en 

imagerie médicale. Des nanoparticules de Gd2O3:Eu3+ d’un diamètre d’environ 70 nm ont été obtenues 

(Thèse de Osseni, 2013).  

δa synthèse des cœurs de nanoparticules est réalisée en 3 étapes : synthèse des hydroxycarbonates, 

synthèse des oxydes, synthèse des oxysulfures. 

 

III-1. Synthèse Gd2O2S:Eu3+ (5%) 

δes hydroxycarbonates de gadolinium dopés à l’europium (5%) sont obtenus par précipitation 

homogène en utilisant la décomposition en température de l’urée comme source d’ions carbonates. En 

effet, l’agent précipitant (l’urée), se décompose en formant des cyanates d’ammonium (équation (γ.β)). 

Puis en solution neutre, les ions cyanates sont convertis en carbonates d’ammonium (équation (γ.γ)). 

Parallèlement, les nitrates de lanthanide sont lentement hydrolysés en milieu aqueux. On peut alors y 

observer la précipitation de l’hydroxycarbonate de gadolinium (équation (γ.4)).  

 

IV- NH
2
-CO-NH

2
→ NH3 + HCNO ↔ NH

4

+

+ NCO
-                                                                                       

Equation 3.2 

V-         NCO
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4

+ 
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3
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                                                                                   Equation 3.3 

VI- [Ln(OH)(H
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 + CO
3

2-

 → [Ln(OH)CO
3
(H

2
O) + (x-2) H

2
O]                            Equation 3.4 

 

δe rôle de l’éthanol est de changer la polarité de la solution et ralentir la décomposition de l’urée, en 

empêchant ainsi une croissance rapide des particules et l’obtention de nanoparticules de petite taille. Au 

final un rendement de 5 à 80% molaire est atteint. Ce rendement est d’autant meilleur que les particules 

synthétisées présentent une taille importante. En effet, obtenir de petites nanoparticules nécessite d’arrêter 

la réaction en refroidissant rapidement le mélange réactionnel. Ainsi, pour des particules de 70 nm de 

diamètre synthétisée pour ce travail le rendement que nous obtenons est de 5 %.  
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δa poudre d’hydroxycarbonates est ensuite  transformée en oxyde Gd2O3:Eu3+ par calcination à 

900°C sous air pendant 4 h,  puis en oxysulfures pour donner au matériau une bande d’absorption large et 

efficace dans le proche UV ou par excitation X. Le produit obtenu présente une structure cristalline en 

feuillets, constitués d’une alternance de couches de terre rare et d’oxygène et de couches d’atomes de 

soufre (figure 93).  

 

 

 

Figure 93 : représentation de : (a) la structure Gd2O2S et (b) des polyèdres de coordination 

présents dans cette structure. 

 

III-2. Fonctionnalisation des nanoparticules de Gd2O2S:Eu3+  

La fonctionnalisation des nanoparticules obtenues est indispensable pour permettre le greffage des 

photosensibilisateurs et du surfactant PEG 250. 

La modification de surfaces de NPs par des aminosilanes a beaucoup été étudiée en raison des 

nombreuses possibilités de conjugaison de biomolécules qu’elle permet. Les groupes hydroxyles présents 

sur la surface des particules réagissent avec les groupements hydroxyles de l’aminosilane pour former des 

liaisons éther covalentes. δa silanisation peut être réalisée dans différents solvants tels que l’éthanol, le 

mélange méthanol/eau, le toluène, le DMF à température ambiante ou à des températures plus élevées.  

Nous avons réalisé une silanisation en milieu organique anhydre en n’utilisant que le DETA (N-(3-

Triméthoxysilylpropyl) diéthylènetriamine) dont la formule est représentée dans la figure 94 qui contient 2 

amines secondaires de plus que l’APTES classiquement utilisé et augmente donc la charge positive en 

surface des nanoparticules, ce qui améliore sensiblement leur dispersion en milieu aqueux.   
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Figure 94 : N-(3-Triméthoxysilylpropyl) diéthylènetriamine). 

 

Estimation du nombres de fonctions amine libres 

δe nombre d’amines libres accessibles pour le greffage ultérieur du PS et du PEG est estimé en 

utilisant un chloroformiate, le Fmoc-Cl, utilisé en synthèse organique pour introduire des groupes 

protecteurs Fmoc sur les amines (Carpino L.A. et al., 1972). Ce composé absorbe en UV à 301 nm, il est 

donc possible de le doser par absorbance.  

 

III-3. Pegylation des nanoparticules Gd2O3:Eu3+-DETA 

Le recouvrement de nanoparticules par du polyethylèneglycol dicarboxylique HOOC-PEG250- COOH  

permet d’obtenir une couche protectrice limitant les phénomènes d’agrégation des nanoparticules. δes 

molécules de PEG sont également très utilisées pour limiter in vivo la capture des NPs par le système 

réticulo-endothéliale (Young et al.,  2009). Il permettra également avec sa terminaison COOH de coupler 

un peptide pour un éventuel ciblage thérapeutique.   

 

III-4. Couplage du photosensibilisateur sur les nanoparticules Gd2O3:Eu3+-DETA-PEG250 

De la même manière que le PEG250, les PS sont greffés sur la surface des nanoparticules par liaison 

peptidique entre les fonctions COOH des PS et les fonctions NH2 des NPs.  

Les photosensibilisateurs sont quantifiés grâce à un étalonnage par spectroscopie de fluorescence.  

III.5. Caractérisation des nanoparticules Gd2O3:Eu3+-DETA-PEG250 

Les NPs ont été caractérisées par Microscopie Electronique à Transmission (MET), Diffraction aux 

Rayons X (DRX), Méthode Brunauer, Emmett et Teller (BET), Infrarouge (IR) et potentiel zêta.  

Des caractérisations photophysiques avant et après greffage sont également réalisées. Une étude 

photophysique par spectroscopie en temps résolu est également réalisée afin d’essayer de mettre en 

évidence le  transfert entre l’europium présent dans la nanoparticule et le PS.  

La publication suivante, décrit les modes opératoires et les détails de synthèse, elle est en cours de 

rédaction.  

 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Chloroformiate
https://fr.wikipedia.org/wiki/Synth%C3%A8se_organique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Groupe_protecteur
https://fr.wikipedia.org/wiki/Groupe_protecteur
https://fr.wikipedia.org/wiki/Fluor%C3%A9nylm%C3%A9thoxycarbonyle
https://fr.wikipedia.org/wiki/Amine_(chimie)
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Abstract: We report the design of europium doped gadolinium oxysulfide nanoparticles Gd2O2S:Eu3+ that could be 
excited by X-ray for photodynamic therapy applications. A layer of N-(3-Trimethoxysilylpropyl)diethylenetriamine 
(DETA) allowed the covalent grafting of two different photosensitizers a zinc chlorin (ZnTPC) and a Zinc phtalocyanine 
(ZnPc). The synthesized monodispersed nanoparticles of ∼70 nm of diameter were pegylated to be stable in aqueous 
suspension. The grafted photosensitizers retained their photophysical properties and could generate cytotoxic singlet 
oxygen upon photo-irradiation. Nevertheless, no energy transfer could be observed between the core of the nanoparticles 
and the photosensitizer after photo-irradiation or X-rays irradiation of the nanoparticles. 

Keywords: Photodynamic therapy, nanoparticles, Gd2O2S:Eu3+, photosensitizer, X-Rays, energy transfer  

1. INTRODUCTION 

 Photodynamic therapy (PDT) is a minimally invasive 
treatment approach that is use to treat several diseases 
cancers. PDT is based on the activation by light of 
photosensitive molecules, called photosensitizers (PS), 
which are non-toxic in the dark. After light excitation and in 
the presence of oxygen, the photosensitizers generate 
reactive oxygen species (ROS) including singlet oxygen, 
which lead to photo-oxidation reactions and cell death. PDT 
causes both apoptotic and necrotic responses within treated 
tumors and produces microvascular injury leading to 
inflammation and hypoxia [1]  

Light penetration depends on its wavelength but cannot be 
higher than few millimeters. In order to treat deep tumors, 
another concept emerged with excitation by X-rays instead 
of light. Advances in nanobiotechnology have improved the 
prospects of treatment delivery to tumours. NPs, as vectors, 
are able to overcome some of the problems experienced with 
conventional methods. The use of the Cherenkov light 
emitted by radioactive tracers is already applied in medical 
imaging as an internal light source [2-4]. Due to their high 
penetration depth power, X-rays can be employed in PDT. 
Some PSs have already been proved to be activated under X-
ray irradiation such as hematoporphyrine derivative [5, 6], 

PpIX [7, 8] and 5-ALA [9], Photofrin II [10, 11], HPde [12]. 
On the contrary, others molecules described to be 
photosensitizers such as indocyanine green [13] and psolaren 
[14] are not radiosensitive.  

 A novel therapeutic strategy that can combine both the 
principles of PDT and radiation therapy with nanoparticles 
has been described by few authors and Chen and Zhang were 
the pioneers in this field [15]. They described the synthesis 
of LaF3:Tb3+-meso-tetra(p-carboxyphenyl)porphyrin NP 
conjugates and investigated the energy transfer as well as the 
formation of singlet oxygen following X-ray irradiation. The 
same team elaborated also ZnO-meso-tetra(o-
aminophenyl)porphyrin conjugates in which the energy 
transfer was almost 90%. Scaffidi et al. described Y2O3 
nanoscintillator, a fragment of HIV-1 TAT peptide and 
psoralen. They used commercially available 12 nm diameter 
cubic-phase Y2O3 nanoscintillators on which they coupled 
TAT or psoralen-TAT [16]. They could observe a modest in 
vitro reduction in PC-3 human prostate cancer cell number 
after X-ray excitation. Abliz et al. described the excitation of 
photofrin II into gadolinium oxysulfide particles (20 micron 
dimension) doped with terbium Gd2O2S:Tb3+ [17]. 
According to this concept, persistent luminescent 
nanoparticles with grafted photosensitizers excited by 
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ionizing radiation X-ray light can emit luminescence able to 
activate the photosensitizers; as a consequence, 1O2 is 
produced which will strengthen the radio effect [18-20]. Zou 
et al. showed that LaF3:Ce3+/DMSO/PPIX/PLGA 
microsphere can be excited by X-rays and destroy prostate 
cancer cells. The encapsulation into PLGA allows a good 
energy transfer between the NPs and PPIX [21]. The idea is 
that the synergetic effect of conventional radiation therapy 
with PDT will enable the use of lower doses of radiation for 
the same efficiency. Our team recently published [22] the 
design of Tb2O3 core nanoparticles coated with a 
polysiloxane layer in which is grafted a porphyrin. The 
average size of the Tb2O3 core-shell NPs grafted with 
porphyrin measured by photon correlation spectroscopy was 
about 10 nm. Using time-resolved laser spectroscopy and 
singlet oxygen chemical probes, we demonstrated that after 
X-ray irradiation of the nanoobjects we could observe the 
formation of singlet oxygen as well as a decrease of the 
luminescence of the core and the increase of the fluorescence 
of the porphyrin, proving the energy transfer between the 
core and the photosensitizer. We also wrote a review 
concerning the key parameters for radiation therapy 
enhancement using nanoparticles [23]. 

  This work aims at developing other types of luminescent 
nanoparticles excitable by X-rays for PDT applications 
without external visible light. To serve as PDT agents, 
scintillating nanoparticles selected for photosensitizer 
enhancement need the following requirements: (1) the 
scintillating nanoparticle should strongly absorb X-rays and 
must produce luminescence as a result of excitation by 
radiation the nanoparticle; (2) emission spectrum must 
overlap the photosensitizer’s absorption spectrum, 
guarantying an efficient activation of the photosensitizer and 
thus a high production of 1O2; (3) the distance between the 
nanoparticle’s core and the photosensitizer compatible for a 
efficient energy transfer. 

 We develop new nanoplatforms, based on Gd2O
2S:Eu3+ 

nano-core. It has been proved already that these oxysulfure 
NPs are scintillator which strongly absorbs X-ray and re-
emits red light with a high quantum yield [24, 25]. Another 
advantage of gadolinium NPs is the high content of Gd3+ 
ions which is well-known to be a strong contrast agent for 
MRI [26, 27]. We describe the synthesis of these 
nanoparticles as well as their physico-chemical and 
photophysical properties of the photosensitizers grafted to 
the nanoparticles compared to the one of the photosensitizer 
in solution. We report an evaluation of energy transfer 
between the oxysulfure core. 

2.  EXPERIMENTAL SECTION 

2.1. Materials 

 Reagents and solvents were commercially available and 
used as supplied without further purification unless 
otherwise stated. Europium and gadolinium nitrates 
(99.99%) were stock solutions from Rhodia. Urea (98%) was 
purchased from Sigma Aldrich.  N-(3-

Trimethoxysilylpropyl) diethylenetriamine (DETA) (99%), 
triethyamine (TEA), piperidine PEG-250 (bis carboxylate-
terminated poly(ethylene glycol250), ethanol, (≥99.5%) and 
DMF were also purchased from Sigma Aldrich. HBTU (O-
(Benzotriazol-1-yl)-     ′  ′-tetramethyluronium 
hexafluorophosphate) was purchased from Iris Biotech 
GmbH and Fmoc-Cl from Novabiochem. 

2.2. Synthesis of the nanoparticles 

2.2.1. Synthesis of the precursors: hydroxycarbonates 

 Europium-doped gadolinium hydroxycarbonates were 
synthesized as previously described [25, 27]. Briefly, 
gadolinium hydroxycarbonates were synthesized from nitrate 
precursors in water and ethanol, following a procedure based 
on urea decomposition at temperature above 80°C. The 
optimum concentrations determined in this work were [Gd3+] 
= 5.6 x 10-3 M and 0.5 M for urea. Europium doping 
concentration expressed in [Eu]/([Gd] + [Eu]) (mol%) was 5. 
We used a mixture of 80% water and 20% ethanol. 
Gadolinium, europium nitrates and urea were dissolved in 
the mixture, the solution was placed in a big beaker and 
stirred at 85°C until it became slightly opalescent, indicating 
that the size of particles is close to 70≈80 nanometers (It is 
the size where nanoparticles begin to diffuse light). We 
centrifuged the suspension for 30 min at 4500 rpm. After 
removing the supernatant, the solid was re-suspended phase 
in water, washed 3 times with water and dried in an oven at 
80°C overnight.  

2.2.2. Synthesis of Gd2O2S:Eu
3+

 nanoparticles 
 Monodisperse Gd2O2S:Eu3+ NPs were synthesized 
according to a procedure reported in previous papers [25, 
27]. The sulfuration of hydroxycarbonates was carried out by 
solid–gas reaction. The dried europium-doped gadolinium 
hydroxycarvbonates were kept into a quartz tube at 750°C 
under an Ar–H2S atmosphere (83:17 v:v) 90 min later we 
stopped the H2S gas flow to replace it by an argon flow. The 
nanoparticles were annealed at 850° C for 4 h and then 
cooled to room temperature 

2.2.3. Surface modification of Gd2O2S:Eu
3+

 nanoparticles 

 200 mg of Gd2O2S:Eu3+ NPs (0.53 mmol of Gd) were 
dispersed in 237 mL of dimethylformamide (DMF) and 
sonicated for 1 h. 100 µL (0.39 mmol) of N-(3-
Trimethoxysilylpropyl)diethylenetriamine (DETA) was 
added to the suspension and the stirred for 12 h at room 
temperature. 3 centrifugations were performed to eliminate 
the excess of APTES. The final nanoparticles were dispersed 
in DMF for the following use. The quantity of primary 
amines on the surface of Gd2O2S:Eu3+-APTES or 

Gd2O2S:Eu3+-DETA NPs was estimated using a standard 
Fmoc UV assay. Briefly, 15 mg  Gd2O2S:Eu3+-DETA NPs 
were suspended in 30 mL of anhydrous DMF and sonicated 
for more than 30 min. 54 mg (0.2 mmol) of Fmoc-Cl were 
added and reacted for 12 h under N2 at RT. The particles 
were centrifuged and washed with DMF several times. 2.5 
mL of piperidine was added to release the Fmoc. After 
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sonicating for 20 min, the cleavage mixture was centrifuged 
at 4000 rpm for 15 min. The quantity of primary amino 
groups was measured by measuring the UV absorbance of 
the supernatant Fmoc solution at 300 nm, at which 
wavelength the extinction coefficient of Fmoc is 7800 
mol−1·dm3·cm−1 [28].  

2.2.4. Pegylation of the hybrid Gd2O2S:Eu
3+

-DETA and 

Gd2O2S:Eu
3+

-APTES nanoparticles 

 150 mg of hybrid Gd2O2S:Eu3+-DETA NPs were 
dispersed in DMF and sonicated for 1h. The grafting of 
PEG250 via its carboxylic function was achieved by using 
PEG 250 (5.03 10-4 mmoles, 0.125 mg, 0.25 PEG/NH2), 
activated by HBTU (0.5 mg, 10-3 mmol) and triethylamine 
(10 µL, 2.10-4 mmol) The mixture was stirred overnight at 
room temperature. The pegylated Gd2O2S:Eu3+-DETA-
PEG250 were washed with DMF several times to remove the 
excess of reactant. The final hybrid Gd2O2S:Eu3+-DETA-
PEG250 NPs were dispersed in DMF for the following use. 

2.2.5. Grafting of the photosensitizers  

Zinc 5-(4-carboxyphenyl)-10,15,20-triphenylchlorin 
(ZnTPC) was synthesized as described by our group [29]. 
Zinc-phthalocyanin was synthesized as described by Kliesch 
et al. [30]. 100 mg of hybrid Gd2O2S:Eu3+-DETA-PEG250 
NPs were dispersed in DMF and sonicated for 1 h. The 
suspension was mixed with 5 mg of ZnTPC (6.9 10-3 mmol) 
or 5 mg of ZnPc (6.9 10-3 mmol). The COOH of 
photosensitizers was activated using 4 mg of HBTU (1.03 10 
-2 mmol) and 15 µL of triethylamine (3. 10-4 mmol). The 
mixture was stirred overnight at room temperature. The 
multifonctionnal Gd2O2S:Eu3+-DETA-PEG250-ZnPc and 
Gd2O2S:Eu3+-DETA-PEG250-ZnTPC were washed several 
times with DMF to remove the excess of free 
photosensitizer.  

2.3. Technical characterization  

  Particles shape and size were examined via Transmission 
Electron Microscopy (TEM) using Philips Model CM20 and 
CM30 microscopes. The X-ray diffraction XRD pattern of 
the powder was collected on an XRD 300TT SEIFERT 
diffractometer using Cu-Kα radiation with a curved graphite 
monochromator. The samples were scanned in a θ /2θ 
geometry. The Zeta potentials of NPs dispersed in deionized 
water (pH=6.9) were measured using a Zetasizer NanoZ 
(Malvern Instrument) equipped with laser He-Ne (633 nm) 
or green laser (532 nm). The NPs were dispersed at a 
concentration of 0.1 mg/mL in 20 mM NaCl. Specific 
surface area (SSA) of the dry powder of nanoparticles was 
determined from N2 adsorption isotherm at -196°C using the 
Brunauer-Emmett-Teller (BET) theory. Infrared spectra (IR) 
were recorded on a Brucker Tensor 27 over 256 scans.  

 Absorption spectra were recorded on a UV-3600 
Shimadzu spectrophotometer. Fluorescence spectra were 
recorded on a SPEX Fluorolog-3 spectrofluorimeter (Jobin 
Yvon, Longjumeau, France) equipped with a thermo-stated 
cell compartment (25°C), using a 450 W Xenon lamp. The 

singlet oxygen production was measured by the IR detector 
through a SPEX double grating monochromator (600 
grating/mm blazed 1 µm). All spectra were recorded using 
four optical faces quartz cells.   

Fluorescence quantum yields (f) were determined using a 
tretraphenyl porphyrin solution as a fluorescence standard 
(f = 0.11, in toluene, taking into account solvent refractive 
index and absorption efficiencies) [31]. For the direct 
determination of singlet oxygen quantum yield (): 
excitation occurred with a Xe-arc, the light was separated in 
a SPEX 1680, 0.22 µm double monochromator. The 
detection at 1270 nm was carried out through a PTI S/N 
1565 monochromator, and the emission was monitored by a 
liquid nitrogencooled Ge-detector model (EO-817L, North 
Coast Scientific Co, OH, USA). Rose Bengal was chosen as 
a reference solution due to its high 1O2 quantum yield in 
EtOH ( = 0.68) [32]. The absorbance value at the 
excitation wavelength (422 nm, 668 nm) of both the 
reference (Rose Bengal) and the sample solutions (ZnTPC, 
Gd2O2S:Eu3+-DETA-PEG250-ZnTPC NPs, ZnPc, 
Gd2O2S:Eu3+-DETA-PEG250-ZnPc) were set to 
approximately 0.2 by dilution. 

The quantum yield of fluorescence is determined thanks to 
equation (1): 

 

(1) 

where Φf and Φfo, If and Ifo, DO and DOo, n and no are the 
quantum yields, the intensities, the optical densities and the 
refraction indices of the sample and of the reference 
respectively. 

 The quantum yield of singlet oxygen production is 
determined thanks to equation (2): 

 

      (2) 

where ΦΔ and ΦΔo, I and Io, DO and DOo are the 
luminescence quantum yields of singlet oxygen, the 
luminescence intensities, the optical densities of the sample 
and of the reference respectively. 

 Fluorescence lifetimes were measured by Time-
Correlated Single Photon Counting (TCSPC) using for 
excitation: a pulsed laser diode LDH-P-C-405 coupled with a 
driver PDL 800-D (both PicoQuant GmbH, Berlin, 
Germany) emitting at 408 nm (FWHM < 70 ps, 1 MHz) and 
an avalanche photodiode SPCM-AQR-15 (EG & G, 
Vaudreuil Canada) coupled with a 650 nm (± 10 nm) 
interference long-wave pass filter as detection system. The 
acquisition system was a PicoHarp 300 module with a four 
channels router PHR-800 (both PicoQuant GmbH, Berlin, 
Germany). Fluorescence decays were recorded using the 
single photon counting method (four optical faces quartz 
cells for pure products in ethanol). Data was collected up to 
1000 counts accumulated in the maximum channel and 
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analyzed using TCSPC software Fluofit (PicoQuant GmbH, 
Berlin, Germany) based on iterative reconvolution using a 
Levensberg-Marquandt algorithm. Phosphorescence lifetime 
measurements have be performed on a Fluorolog FL3-22 
spectrofluorimeter (HORIBA Jobin Yvon, LONGJUMEAU, 
France) equipped with 450 W Xenon lamp, a xenon flash 
lamp, a thermo-stated cell compartment (25°C) and a UV-
visible photomultiplier R928 (HAMAMATSU Japon). The 
system was monitored by a single photon counting controller 
FluoroHub-B. The software FluorEssence (HORIBA Jobin 
Yvon) was employed for emission spectra; the software 
DataStation and DAS6 (HORIBA Jobin Yvon) were 
employed for phosphorescence lifetime measurements. Time 
resolved spectroscopy measurements were recorded under 
pulsed laser excitation (OPO laser, EKSPLA NT342, 
repetition rate: 10 Hz, pulse duration: 7 ns, laser power: 4.8 
mW at 226 nm and 4.5 mW at 300 nm) and the spectra were 
recorded using a Instaspec V i-CCD (OrielDH520L) 
mounted on a monochromator (grating 400 lines/mm blazed 
at 350nm).  

The X-ray excitation was performed using a Diffractis 601 
X-ray generator from accelerated electrons (20mA-40kV) 
bombarding molybdene anode.   

3.  RESULTS 

3.1. Characterization of the nanoparticles 

 The goals of this study were to synthesize, characterize 
and evaluate the potential of multifunctional NPs to induce a 
photodynamic reaction after X-rays excitation. The concept 
is to use the scintillator included in the nanoparticle’s core 
which, excited by X-rays, can emit photons, which, in turn, 
can be re-absorbed by the photosensitizer itself conjugated to 
the nanoparticles. Therefore, Gd2O2S:Eu3+-DETA-PEG250-
ZnPc nanoparticles were designed. NPs have been 
synthesized following several steps: 1) Nanoparticles 
synthesis; 2) Photosensitizer synthesis; 3) surface 
modification of the nanoparticles; 4) Photosensitizer 
coupling to the modified surface nanoparticles.  

 Quasi-monodisperse Gd2O2S:Eu3+ NPs were synthesized 
according to the procedure reported by Osseni et al. [26]. 
Transmission electron microscopy (TEM) of Gd2O2S:Eu3+ 
NPs revealed that the nanoparticles are spherical and 
monodispersed with a mean diameter of 70 nm (Fig. 1). 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. (1). TEM images of Gd2O2S:Eu3+ NPs 

As shown in Fig. 2, the diffraction patterns of the powder 
exhibit well-developed peaks, which are characteristic of 
gadolinium oxysulfide. All peaks are indexed following the 
ICDD data in the hexagonal phase, of Gd2O2S (File card no 
26-1422). No extra peak coming from any impurity could be 
detected.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. (2). XRD patterns of Gd2O2S: Eu3+ NPs 

 

The N2 adsorption/desorption isotherms of Gd2O2S:Eu3+ are 
shown in Fig. 3.  The Gd2O2S:Eu3+ NPs exhibit typical II-
typed isotherms, which suggests a typical non-porous or 
macroporous material. The BET surface area of Gd2O2S:Eu3+ 
is 19.1 m2/g, a value that is characteristic of non-porous or 
macroporous samples. 
 

Fig. (3). BET surface volume of Gd2O2S: Eu3+ NPs  

 The Gd2O2S:Eu3+ NPs reacted with DETA. The ζ-
potential for Gd2O2S:Eu3+-DETA NPs at pH 6.9 is +44 mV, 
indicating the positively charged amine groups on the 
surface of NPs resulting of the presence of free amino groups 
at the surface (Fig. 4). 
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Fig. (4). ζ-potential of Gd2O2S:Eu3+ NPs   (a)  and  

Gd2O2S:Eu3+-DETA NPs (b) (pH 6.9) 
 

The successful amino-silanisation of the NPs of 
Gd2O2S:Eu3+-DETA NPs was also well-established by 
Fourier transform infrared (FT-IR) spectrum before and after 
surface modification as shown in figure 5. The FITR spectra 
of the surface modified nanoparticles are shown along with 
unmodified oxysulfide. The spectra recorded on these coated 
samples exhibit one broad composite band centered at 1150 
cm-1 and a narrower one at 800 cm-1 all coming from the 
vibrations of the Si-O-Si network. The shoulder observed at 
980 cm-1 (Si–OH vibrations) can also be seen. Very weak 
features appear clearly in the ranges 2700–3000 cm-1 and 
1400-1450 cm-1 for Gd2O2S:Eu3+-DETA  NPs, due to the 
C-H vibrations of the aminosiloxane groups (Fig. 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. (5) FTIR spectra for Gd2O2S:Eu3+ NPs (blue) and  
Gd2O2S:Eu3+-DETA NPs (red).  

 

By means of a standard Fmoc quantification protocol, amino 
groups on the surfaces of NPs were approximatively 
estimated to be 4X10-5 mol/g for Gd2O2S:Eu3+-DETA, 
corresponding to 10 500 conjugated primary amine per 
particle (2.08 amine/nm2). 

 Pegylation of nanoparticles was performed using 
classical coupling agent HBTU with triethylamine. In order 
to assess if PEGylation of Gd2O2S:Eu3+-DETA-PEG250 was 
successful, potential zêta measurement for NPs before and 
after PEGylation were performed. The ζ-potential of 
Gd2O2S:Eu3+-DETA is +44 mV whereas it is +30 mV for 
Gd2O2S:Eu3+-DETA-PEG250 (pH 6.9), indicating the 
presence of PEG250 at the surface (Fig. 6). Thanks to the 
standard Fmoc quantification protocol we could evaluate the 
number of free amine (10 500/NP). We decide to couple 
2650 PEG250 to the 10500 amine (25%).  That is the reason 
why, even if the ζ-potential of Gd2O2S:Eu3+-DETA-PEG250 
is lower than that of Gd2O2S:Eu3+-DETA, it is still positive. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. (6). ζ-potential of Gd2O2S:Eu3+-DETA  (a)  and 

Gd2O2S:Eu3+-DETA-PEG250 NPs (b)  (pH 6.9) 

The functionalization of the Gd2O2S:Eu3+-DETA-
PEG250 NPs with photosensitizers was rendered possible 
thanks to the free amine function of DETA. The 
photosensitizers (ZnTPC or ZnPc) were conjugated to DETA 
with HBTU and triethylamine. In order to check if the 
photosensitizers were grafted and to evaluate the number of 
coupled photosensitizers, absorption and fluorescence 
spectra were recorded. As shown in Fig. 7, the absorption 
spectra of Gd2O2S:Eu3+-DETA-PEG250-ZnTPC and 
Gd2O2S:Eu3+-DETA-PEG250-ZnPc revealed the presence of 
photosensitizers. No significant change in the absorption 

(a) 

(b) 

(a) 

(b) 
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spectra could be observed between free photosensitizers and 
grafted ZnTPC or ZnPc. Indeed, UV-visible spectra 
remained unchanged with a maximum corresponding to the 
band at 422 nm for ZnTPC or 668 nm for ZnPc in ethanol.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7: (a) UV-visible spectra of free ZnTPC (red) and 
Gd2O2S:Eu3+-DETA-PEG250-ZnTPC (green) (b)  UV-
visible spectra of free ZnPc (black) and Gd2O2S:Eu3+-
DETA-PEG250-ZnPc (blue) in ethanol 

To evaluate the number of photosensitizers grafted onto the 
nanoparticles, we used the fluorescence emission properties 
of the photosensitizers. A calibration curve of free 
photosensitizers allowed us to evaluate the number of grafted 
PSs. Fig. 8 present the fluorescence emission spectra of both 
free photosensitizers and both nanoparticles. 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. (8) (a) Fluorescence emission spectra of free ZnTPC 
(red) and Gd2O2S:Eu3+-DETA-PEG250-ZnTPC (green) (λexc 

= 422 nm) (b)  Fluorescence emission spectra of free ZnPc 
(black) and Gd2O2S:Eu3+-DETA-PEG250-ZnPc (blue) in 
ethanol (λexc = 345 nm).  

 No significant change in the emission spectra could be 
observed between free photosensitizers and grafted ZnTPC 
or ZnPc.  

We evaluate that we coupled respectively 1100 ZnPc and  
900 ZnTPC per nanoparticle of Gd2O2S:Eu3+-DETA-
PEG250 instead of 7950 that should have been theorically 
grafted.  

Fluorescence lifetimes were evaluated and the fluorescence 
decays presented in Fig. 9. No difference could be observed 
between free photosensitizers and the ones coupled into the 
nanoparticles. We found 3.6 ns for free ZnPc and 3.3 ns for 
coupled ZnPc, 1.8 ns for free ZnTPC and 1.6 ns for coupled 
ZnTPC.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. (9) (a) Fluorescence decay of free ZnTPC (red) and 
Gd2O2S:Eu3+-DETA-PEG250-ZnTPC (green) (λexc = 405 
nm) (b)  Fluorescence decay of free ZnPc (black) and 
Gd2O2S:Eu3+-DETA-PEG250-ZnPc (blue) in ethanol (λexc = 
405 nm).  
 1O2 formation was evaluated after excitation of the 
photosensitizers and its emission recorded at 1270 nm. The 
1O2 luminescence spectra are presented in Fig. 10.  
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Figure 10: (a) 1O2 luminescence spectra of free ZnTPC (red) 
and Gd2O2S:Eu3+-DETA-PEG250-ZnTPC (green) (λexc = 
422 nm) (b)  Fluorescence decay of free ZnPc (black) and 
Gd2O2S:Eu3+-DETA-PEG250-ZnPc (blue) in ethanol (λexc = 
345 nm). 

 We evaluated the fluorescence and 1O2 quantum yields 
reported in Table 1.  

Table 1: fluorescence and 1O2 quantum yields, fluorescence 
lifetime of PS and grafted PS. 

compound f  

ZnTPC 0.20 0.75 1.8 

Gd2O2S:Eu3+-DETA-PEG250-ZnTPC 0.24 0.70 1.6 

ZnPc 0.12 0.34 3.6 

Gd2O2S:Eu3+-DETA-PEG250-ZnPc 0.12  0.14 3.3 

  

The coupling of ZnTPC to the nanoparticles did not modify 
its photophysical properties (fluorescence and 1O2 quantum 
yields). As illustrated in Table 1, fluorescence quantum yield 
and lifetime of free and coupled ZnTPC remain unchanged 
after functionalization, meaning that the nanoparticles does 
not influence the photophysical properties of ZnTPC. Similar 
observations were made concerning singlet oxygen 
production which was found to be not significantly changed 
0.75 for free and 0.70 coupled ZnTPC. Concerning ZnPc, we 
could observe a decrease of 1O2 quantum yield of ZnPc after 
coupling to NPs-PEG (0.34 for free ZnPc and 0.14 for 

coupled ZnPc). This might be due to a too large amount of 
ZnPc grafted leading too a quenching of 1O2 formation. 

3.2. Study of the energy transfer by time-resolved 
spectroscopy 

It is generally admitted that efficient energy transfer between 
two species may occur if a significant overlap e ists between 
the emission of the donor and the absorption of the acceptor. 
The energy transfer can be either a   rster resonant energy 
transfer (FRET) or a radiative transfer. In order to estimate if 
energy transfer is possible between the core and the 
photosensitizers, and since emission processes in 
Gd2O2S:Eu-PEG and in ZnTPC or ZnPc exhibit different 
timing behaviors, we performed time-resolved spectroscopy 
under UV excitation to study the energy transfer. 
Experimental conditions such as exposure time, excitation 
and emission collection conditions, and laser power were 
kept identical for all measurements to ensure reliability of a 
fluorescence intensity comparison. Fluorescence emission of 
Gd2O2S:Eu3+-DETA-PEG NPs (exc= 335 nm) is presented 
in Fig. 11.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. (11) Fluorescence emission of Gd2O2S:Eu3+-DETA-
PEG250 NPs (exc= 335 nm) 

      The emission spectrum was measured after excitation at 
335 nm. Between 390 and 270 nm, the excitation is due to 
the charge transfer state S2- → Eu3+ centered at 350 nm. The 
spectrum corresponds to the well-known red emission 
consisting of the peak centered at 625 nm. We recorded the 
europium emission spectrum with a large time gate in 
agreement with the well-known millisecond fluorescence 
decay time of Eu3+ (0.5 ms). Both photosensitizers ZnTPC 
and ZnPc absorption spectra exhibit a Q1 peak around 625 
nm (Fig. 8) that match with the emission spectrum of 
Gd2O2S:Eu3+-DETA-PEG NPs. One supposes, therefore, a 
possible energy transfer between these two components. 
Two kinds of time-resolved spectra were recorded: at “short 
times” and at “long times”. “Short times” means t0=0 ns and 
Δt = 100 ns (where t0 is the delay after the laser pulse and Δt 
is the time gate width) and “long times” corresponds to t0= 
500 ns and Δt=1 ms. The emission obtained under a 335 nm 
excitation is presented in Fig. 12 for Gd2O2S:Eu3+-DETA-
PEG and Gd2O2S: Eu3+-DETA-PEG250-ZnTPC and in Fig. 

(a) 

(b) 
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13  for Gd2O2S:Eu3+-DETA-PEG250 and Gd2O2S:Eu3+-
DETA-PEG250-ZnPc.  
 
 
 
 
 

 

 

 
 

 

 
 

 

 
Figure 12: Time-resolved spectroscopy performed under a 
335 nm excitation. (Short times mean t0 = 0 ns and ∆t = 100 
ns and long times mean t0 = 500 ns and ∆t = 1 ms. 
Fluorescence spectra measured at short time (a) and long 
time (b) for Gd2O2S:Eu3+-DETA-PEG250 (orange), 
Gd2O2S:Eu3+-DETA-PEG250-ZnTPC (green) and ZnTPC 
(red). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. (13) Time-resolved spectroscopy performed under a 335 
nm excitation. (Short times mean t0 = 0 ns and ∆t = 100 ns 
and long times mean t0 = 500 ns and ∆t = 1 ms.  luorescence 
spectra measured at short times (a) and long times (b) for 
Gd2O2S:Eu3+-DETA-PEG (orange), Gd2O2S:Eu3+-DETA-
PEG-ZnPc (blue) and ZnPc (black); 

     As expected, because of its long fluorescence decay time, 
no Eu3+ emission was detected in this short temporal range. 
On the contrary, because of its fast decay time, the ZnTPC 
and ZnPc emissions were detected. Unfortunatly, no 
difference could be observed between the fluorescence 
spectra of Gd2O2S:Eu3+-DETA-PEG250 and Gd2O2S:Eu3+-

DETA-PEG250-PS, whatever PS. It seems that no transfer 
from Eu3+ excited ions to ZnTPC or ZnPc occurs.  

FRET can be also identified by analyzing the fluorescence 
decay curves. Phosphorescence lifetime of Gd2O2S:Eu3+-
DETA-PEG250 and Gd2O2S:Eu3+-DETA-PEG250-ZnPc at 
625 nm ((strongest emission peak of Eu3+) after excitation at 
335 nm is shown in Fig. 14 (a) and phosphorescence lifetime 
of Gd2O2S:Eu3+-DETA-PEG250 and Gd2O2S:Eu3+-DETA-
PEG250-ZnTPC at 625 nm after excitation at 335 nm is 
shown in Fig. 14 (b). 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. (14) Phosphorescence lifetime of (a) Gd2O2S:Eu3+-
DETA-PEG250 (orange)  and Gd2O2S:Eu3+-DETA-PEG250-
ZnTPC (green) at 625 nm after excitation at 335 nm (b) 
Gd2O2S:Eu3+-DETA-PEG250 (orange) and Gd2O2S:Eu3+-
DETA-PEG250-ZnPc (blue) at 625 nm after excitation at 
335 nm 

 No difference could be observed between the 
fluorescence decay of Gd2O2S:Eu3+-DETA-PEG250 and 
Gd2O2S:Eu3+-DETA-PEG250-PS (300 µs), whatever PS. 
This result is in adequation with the data obtained in static 
fluorescence. 

3.3. X-rays excitation 

X-rays excitation was performed onto the nanoparticles and 
the results are presented in Fig. 15 (a) for ZnTPC, 
Gd2O2S:Eu3+-DETA-PEG250, Gd2O2S:Eu3+-DETA250-

(b) 

(a) 

(b) 

(a) 
(b) 

(a) 
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PEG-ZnTPC and in Fig. 15 (b) for ZnPc, Gd2O2S:Eu3+-
DETA-PEG250, Gd2O2S:Eu3+-DETA-PEG250-ZnPc.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.(15) Fluorescence emission of (a) ZnTPC, Gd2O2S:Eu3+-
DETA-PEG250 (orange)  and Gd2O2S:Eu3+-DETA-PEG250-
ZnTPC (green) (same concentration in Eu3+) after X-rays 
excitation  and (b) ZnPc (black), Gd2O2S:Eu3+-DETA-
PEG250 (orange) and Gd2O2S:Eu3+-DETA-PEG250-ZnPc 
(blue) (same concentration in Eu3+) after X-rays excitation  

 ZnTPC and ZnPc are not sensible to X-rays and no 
luminescence can be detected. There are not radiosensitive. 
Concerning Gd2O2S:Eu3+-DETA-PEG250 and Gd2O2S:Eu3+-
DETA-PEG250-ZnTPC no difference could be observe 
between the luminescence spectrum meaning that not energy 
transfer occur between Eu3+ and ZnTPC into the NPs since 
emission of Gd2O2S:Eu3+-DETA-PEG250 and ZnTPC 
present a large overlap. Concerning Gd2O2S:Eu3+-DETA-
PEG250 and Gd2O2S:Eu3+-DETA-PEG250-ZnPc, a decrease 
of the luminescence is shown in Fig. 14(b) suggesting an 
energy transfer between Eu3+ and ZnPc. Unfortunatly, no 
ZnPc luminescence could be detected even if the 
fluorescence of Eu3+ at 710 nm is not affected by ZnPc 
which does not absorb in this domain.  

 We coupled 1100 ZnPc and 900 ZnTPC in a nanoparticle 
of about 70 nm of diameter. It is difficult to compare our 
data with the ones in the literature since the systems are quite 
different. Abliz et al. since elaborated particules are larger 

(20 micron size Gd2O2S:Tb3+, 5mg/mL) and photofrin II (20 
g/mL) is added in solution and not grafted onto the NPs. 
Zhou et al. also encapsulate PPIX and LaF3:Ce3+into large 
PLGA microsphere (diameter of about 2 m). In our 
previous work [22], we elaborate Tb2O3  scintillating NPs 
with a core diameter of about 3 nm; the core−shell NPs had a 
size of  9.9 nm and around ∼ 13 porphyrin molecules were 
grafted into one NP. It was then possible to observe 1O2 
formation after X-ray excitation. The reasons why we do not 
observe any fluorescence of ZnPc in our case might be due 
to several reasons. Photons are deeply absorbed by 
nanoparticles and are mostly diffused; the photosensitizers 
can form dimers which do not fluoresce (auto-quenching); 
the size of nanoparticles is too important to allow an energy 
transfer between bulk europium and the PS; there is an 
incompatibility between dipole moments of europium and 
the photosensitizers. New nanoparticles will be designed by 
changing the size and the number of grafted ZnPc.   
 
LIST OF ABBREVIATIONS  

BET = Brunauer-Emmett-Teller 
DMF = dimethylformamide  
DMSO = Dimethylsulfoxide 
DO = optical density 
FRET =    rster resonant energy transfer  
FT-IR = Fourier transform infrared  
HBTU = (O-(Benzotriazol-1-yl)-     ′  ′- 
tetramethyluronium hexafluorophosphate) 
HPDE = Haematoporphyrin dimethyl ether 
IR = Infrared spectra  
PS = photosensitizers  
PEG250 = bis carboxylate-terminated poly(ethylene 
glycol250 
PLGA = poly(d,l-lactide-co-glycolide 
PPIX = protoporphyrin IX 


1O2 quantum yield 

f = Fluorescence quantum yields  
TAT = trans-activating protein 
TCSPC = Time-Correlated Single Photon Counting  
TEM = Transmission Electron Microscopy  
TPC = 5-(4-carboxyphenyl)-10,15,20-triphenylchlorin 
NP = nanoparticle 
UV = UltraViolet 
ZnTPC = Zn 5-(4-carboxyphenyl)-10,15,20-triphenylchlorin 
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IV- Etude du transfert d’énergie entre les nanoparticules de Gd2O2S:Eu3+-DETA ou 

Gd(OH)CO3 : Tb3+-DETA-PEG250 avec la ZnTPC, ZnPc et une porphyrine 

Afin d'évaluer l'influence du type de lanthanide et du type de photosensibilisateur, des nanoparticules 

Gd(OH)CO3 Tb3+-DETA ont été synthétisées suivant la même méthode que celle utilisée pour la synthèse 

des nanoparticules dopées à l’europium. Nous avons estimé le taux de greffage de la porphyrine à λ00 

porphyrines par nanoparticule. δ’objet de cette étude est d’évaluer si un transfert d’énergie est possible 

entre deux types de nanoparticules Gd(OH)CO3:Tb3+-DETA et  Gd2O2S:Eu3+-DETA et  trois types de PS  

(porphyrine P1, chlorine zinguée ZnTPC et phtalocyanine zinguée ZnPc). Rappelons que deux types de 

transfert peuvent s'effectuer entre le lanthanide et le photosensibilisateur, un transfert non radiatif  de type 

FRET et un transfert de type radiatif. Les deux types de transfert nécessitent un recouvrement spectral 

entre le donneur et l’accepteur. δe FRET ne nécessite pas  que le donneur et l'inhibiteur soient en contact. 

Cependant, la distance R entre les deux molécules est un paramètre crucial puisque l'efficacité de ce 

phénomène est proportionnelle à R-6.  

IV-1. Calcul du rayon de Förster et estimation théorique du transfert  

Nous avons évalué les valeurs de R0 des trois systèmes et les valeurs sont reportées dans le tableau 13.  

 

                                   Tableau 13 : Valeurs des R0 dans les trois systèmes 

Couple R0 (nm) Diamètre de la NP (nm) 

Gd(OH)CO3 :Tb3+-DETA-P1 2,77 120 

Gd2O2S:Eu3+-DETA-ZnTPC 2,07 70 

Gd2O2S:Eu3+-DETA-ZnPc 2,80 70 

 

 

En se basant sur les images observées au Microscope Electronique à Transmission (MET) qui 

montrent que les nanoparticules sont monodisperses et sphériques, de rayon R et que les PS sont greffées 

de manière uniforme sur la surface, si l’on définit une distance R1 (2*R0) à partir de laquelle on peut 

considérer que le transfert d’énergie est peu probable, on peut estimer le rendement approximatif ρ de 

transfert comme égal à   

ρ = R1
3/4/R3 

formule déduite à partir du volume de l’intersection de deux sphères.  

Pour les NPs Gd2O2S:Eu3+-DETA-ZnPc, ce rendement de transfert estimé est très faible, de l’ordre de 

6. 10-4. En effet, si la probabilité de transfert est ρ à la distance R0, elle n’est que de ρ/64 pour βR0, et donc 

pratiquement nulle au-delà. Dans ces conditions, tout ce qui se passe au-delà de cette distance peut être 
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négligé. Le calcul simplifié est réalisé, avec comme hypothèse un grand rayon de la nanoparticule 

relativement à 2R0 (figure 95).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 95 : Base de calcul de la probabilité maximale de transfert lié à la présence d’accepteur à une 

distance du donneur présent en surface de 2.R0 (R>>R0). 

 

Seul ce qui se passe entre 0 et 2R0 peut donc intervenir dans le transfert et il s’agit donc de calculer de 

manière approchée, mais maximale, le nombre relatif d’accepteurs présents entre 0 et cette distance 

critique, relativement à l’ensemble des accepteurs présents sur l’ensemble de la nanoparticule (pour 

lesquels la probabilité de transfert d’énergie peut être considérée comme négligeable). Ainsi, seuls les 

accepteurs présents à la surface de la nanoparticule (dans la zone rouge ) sont pris en considération.  

 

IV-2. Etude du transfert énergétique entre les nanoparticules et les photosensibilisateurs 

dans l'éthanol 

IV-2-1. Cas du couple Gd(OH)CO3:Tb3+ et porphyrine P1  

Nous avons évalué l’influence de la concentration de la porphyrine P1, dans l'éthanol, sur la 

luminescence du terbium dans la nanoparticule Gd(OH)CO3:Tb3+. La figure 96 représente la décroissance 

de l’émission des nanoparticules Gd(OH)CO3:Tb3+, de 120 nm de diamètre moyen, mesurée à 545 nm 

après excitation à 310 nm, en fonction de la concentration en porphyrine ajoutée dans la solution. 
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Figure 96 : Influence de la concentration de la P1 sur la luminescence du terbium à λem=545 dans 

l’éthanol (λexc=310 nm) 

 

Une légère décroissance de l’émission est observée. A partir du coefficient d’extinction moléculaire 

de la porphyrine à 545 nm, soit İ = 7,8 103  mole-1.l.cm-1, il est possible d’estimer la part attribuable à 

l’absorption de la luminescence de la terre rare par le PS. 

Afin de compléter ces résultats, nous avons mesuré les durées de vie de luminescence du terbium en 

fonction de la concentration de la porphyrine P1 en solution (Figures 97 (a) et (b)).  

 

 

 (a) (b) 

Figure 97 a et b : Influence de la concentration de P1 en solution sur τ1 et τ2  du terbium à λem = 545 

nm dans l’éthanol (λexc = 310 nm). 
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δ'analyse des figures γ (a) et (b) montre que les deux durées de vie τ1 et τ2 du terbium ne sont pas 

affectées par la présence de porphyrine P1 en solution et sont égales à 9 10-4 s et 1,2 10-5 respectivement. 

Il serait possible de conclure que le transfert, s’il se fait, ne peut se réaliser que pour des PS fixés sur 

les nanoparticules. 

 

Le tableau 14 rassemble les valeurs de durée de vie du terbium sans greffage et avec greffage de la 

porphyrine de 889 porphyrines/nanoparticule. 

 

Tableau 14 : Durées de vie du terbium dans les NPs Gd(OH)CO3 :Tb3+-DETA  

et Gd(OH)CO3 :Tb3+-DETA-P1 

Nanoparticules τ1 (µs) τ2 (µs) 

Gd(OH)CO3:Tb3+-DETA  946 12 

Gd(OH)CO3:Tb3+-DETA-P1 995  25 

 

Le fait que les durées de vie du terbium en présence de P1 greffée soient légèrement supérieures à 

celles sans P1 n’est pas explicable en dehors de possibles incertitudes.  

En résumé : 

- l’émission de Tb3+ diminue quand la concentration de la P1 augmente en solution, 

- la durée de vie de Tb3+ ne change pas en présence de P1 en solution, 

- la durée de vie de Tb3+ ne change pas en présence de P1 couplée à la nanoparticule. 

Ceci serait en accord avec un transfert d'énergie de type radiatif.  

Quand les photosensibilisateurs sont introduits dans la solution contenant des nanoparticules, il est 

possible qu'ils viennent s’adsorber sur ces dernières. Pour tenter de valider ce comportement, nous avons 

mesuré les durées de vie de la terre rare seule sans PS, en présence de PS en solution puis en éliminant les 

PS présents dans la solution par centrifigation. De plus, la présence des amines fixées en surface sur les 

nanoparticules, qui pourraient avoir une infuence sur l'adorption des PS a été évaluée. Le tableau 15 

rassemble les données concernant les Gd(OH)CO3 : Tb3+.  

 

Tableau 15 : durée de vie de Tb3+ dans différentes nanoparticules 

Nanoparticules τ1 (µs) τ2 (µs) 

Gd(OH)CO3:Tb3+ 13,2 941 

Gd(OH)CO3:Tb3+ / P1 13,1 871 

Gd(OH)CO3:Tb3+ (centrifugé) / P1 14,2 836 
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Les durées de vie obtenues dans les nanoparticules centrifugées sont semblables à celles obtenues 

dans un mélange nanoparticules – photosensibilisateurs en solution.  Si le « lavage » des nanoparticules 

était parfait, les durées de vie auraient du être semblable à celles des nanoparticules seules en solution, 

isolées des PS.  

IV-2-2. Cas du couple Gd2O2S:Eu3+-DETA et ZnPc 

Les mêmes mesures ont été réalisées sur le couple Gd2O2S:Eu3+-DETA et ZnPc en utilisant des 

nanoparticules Gd2O2S:Eu3+-DETA de 70 nm de diamètre moyen. La figure 98 représente l’évolution de 

l’émission de l’europium en fonction de la concentration en ZnPc. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 98 : Influence de la concentration de la ZnPc sur la luminescence de l’Eu3+ à λem =  625 nm 

dans l’éthanol (λexc = 467 nm). 

 

Comme pour le couple Gd(OH)CO3 :Tb3+-DETA et P1, la luminescence de la terre rare est affectée 

par la présence de la ZnPc en solution. δe coefficient d’extinction moléculaire de la phtalocyanine à Ȝ = 

626 nm est alors de 8 103 mole-1.L.cm-1.  Nous avons également enregistré la durée de vie du terbium en 

fonction de la concentration en ZnPc. Les résultats sont représentés dans les figures 99 (a) et (b).  

 

Gd(OH)CO3:Tb3+-DETA 14 959 

Gd(OH)CO3:Tb3+-DETA/P1 14 814 

Gd(OH)CO3:Tb3+-DETA (centrifugé)/P1 13,4 847 
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 (a)  (b) 

Figure 99 : Influence de la concentration de la ZnPc en solution sur τ1 et τ2 de l’europium  

à λem = 626 nm dans l’éthanol (λexc = 467 nm) 

 

A l'inverse du le couple Gd(OH)CO3 :Tb3+-DETA et P1, les durées de vie du terbium sont influencées 

par la porphyrine en solution. Plus la concentration augmente, plus les durées de vie diminuent. 

Le tableau 15 rassemble les valeurs de durée de vie de l’europium dans les NPs Gd2O2S:Eu3+-DETA et 

Gd2O2S:Eu3+-DETA-ZnPc avec 1107 ZnPc/nanoparticule 

 

Tableau 16 : Durées de vie de l’europium dans les NPs Gd2O2S:Eu3+-DETA et Gd2O2S:Eu3+-DETA-

ZnPc 

Nanoparticules τ1 (µs) τ2 (µs) 

Gd2O2S:Eu3+-DETA 124-140 382 

Gd2O2S:Eu3+-DETA-ZnPc 74  282 

 

En résumé,  

- l’émission de Eu3+ diminue quand la concentration de la ZnPc augmente, 

- la durée de vie de Eu3+ diminue quand la concentration de la ZnPc augmente, 

- la durée de vie de Eu3+ diminue quand la ZnPc est greffée dans la nanoparticule. 

 

Ceci est en accord avec un transfert d'énergie de type non radiatif  FRET. Le tableau 17 reprend les 

durée de vie de Eu3+ dans des nanoparticules couplées ou non au DETA, centrifugées ou non, possédant du 

PS ou non. 
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Tableau 17 : durée de vie de Eu3+dans différentes nanoparticules 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

IV-2-3. Cas du couple Gd2O2S:Eu3+-DETA et ZnTPC 

Les mêmes mesures ont été réalisées sur le couple Gd2O2S:Eu3+-DETA et ZnTPC en utilisant des 

nanoparticules de 70 nm de diamètre moyen. La figure 100 représente l’évolution de l’émission de 

l’europium en fonction de la concentration en ZnTPC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 100 : Influence de la concentration de ZnTPC sur la luminescence de l’europium à λem = 710 

nm pour λexc = 365 nm. 

Comme pour les couples Gd(OH)CO3 :Tb3+-DETA/P1 et Gd2O2S:Eu3+-DETA/ZnPc, la luminescence 

de la terre rare est affectée par la présence de la ZnPc en solution. δe coefficient d’extinction moléculaire 

de la phtalocyanine à Ȝ = 6β6 nm est alors de 8 103 mole-1.L.cm-1 .  Nous avons également enregistré la 

durée de vie du terbium en fonction de la concentration en ZnPc. Les résultats sont représentés dans les 

figures 101 (a) et (b).  

Nanoparticules τ1 (µs) τ2 (µs) 

Gd2O2S:Eu3+ 128 358 

Gd2O2S:Eu3+ / ZnPc 88,5 27 

Gd2O2S:Eu3+ (centrifugués) / ZnPc 89,1 282 

   Gd2O2S:Eu3+-DETA 132 375 

Gd2O2S:Eu3+-DETA / ZnPc 98,4 34 

Gd2O2S:Eu3+-DETA (centrifugés) / ZnPc 99,8 402 
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 (a) (b) 

Figure 101 : Influence de la concentration en ZnTPC sur τ1 et τ2 de l’europium à λem = 710 nm dans 

l’éthanol (λexc = 365 nm). 

 

δe tableau 18 rassemble les valeurs de durée de vie de l’europium dans les NPs Gd2O2S:Eu3+-DETA 

et Gd2O2S:Eu3+-DETA-TPC avec çà- TPC/nanoparticule ; 

 

Tableau 18 : Durées de vie de l’europium dans les NPs Gd2O2S:Eu3+-DETA et Gd2O2S:Eu3+-DETA-

TPC 

Condition τ1 (µs) τ2 (µs) 

Gd2O2S:Eu3+-DETA 132 408 

Gd2O2S:Eu3+-DETA-ZnTPC  18  378  

 

En résumé,  que  

- l’émission de Eu3+ diminue quand la concentration de la TPC augmente, 

- la durée de vie de Eu3+ diminue quand la concentration de la TPC augmente,  

- la durée de vie de Eu3+ diminue quand la TPC est greffée dans la nanoparticule. 

Ceci est en accord avec un transfert d'énergie de type non radiatif  FRET, comme pour le couple 

Gd2O2S:Eu3+-DETA/ZnPc. Le tableau 19 reprend les durées de l'Eu3+ obtenues pour différentes 

nanoparticules. 
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Tableau 19: durée de vie de Eu3+dans différentes nanoparticules 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

IV-3. Estimation de la part de transfert d’énergie radiatif 

IV-3-1. Cas du couple Gd(OH)CO3 :Tb3+ et porphyrine P1 

δa figure 10β représente les variations de l’inverse de l’intensité de fluorescence relative en fonction 

de la concentration en porphyrine. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 102 : Relation de type Stern-Volmer entre les nanoparticules Gd(OH)CO3 :Tb3+ et la P1. 

 

Cette courbe met en évidence une relation linéaire expérimentale de type Stern-Volmer conduisant à 

une constante de Stern-Volmer KSV de 4.106 mole-1.l. 

 

 

Nanoparticules τ1 

(µs) 

τ2 (µs) 

Gd2O2S:Eu3+ 13,2 358 

Gd2O2S:Eu3+ / TPC 83,8 236 

Gd2O2S:Eu3+ (centrifugées) / TPC 88,2 279 

   Gd2O2S:Eu3+-DETA 13,2 375 

Gd2O2S:Eu3+-DETA / TPC 99,8 320 

Gd2O2S:Eu3+-DETA (centrifugés) / TPC 91,3 378 
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IV-3-2. Cas du couple Gd2O2S:Eu3+-DETA et ZnPc  

IV-3-2-a. Evaluation des constantes de quenching 

δa figure 10γ représente les variations de l’inverse de l’intensité de fluorescence relative en fonction 

de la concentration en ZnPc. 

 

 

Figure 103 : Relation de type Stern-Volmer entre les nanoparticules Gd2O2S:Eu3+-DETA et la ZnPc. 

 

Cette courbe met en évidence une relation linéaire expérimentale de type Stern-Volmer conduisant à 

une constante de Stern-Volmer KSV de 3.1.106 mole-1.L. Il est également possible de représenter les 

variations de 1/τ en fonction de la concentration en ZnPc pour les deux durées de vie. δes deux figures 

104 (a) et (b) illustrent l’existence d’une droite de Stern-Volmer de type :  

1/τ = 1/τ0 + Ksv.(PS) ou τ0/τ = 1 + kq.τ0.(PS). 
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                                 (a)                                                                                         (b)        

Figure 104 : Variations de 1/τ1  et de 1/τ2 en fonction de la concentration en ZnPc 

Pour la durée de vie courte, nous obtenons KSV = 2,6.106 mole-1.L (durée de vie sans PS de 125 µs) et 

pour l’autre de KSV = 1,35.106 mole-1.L (durée de vie sans PS de 382 µs). 

 

IV-3-2-b.  Modèle 

δes valeurs calculées des constantes de vitesse des transferts à longue distance qui s’exprime par 

kq = 1/τD.(R0/R)6 où R0 est le rayon de Förster (β nm pour ce couple) et τD la durée de vie du donneur. Si 

on cherche le nombre de PS qui se trouvent à 2R0 de l’europium, on obtiendrait pour une concentration de 

10-7 mole.l-1 un nombre approximatif de PS de l’ordre de 10-5, soit pratiquement 0. Par ailleurs, la valeur 

de la constante de vitesse pour R = R0 serait de l’ordre de 8.10-3.s-1, valeur très faible pour permettre 

d’expliciter un transfert d’énergie par um mécanisme de type Foester (et en admettant que tous les atomes 

d’europium se situent sur la surface de la nanoparticule). 

Pour poursuivre sur l’approche quantitative, il est possible de pratiquer une intégration de la décroissance 

D(t) de l’émission de l’europium définie par : 

D(t) = A1.exp(-t/τ1) + A2.exp(-t/τ2) 

conduisant à l’intensité de luminescence intégrée définie par μ 

IL = ∫D(t).dt = A1.τ1 + A2.τ2 

δa figure 105 représente l’intensité de luminescence intégrée en fonction de la concentration en PS.  

 



182 

 

 

 

Figure 105 : Intensité de luminescence intégrée en fonction de la concentration en ZnPc.  

 

En associant des erreurs de mesures les unes aux autres, la précision du calcul s’en ressent 

notablement, mais, comme le montre la figure 13, une relation de type Stern-Volmer reste compatible 

avec les résultats expérimentaux. Dans les conditions expérimentales, KSV est alors de 3.6.106 mole-1.L, du 

même ordre de grandeur que les valeurs calculées soit par fluorescence en excitation continue, soit en 

excitation pulsée. On obtient entre excitation continue et pulsée la même valeur de KSV (à la précision des 

mesures prêt), ce qui pourrait laisser penser que les aspects de transfert radiatif ne sont pas prédominants. 

δes interactions entre terre rare et PS impose de considérer pour qu’un transfert d’énergie ait lieu, que la 

terre rare est située sur la surface de la nanoparticule.  

IV-3-3. Cas du couple Gd2O2S:Eu3+-DETA et ZnTPC 

δa variation de l’intensité de fluorescence mesurée à 6β6 nm est présentée Figure 106. Comme la 

ZnTPC absorbe et émet à cette longueur d'onde,  nous ne pouvons déterminer un KSV. 
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Figure 106 : Variation de l’intensité de fluorescence mesurée à 626 nm (PS absorbe et émet à cette 

longueur d’onde). 

 

On met ici en évidence une difficulté des mesures en excitation continue quand il y a recouvrement 

partiel entre émission de la terre rare et absorption/émission du photosensibilisateur. Ce constat induit une 

nécessaire modestie dans un débat quantitatif sur les valeurs de KSV. 

Plutôt que de calculer les valeurs de KSV pour chacune des durées de vie comme cela a été pratiqué 

précédemment, il a été possible de calculer l’intensité de fluorescence à partir des durées de vie et des 

coefficients pré-exponentiels (comme pour la figure 106). Les résultats dans une représentation de Stern-

Volmer sont présentés figure 107. Comme dans les cas précédents, on atteint une représentation 

compatible avec une droite de Stern-Volmer avec une valeur de KSV de 1.14.106 mole-1.L.  
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Figure 107 : Intensité de luminescence intégrée en fonction de la concentration en TPC. 

On retrouve donc, encore une fois une inhibition de la luminescence de la terre rare par le photo-

sensibilisateur. Dans les trois cas étudiés, les constantes de Stern-Volmer sont du même ordre de grandeur. 

 

Conclusion 

Si l’on peut affirmer que les molécules de photosensibilisateur, présentes au voisinage de la surface 

des nanoparticules sont responsables de l’inhibition de la luminescence de l'europium , les spectres de 

fluorescence des photosensibilisateurs n’illustrent cependant pas une possible émission de leur part. Il n’a 

pas été possible de mettre en évidence les émissions de la phtalocyanine ou de la chlorine en temps résolu. 

Ce résultat semble indiquer que le processus d’adsorption du PS sur les nanoparticules pourrait être 

associé à la formation de complexes entre PS, complexes non fluorescents. S’il en est effectivement ainsi, 

cette étude montre certains éléments positifs, plutôt non attendus : 

- Transfert d’énergie à longue distance entre la terre rare et le photosensibilisateur,  

- Transfert radiatif peu probable. 

Des éléments négatifs pour la PDT ont aussi été démontrés, en particulier l'absence de preuve d’une 

population d’un état excité du photosensibilisateur (phtalocyanine et chlorine) et, par suite, possibilité 

d’un transfert d’énergie pour la production recherchée d’oxygène singulet.  

Compte tenu du nombre moyen de molécules de photosensibilisateur greffées sur les nanoparticules, 

qui est de l’ordre de 1000, il est possible de calculer la distance moyenne entre deux molécules de PS, qui 

est de l’ordre de γ,β nm. Si ces molécules étaient espacées de manière sensiblement aléatoire, il serait 

possible de les considérer comme indépendantes les unes des autres et donc d’en attendre des émissions de 
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fluorescence. δ’absence d’émission met donc en cause ce principe et conduit à soutenir l’existence de 

complexes dans l’état fondamental ou dans l’état excité, et en tout état de cause, en des greffages qui ne 

sont pas produits de manière aléatoire car, s’il en avait été ainsi les fluorescences des PS auraient dû être 

observées. 

De plus, les expériences complémentaires s’appuyant sur des lavages des nanoparticules mises en 

interaction avec des photosensibilisateurs en solution montre que les molécules de PS restent « attachées » 

aux nanoparticules, ce qui renforce les possibilités de transfert d’énergie électronique entre la terre rare 

excitée électroniquement et les PS (par surconcentration locale), mais également, par création d’un 

couplage entre PS entre eux et d’une forme de supra-molécule, de processus d’inhibition de la 

fluorescence possible des PS comme cela avait déjà été démontré (Couleaud, 2011).  

En conclusion, ces travaux apportent des informations substantielles sur les interactions entre terres 

rares placées dans des nanoparticules de grande taille (supérieures à 50 nm de diamètre) et 

photosensibilisateurs greffés ou non sur lesdites nanoparticules. 
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 Conclusion générale et perspectives 
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Conclusion générale et perspectives 

 

δ’objectif  de ce travail était  l’élaboration d’un  nouveau type de nano-objets multifonctionnels pour 

améliorer l’efficacité de la PDT avec une nouvelle approche qui combine la radiothérapie et la PDT.   

Pour être efficace en tant qu’agent pour la PDT, les nanoparticules que nous développons sont 

composées d’un cœur scintillateur et d’une couche de polysiloxane dans laquelle des photosensibilisateurs 

sont greffés. 

Au cours de cette thèse, nous avons réussi à : 

 Synthétiser des photosensibilisateurs en optimisant le rendement de réaction grâce à l’utilisation 

des micro-ondes ; 

 Synthétiser des nanoparticules et les caractériser par diverses techniques physicochimiques (TEM, 

BET, DRX, potentiel zêta et IR) ; 

 Greffer le photosensibilisateur et le surfactant sur les nanoparticules ; 

 Effectuer la caractérisation photophysique des nanoparticules greffées. δe transfert d’énergie entre 

les nanoparticules et les photosensibilisateurs a été également étudié. 

Le développement du matériau a été consommateur de temps dans ce travail. Si le cœur de la 

nanoparticule a toujours été Gd2O2S:Eu3+
 divers essais ont été nécessaires pour l’obtention d’une couche 

en polysiloxane stable, pas trop épaisse et présentant un nombre d’amines suffisant pour coupler les 

photosensibilisateurs. Après de nombreux essais, notre choix s’est arrêté sur l’amine N-(3-

Triméthoxysilylpropyl)diéthylènetriamine (DETA). Les fonctions amines nous ont permis de greffer la 

ZnTPC et la ZnPc et un surfactant (PEG250) pour améliorer leur dispersion en milieu aqueux.   

La caractérisation photophysique des nanoparticules greffées était nécessaire et impérative pour 

montrer que les photosensibilisateurs conservent leurs propriétés de fluorescence et de production d’1O2 

une fois greffées sur les nanoparticules. Une étude du transfert d’énergie par spectroscopie en temps 

résolu, sous excitation par la lumière visible a été menée, pour mieux comprendre le transfert d’énergie 

entre le cœur et le PS, sous excitation lumineuse ou RX. Cette étude  n’a, malheureusement, pas permis de 

mettre en évidence un transfert.  

Ceci peut être dû à une forte diffusion des nanoparticules, qui ne permet d’exciter que les ions 

d’europium proches de la surface. Au vu de ce résultat négatif, des expériences supplémentaires d’étude 

de l’inhibition de l’émission de l’europium par les deux PS ont été réalisées en solution. δ'objectif de ces 

expériences était de démontrer que l’europium était capable de transmettre son énergie au 
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photosensibilisateur. Un transfert non radiatif a ainsi pu être mis en évidence, même si son efficacité reste 

faible. Bien entendu, ces conclusions ne s’appliquent qu’à des solutions  homogènes assez diluées et  sous 

excitation par la lumière UV-VIS, où la diffusion de la lumière par les nanoparticules est très importante 

et empêche une bonne absorption de la lumière par les nanoparticules. Ceci ne reflète pas exactement le 

comportement des nanoparticules et des PS sous excitation aux RX et en milieu biologique. Il est possible 

qu’un transfert plus important soit obtenu après excitation RX, connus pour leur forte pénétration de la 

lumière. Ceci justifie la poursuite des études in vitro sous irradiation RX, en cours de réalisation au 

CRAN.   

δ’existence d’un transfert non radiatif entre la nanoparticule et le PS, même si son efficacité reste 

faible, justifie la poursuite de l'étude avec en particulier, la modification de la taille des nanoparticules. Ce 

travail a uniquement porté sur des composés de type Gd2O2S dopés à l’Eu3+ d’une taille moyenne de 60 et 

80 nm. Il serait souhaitable de synthétiser des particules plus petites, avec comme objectif des tailles 

comprises entre 10 et 20 nm afin de diminuer le phénomène de diffusion, de permettre une meilleure 

stabilité des suspensions colloïdales, de diminuer la distance entre le cœur et les PS et donc d’obtenir un 

transfert plus efficace. D’autres dopants sont également à explorer. Une optimisation de la concentration 

en dopants et en PS devrait aussi permettre d’augmenter le rendement de transfert d’énergie  

δe ciblage des particules est bien entendu un des enjeux de cette technologie. δ’addition de motifs de 

reconnaissance (peptides, sucres…. .) est tout à fait envisageable. Il a déjà été envisagé de greffer le 

peptide DKPPR sur la fonction carboxylique du surfactant greffé. Ce peptide sert à cibler la neuropiline-

1(NRP-1), protéine membranaire des cellules épithéliales intervenant dans la néo-angiogenèse.  
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Résumé 

La Thérapie Photodynamique ou PDT est une méthode de traitement principalement anti-cancéreux. Elle 
est basée sur l’activation par la lumière de molécules photosensibles, appelés photosensibilisateurs, non 
toxiques à l’obscurité. Après excitation lumineuse et en présence d’oxygène, elles génèrent des espèces 
réactives de l’oxygène dont l’oxygène singulet, qui engendrent des réactions de photo-oxydation 
entraînant la mort cellulaire. Cette méthode est cliniquement appliquée en France et dans plusieurs pays 
du monde mais présente toutefois certaines limites comme la faible profondeur de pénétration de la 
lumière dans les tissus. Elle ne peut donc s’appliquer qu’aux tumeurs de surface telles que les kératoses 
actiniques et aux tumeurs de petite taille accessibles à la lumière.  

Pour traiter les tumeurs profondes par PDT, nous proposons une stratégie innovante basée sur l’utilisation 
de rayons X, très connus pour leur pouvoir pénétrant. Comme la plupart des photosensibilisateurs ne sont 
pas radiosensibles, ils ne peuvent être excités directement par les rayons X. Les récentes avancées en 
nanotechnologie nous ont amené à envisager une stratégie thérapeutique novatrice pouvant combiner les 
principes de la PDT et la radiothérapie via l’élaboration de scintillateurs nanoparticulaires excitables par 
rayons X. Le concept consiste à utiliser des nanoparticules contenant dans leur cœur un scintillateur 
qui, excité par des rayons X, peut émettre des photons, qui, à leur tour, sont réabsorbés par le 
photosensibilisateur lui-même conjugué à la nanoparticule. C’est dans ce contexte que nous avons 
développé des nanoparticules Gd2O2S : Eu3+, possédant dans leur cœur du gadolinium (agent permettant le 
rehaussement positif du signal IRε) dopé avec de l’europium ou du terbium  (pour une l’absorption des 
RX) et conjugués à des photosensibilisateurs (porphyrine, chlorine zinguée et phtalocyanine zinguée). 
D’autres nanoparticules TbO3, de plus petite taille, possédant dans leur cœur de l’oxyde de terbium, 
enrobé d’une couche de polysiloxane dans laquelle est incorporée de la porphyrine ont aussi été 
synthétisées et étudiées. Ces nanoparticules offrent à la fois une possibilité d’effet radiothérapie, d’effet 
PDT, tout en offrant la possibilité de visualiser les tumeurs par IRM. 

Nous avons mis au point un protocole de synthèse permettant d’obtenir la porphyrine avec de  bons 
rendements tout en limitant le temps de synthèse et les étapes de purification. Les synthèses et 
purifications des nanoparticules ont été optimisées. Les caractérisations physico-chimiques et 
photophysiques des nanoparticules ont été réalisées, en particulier leur capacité à produire de l’oxygène 
singulet. δ’efficacité du transfert d’énergie entre les nanoparticules et les photosensibilisateurs dans le but 
d’obtenir un effet PDT a été évaluée et des essais préliminaires sous excitation par rayons X ont été 
entrepris. 

 
      Mots clés : Thérapie photodynamique, radiothérapie, nanoparticules, Gd2O2S : Eu3+ (5%), rayons X, 
photosensibilisateurs.  
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Abstract 
 
PDT or photodynamic therapy is a method mainly used against cancer. PDT is based on the activation by 
light of photosensitive molecules, called photosensitizers, non-toxic in the dark. After excitation by light 
in the presence of oxygen, the photosensitizers generate reactive oxygen species including singlet oxygen, 
which lead to photo-oxidation reactions and cell death. This method is clinically applied in France and in 
several countries of the world but still has some limitations such as the low depth of light penetration in 
tissues. It therefore can be applied only to surface tumors such as actinic keratoses and small tumors 
accessible to laser light. 
To treat deep tumors by PDT, we propose an innovative strategy based on the use of X-rays known for 
their penetrating power. Since most photosensitizers are not radiosensitive, they cannot be excited by X-
rays. Recent advances in nanotechnology have led us to consider a novel therapeutic strategy that can 
combine both the principles of PDT and radiotherapy through the development of scintillator containing 
nanoparticles excitable by X-rays. The concept is to use the scintillator included in the nanoparticle’s core 
which, excited by X-rays, can emit photons, which, in turn, can be re-absorbed by the photosensitizer 
itself conjugated to the nanoparticles. It is in this context that we developed nanoparticles of Gd2O2S:Eu3+, 
with in their core gadolinium (which is a MRI positive enhancement agent) doped with europium or 
terbium (for RX absorption) and coupled with photosensitizers (porphyrin, zinc chlorin and zinc 
phthalocyanine). 

We have developed a synthesis protocol for obtaining the porphyrin in good yields while limiting the time 
of synthesis and purification steps. The syntheses and purifications of nanoparticles were optimized. The 
physicochemical and photophysical characterization of the nanoparticles were performed, in particular 
their ability to produce singlet oxygen. Other Tb2O3 nanoparticles of smaller size, coated with a 
polysiloxane layer coupled to porphyrin have also been synthesized and studied. These nanoparticles offer 
both an opportunity for radiotherapy effect of PDT effect, while providing the ability to be detected by 
MRI. The efficiency of energy transfer between the nanoparticles and the photosensitizers in order to 
obtain a PDT effects was assessed and preliminary tests under X-ray excitation were undertaken. 

       Keywords : Photodynamic therapy, radiation therapy, nanoparticles, Gd2O2S : Eu3+ (5%), X rays, 
photosensitizers.  
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