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Dans le domaine pharmaceutique, en complément des médicaments se trouvent les 

dispositifs médicaux (DM). Le nombre de DM commercialisés dans le monde est estimé à 

environ 20 millions de références réparties dans plus de 22 000 groupes différents [1]. Les 

DM implantables (DMI) représentent une part non négligeable des DM délivrés. En 2016 en 

France, on dénombre plus de 17 000 DM stériles à visée implantable sur le marché [2]. 

Le problème de biocompatibilité de ces dispositifs représente un challenge important 

à relever. Des solutions ont été envisagées et commercialisées, notamment avec la création de 

DMI pouvant délivrer des principes actifs ou ayant une activité au sens large (délivrance 

d’impulsions électriques, stimulateurs …) formant ainsi la classe des DMI actifs (DMIA). Le 

nombre de DMIA commercialisés en France est estimé à plus de 1000 toutes applications 

confondues [2]. Il existe une réelle innovation dans ce domaine avec une augmentation de la 

commercialisation de ces DMIA, 65 % d’entre eux ayant été mis sur le marché après 2010. 

Dans leur design, les chercheurs se tournent de plus en plus vers des technologies faisant 

appel à la science des polymères ou celles des nanoparticules. En effet, une modification de 

surface par l’un ou/et l’autre apporte des propriétés nouvelles à un objet, propriétés pouvant 

être exploitées pour améliorer, modifier ou moduler le comportement d’un DM vis-à-vis de 

son environnement biologique.  

Dans ce travail, nous nous focalisons sur le domaine cardiovasculaire dans lequel les 

DMI sont associés sur le long terme à un risque élevé d’effets indésirables graves avec une 

mise en jeu du pronostic vital du patient. Le monoxyde d’azote (NO), un gazotransmetteur 

physiologique, joue un rôle clé dans l’homéostasie vasculaire. Le développement de DMI le 

libérant selon un profil physiologique sur une longue période améliore leur tolérance. Malgré 

une preuve de concept validée par la littérature [3], le profil de libération de NO reste un 

point critique à améliorer. Pour atteindre un temps de libération adapté, un réservoir de 

principe actif d’une capacité suffisante est nécessaire. La solution peut être apportée par 
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l’utilisation de nanoparticules incorporées dans une matrice. En effet, celles-ci peuvent être 

fonctionnalisées avec des rendements importants [4], permettant une charge utile importante.  

Le but de cette thèse consiste à développer un matériau capable de libérer du NO. 

Pour cela, des films composés de différentes couches de polyélectrolytes alternativement 

cationiques et anioniques dans lesquels sont immobilisées des nanoparticules d’or (AuNP) 

seront construits et caractérisés. Les films ainsi créés devront répondre à terme à un cahier 

des charges strict : être le plus biocompatibles possible, être capables de libérer du NO avec 

un profil adapté et posséder une stabilité importante (pas de dissémination des AuNP in vivo). 

Ce manuscrit est organisé en trois chapitres. Le premier chapitre présente une revue 

de la littérature se focalisant sur l’association entre les nanotechnologies et les DM pour en 

améliorer leurs qualités intrinsèques, diminuer leurs effets secondaires et leur conférer de 

nouvelles propriétés. Cet aspect fait l’objet d’une revue générale qui sera soumise 

prochainement (article 1). 

Le second chapitre est consacré au contrôle analytique essentiel au développement de 

DMI nanostructurés par des AuNP. Dans un premier temps, nous avons optimisé une 

méthode pour quantifier l’or (à état ionique et nanoparticulaire) dans des milieux aqueux, la 

méthode est adaptée de celle décrite par Tournebize et al. [5]. Son optimisation ainsi que sa 

validation ont fait l’objet d’un article soumis dans Talanta (article 2). Dans un second temps, 

afin de considérer les AuNP comme une matière première pharmaceutique, nous avons 

développé une méthodologie capable de les caractériser en fonction de leur diamètre 

hydrodynamique, charge et composition. Cette méthode est basée sur l’électrophorèse 

capillaire de zone (ECZ) et est complémentaire aux méthodes de caractérisation classique des 

nanoparticules (spectrophotométrie UV-Vis., diffusion dynamique de la lumière couplée ou 

non à de l’électrophorèse…). Cette méthode a été publiée en 2016 dans Journal of 

Chromatography A (article 3, Pallotta A. et al., J. Chrom. A, 2016 (1461), 179-184). Enfin, 
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la fonctionnalisation d’une macromolécule par des S-nitrosothiols (RSNO) et notamment par 

le S-nitrosoglutathion a été étudiée comme modèle des AuNP. Dans cette partie, le transfert 

de NO par transnitrosation est montré comme une étape nécessaire à l’obtention de 

nanoparticules capables de libérer du NO. Ces travaux ont été publiés en 2016 dans Drug 

Delivery and Industrial Pharmacy (article 4, Luo et al., Drug Dev. Ind. Pharm., 2016 (16), 

1-13). 

Le troisième chapitre est consacré à la formation et à l’étude des films de 

polyélectrolytes nanostructurés par les AuNP. Leur stabilité et des preuves préliminaires de 

biocompatibilité ont été mises en évidence. Ces travaux ont été publiés en 2017 dans Particle 

and Particle Systems Characterization (article 5 : Pallotta et al., Part. Part. Syst. Charact., 

2017 (34), 1600184). Dans un deuxième temps, nous nous sommes employés à enrichir les 

films en AuNP. Ces films ont été étudiés et caractérisés grâce à différentes techniques : ECZ, 

microbalance à cristal de quartz (quartz crystal microbalance, QCM) … Les résultats font 

partie d’une publication en préparation et qui sera prochainement soumise (article 6). 

Ce mémoire se termine par une discussion et une conclusion générale résumant les 

faits marquant des travaux réalisés. Les points clés de ce travail peuvent être résumés en deux 

points : développement d’un contrôle des AuNP et la création d’une couverture innovante, 

facile à manipuler et extrêmement stable intégrant des AuNP. Enfin nous développerons les 

principales perspectives à court et long termes ainsi que les verrous qui devront être levés 

pour poursuivre le développement de la fonctionnalisation de surface. 
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1. Monoxyde d’azote et physiologie cardiovasculaire 

1.1. Pathologies cardio-vasculaires 

Selon l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), les maladies cardio-vasculaires 

représentent la première cause de mortalité dans le monde (Figure 1) [6]. En France, malgré 

quatre décennies de baisse de morbi-mortalité grâce à la prévention et aux progrès 

thérapeutiques, les maladies cardio-vasculaires restent à l’origine d’environ 140 000 morts 

par an. Elles sont aussi l’une des principales causes de morbidité avec 3.5 millions de 

personnes traitées en 2012. 

 

 

Figure 1 : Les 10 principales causes de décès dans le monde en 2015 selon l’OMS [6].  

 

Les pathologies les plus communes sont l’angor, l’infarctus du myocarde, 

l’insuffisance cardiaque, les thromboses veineuses et les accidents vasculaires cérébraux 

(AVC). Elles représentent un coût humain et financier non négligeable. Aux Etats-Unis, 
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l’Amercian Heart Association prévoit d’ici 2030 une augmentation de la prévalence des 

maladies cardio-vasculaires d’au moins 10 % [7]. Cette augmentation est liée à plusieurs 

facteurs comme l’allongement de la durée de vie, mais aussi l’augmentation des cas 

d’obésités concomitante à une élévation de la pression artérielle moyenne (+8 % dans les 10 

années à venir) ainsi qu’à l’apparition des cas de diabète (+100 % dans les 30 ans à venir) [8, 

9].   

Les facteurs de risques favorisant l’apparition de ces maladies sont bien connus. Il y a 

d’une part les facteurs acquis comme le sexe, l’âge, l’ethnie, les antécédents (personnels ou 

familiaux) et d’autre part les facteurs modulables (hypertension artérielle, 

hypercholestérolémie, alcoolisme, tabagisme …). Tous ces facteurs peuvent mener vers une 

dysfonction endothéliale et participent ainsi au développement de l’athérosclérose.  

L’athérosclérose est une maladie vasculaire chronique de la paroi artérielle conduisant 

à l’obstruction progressive des vaisseaux. Différents acteurs sont impliqués : cellules 

endothéliales, cellules spumeuses, métalloprotéines … dont les actions et implications sont de 

mieux en mieux décrites [10, 11]. Parmi tous ces différents paramètres, les cellules 

endothéliales jouent un rôle clé.  

 

1.2. Endothélium vasculaire 

La monocouche cellulaire qui constitue l’endothélium occupe une place primordiale à 

l’interface entre le sang et les tissus environnants (Figure 2). Il joue un rôle majeur dans le 

maintien de l’homéostasie vasculaire. 
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Figure 2 : Représentation schématique des différentes tuniques d’une artère de gros ou 
moyen calibre (selon la Fédération Française de Cardiologie) 

 

Les cellules endothéliales sont constamment exposées à des stimuli chimiques 

(hormones, neurotransmetteurs …) et mécaniques (contrainte de cisaillement). En réponse à 

ces stimuli, elles sécrètent des substances modulant la vasomotricité, l’angiogenèse, la 

perméabilité vasculaire, l’hémostase et l’inflammation. En condition physiologique, la 

libération de facteurs de relaxation des cellules musculaires lisses (via le monoxyde d’azote, 

NO) prédomine sur celle des facteurs de contraction. Cependant, un déséquilibre dans la 

synthèse de ces facteurs peut rapidement amener le vaisseau vers une vasoconstriction ou 

relaxation trop importante. 
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1.3. Le monoxyde d’azote 

Le NO est une espèce radicalaire, gazeuse et soluble possédant une très faible demi-

vie [12]. Il est produit en continu au niveau des cellules endothéliales par une enzyme, la 

nitric oxide synthase (NOS) à partir de la L-arginine. Cette enzyme est active de façon 

constitutive mais peut être stimulée par différents agonistes comme par exemple la thrombine 

[13], l’adénosine 5’-diphosphate (ADP) [14] ou les kinines [15]. Néanmoins, le principal 

stimulus de la production basale de NO semble être la contrainte de cisaillement exercée par 

le flux sanguin [16-18]. Hecker et al. ont observé une diminution du taux basal de NO 

lorsque des cellules endothéliales sont cultivées ex vivo sans contrainte mécanique [19]. 

Le monoxyde d’azote exerce de multiples effets au niveau vasculaire (Figure 3).  

 

 

Figure 3 : Représentation des différents effets du monoxyde d’azote sur les éléments du sang 
et sur la paroi vasculaire (selon [20]). NADPHox : NADPH oxydase, O2

•- : anion superoxyde. 
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Comme évoqué précédemment, NO intervient dans le maintien du tonus basal en 

relaxant les cellules musculaires lisses vasculaires [21]. Il possède, de plus, des propriétés 

anti-athérogéniques : il agit par exemple sur les plaquettes, non seulement en inhibant 

l’adhésion, l’activation, la sécrétion du contenu des granules et l’agrégation des plaquettes, 

mais également en facilitant leur désagrégation [22]. NO prévient aussi le chimiotactisme des 

monocytes [23], inhibe l’adhésion des leucocytes à l’endothélium [24] ainsi que la migration 

[25] et la prolifération [26] des cellules musculaires lisses. Ceci limite la prolifération 

néointimale survenant après un traumatisme vasculaire. Combiné à son effet stimulant sur la 

migration et la prolifération des cellules endothéliales [27], ceci suggère un rôle de NO dans 

la réparation des vaisseaux. Par ailleurs, ce radical, à concentration physiologique (de l’ordre 

du nanomolaire), présente des propriétés anti-inflammatoires, notamment en diminuant la 

perméabilité vasculaire [28], en inhibant la dégranulation des neutrophiles [29] et des 

mastocytes [30], ou encore en inhibant la production de cytokines immuno-modulatrices 

(interleukines IL-12 et IL-1) par les macrophages [31].  

Il existe 3 isoformes de NOS qui sont nommées en fonction de leur localisation ou de 

leur principale caractéristique : la NOS neuronale (nNOS), la NOS inductible (iNOS) et la 

NOS endothéliale (eNOS). La eNOS et la nNOS produisent de faibles quantités de NO (de 

l’ordre du nanomolaire) alors que la iNOS, elle, est généralement induite suite à une réaction 

allergique ou inflammatoire et produit de fortes quantités de NO (de l’ordre du 

micromolaire). La production massive de NO au niveau des macrophages permet la 

génération d’espèces réactives de l’oxygène et de l’azote (peroxynitrite) qui conduisent à la 

destruction de l’agent responsable de la réaction. 
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1.3.1. Implications physiopathologiques  

Les iNOS sont activées et produisent du NO de façons massive et continue. Ceci 

entraine la formation d’un grand nombre d’espèces réactives (de l’oxygène ou de l’azote) qui 

permettent la destruction des agents pathogènes. Un déséquilibre de ce système (NOS 

constitutives vs inductible) entraine donc des situations pathologiques variées (Figure 4).  

 

Figure 4 : Principales conséquences de la diminution ou de l’augmentation de la 
biodisponibilité de NO 

 

1.3.1.1. NO et système nerveux central 

Les NOS du cerveau sont principalement situées dans les neurones de la couche 

granuleuse du cerebellum et dans les bulbes olfactifs accessoires [32]. Il a été suggéré que 

NO pouvait intervenir également dans la plasticité synaptique et influencer certains 

phénomènes neurophysiologiques de mémorisation, comme la potentialisation ou la 

dépression à long terme [33].  

Par ailleurs, NO est un médiateur de la destruction neuronale lors de l’ischémie-

reperfusion. En effet, les modèles expérimentaux de neurotoxicité suggèrent une libération 

massive de glutamate après ischémie-reperfusion entraînant une stimulation intense des 
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récepteurs au N-méthyl-D-aspartate (NMDA), une augmentation du calcium intracellulaire et 

une libération prolongée de NO [34]. L’administration d’antagonistes des récepteurs NMDA 

ou d’inhibiteurs de NOS réduit la destruction neuronale observée dans ces modèles [35]. 

 

1.3.1.2. NO et système vasculaire 

L’endothélium vasculaire est la couche cellulaire qui compose la paroi interne des 

vaisseaux. Il agit de façon indépendante pour permettre une vasorelaxation constante des 

vaisseaux et ainsi assurer le flux sanguin. Il empêche aussi l’adhésion des plaquettes et des 

leucocytes. L’homéostasie vasculaire est assurée par différents acteurs, comme le NO, la 

prostaglandine I2, le thromboxane A2 … chacun ayant une action vasorelaxante ou 

constrictrice.  

Les effets vasculaires du NO sont la relaxation du muscle lisse, l’inhibition de 

l’adhésion et de l’agrégation des plaquettes [36, 37] et des leucocytes [24], l’inhibition de la 

génération d’endothéline (un facteur vasoconstricteur) [38] ainsi que l’inhibition de la 

prolifération des cellules musculaires lisses (CML) [39]. De plus, NO agit au niveau du rein 

et a une action sur l’homéostasie du volume sanguin intravasculaire et donc la pression 

sanguine [40].  

Les défauts de régulation des effets vasculaires de NO peuvent donc contribuer au 

développement de diverses pathologies : hypertension artérielle, dysfonction endothéliale 

induite par l’hypercholestérolémie et l’hypertension artérielle pulmonaire chronique. Il faut 

aussi préciser que les produits de glycosylation avancés [41] et les lipoprotéines oxydées 

[42], qui réduisent également la biodisponibilité de NO, contribuent donc à une 

vasorelaxation défectueuse, retrouvée notamment chez les patients présentant un diabète ou 

de l’athérosclérose. Enfin, une production massive de NO en réponse à des stimuli 
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inflammatoires (stimulation des iNOS des cellules endothéliales et CML par les 

lipopolysaccharides ou certaines cytokines) entraine une hypotension massive lors d’un choc 

septique [43]. 

 

1.4. Les maladies occlusives artérielles  

1.4.1. Définition 

Les maladies occlusives artérielles se définissent comme un blocage partiel ou total 

d'une artère causé par une accumulation de lipides dans la paroi vasculaire (aux niveaux des 

artères coronaires, des membres supérieurs et inférieurs ainsi que celles du cerveau…). Le 

blocage d'une artère entraînera une diminution de la circulation du sang vers les organes et les 

muscles en périphérie, diminuant ainsi l'apport en nutriments et en oxygène. 

Les principales conséquences sont la survenue d’infarctus ou bien d’AVC, mais il faut 

aussi mentionner les risques d’amputation (atteinte périphérique) ou d’infarctus 

mésentériques ou rénaux. Toutes ces pathologies sont d’urgence vitale en engagent dans 90 

% des cas la survie du patient. 

 

1.4.2. Survenue de l’ischémie 

L’ischémie, aussi appelée sténose vasculaire, est un phénomène multifactoriel se 

développant sur le long terme. Comme expliqué précédemment, le développement des 

plaques d’athérosclérose, favorisé par des facteurs précédemment cités, entraine une 

diminution de la lumière vasculaire et donc une perturbation du flux sanguin (Figure 5).  
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Figure 5 : Conséquence du développement d’une plaque d’athérome sur le flux sanguin 

 

Le risque principal engendré par la présence d’une telle plaque est sa rupture. En effet, 

en se rompant, la plaque d’athérome entraine la formation de caillots qui peuvent bloquer les 

vaisseaux (artères de plus petits calibres). La plupart du temps, ce blocage intervient au 

niveau des artères coronaires (infarctus) ou de la circulation cérébrale (AVC). Ils peuvent 

aussi venir se loger dans les artères pulmonaires (embolie pulmonaire), au niveau rénal 

(infarctus rénal) ou digestif (infarctus mésentérique).  

 

1.4.3. Traitements 

Parmi les solutions proposées pour traiter les maladies artérielles occlusives, on trouve 

en prévention primaire une prise en charge préventive des facteurs de risque (règles hygiéno-

diététiques), puis un traitement médicamenteux associés ou non à des traitements 

chirurgicaux dits invasifs ou mini-invasifs. 
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1.4.3.1. Prophylaxie et recommandations 

Selon la Haute Autorité de Santé, il est recommandé en prévention primaire 

d’appliquer des modifications du mode de vie, quel que soit le risque cardio-vasculaire du 

patient [44]. Une prise en charge diététique individualisée, associée à la pratique d’une 

activité physique régulière, permet de renforcer l’efficacité d’un éventuel traitement 

médicamenteux. Les conseils sur l’hygiène de vie sont d’autant plus importants que le risque 

cardio-vasculaire est élevé. Il est bien évidement indispensable d’arrêter de fumer ainsi que 

de limiter la consommation d’alcool. Dans le cas où une chirurgie est nécessaire, des séances 

de kinésithérapie de réadaptation à l’effort sont prescrites pour encadrer le patient dans sa 

reprise d’une activité physique. 

 

1.4.3.1. Traitements médicamenteux préventifs et complémentaires 

Lorsque les règles hygiéno-diététiques ne sont plus suffisantes ou après une chirurgie, 

un traitement médicamenteux est mis en place. Il a pour but de réguler les principaux 

phénomènes responsables de l’apparition des maladies cardiovasculaires.  

Parmi les spécialités médicales prescrites on retrouve l’aspirine ou les antiagrégants 

plaquettaires (clopidogrel, ticagrelor …). Inhiber l’agrégation des plaquettes permet de 

limiter la formation de caillots et donc le risque de développer un accident ischémique.  

Le deuxième facteur cible des traitements sont les hyperlipidémies. Réduire le taux de 

lipides circulant revient à diminuer l’accroissement de plaques d’athérome. Les statines sont 

la classe thérapeutique la plus utilisée (simvastatine, atorvastatine …). Ce sont des inhibiteurs 

de l’hydroxyméthylglutaryl-CoA réductase, une enzyme clé dans la synthèse du cholestérol 

endogène. 
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Enfin, l’hypertension artérielle étant un facteur de risque majeur de l’apparition des 

maladies cardiovasculaires, la mise en place d’un traitement régulateur de la tension artérielle 

est nécessaire. Pour cela plusieurs classes thérapeutiques sont disponibles, mais les 

recommandations préconisent l’utilisation d’inhibiteurs de l’enzyme de conversion (IEC) de 

l’angiotensine (énalapril, captopril …). Les IEC sont préférés aux autres antihypertenseurs 

grâce à leur action néphroprotectrice.  

Il est à noter que dans certains cas spécifiques (infarctus mésentériques) un traitement 

antibiotique (métronidazole + gentamicine) est mis en place pour éviter l’apparition d’une 

septicémie à la suite de l’opération. Il est aussi courant d’y associer une héparinothérapie à la 

place des traitements antiplaquettaires. 

 

1.4.3.2. Chirurgie invasive 

Lorsque plusieurs artères (notamment coronaires) sont touchées par des problèmes 

d’athérosclérose, il devient nécessaire d’effectuer un geste chirurgical appelé « pontage ». 

Le principe est de dériver le sang provenant de l’aorte ou d’une de ses branches pour 

contourner la partie sténosée d’une artère coronaire (Figure 6). Pour créer cette dérivation, on 

utilise un pontage (ou greffon), qui peut être : 

- Une artère ou une veine du patient (autogreffe), quasiment toujours utilisées. 

- Un tube prothétique en dacron (fibres textiles de polyester), actuellement en cours 

d’études pré-cliniques. 
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Figure 6 : Exemple de pontage coronarien. 

 

Selon le nombre de sténoses, un ou plusieurs pontages peuvent être effectués, on parle 

alors de double, triple, quadruple voire même quintuple pontage.  

Il existe deux types principaux de pontage : 

- A l’aide des artères mammaires internes : moins de risques de thrombose mais 

opération plus compliquée et longueur limitée. 

- A l’aide des veines saphènes : prélèvement facile (face interne de la jambe), mais 

non utilisable en cas de varices ou fibrose et taux de thromboses plus important. 

 

1.4.3.3. Chirurgie mini-invasive 

Si la sténose est trop importante pour être traitée seulement par des médicaments et 

qu’elle ne touche qu’une ou deux artères simultanément, le traitement par angioplastie 

percutanée est mis en place. 
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Ce traitement est réalisé par les cardiologues ou les chirurgiens vasculaires, sous 

anesthésie locale et consiste à dilater la partie sténosée de l’artère coronaire. On introduit au 

niveau d’une artère du bras (radiale) un cathéter sur le bout duquel est placé un ballonnet. Ce 

dernier est remonté jusqu’au rétrécissement de la coronaire grâce à un contrôle radiologique 

(coronarographie), puis dilaté. Ceci va écraser la plaque d’athérome et reformer le vaisseau. 

Le cathéter avec le ballonnet est ensuite retiré. L’angioplastie est actuellement très souvent 

associée à la mise en place d’une endoprothèse ou stent. C’est une sorte de petit ressort 

entourant le ballonnet et restant en place à l’intérieur du vaisseau quand on dilate le ballonnet. 

Cette technique  

(Figure 7) améliore le résultat initial et diminue le risque de resténose (reformation de la 

sténose). 

 

 

Figure 7 : Etape d'une angioplastie avec pose de stent. 

 

Les stents nus 

Les premiers modèles implantés chez l’Homme étaient initialement constitués d’acier 

ou de Nitinol®, un alliage nickel/titane, le titane pur présentant une trop faible résistance 
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mécanique. Le Nitinol® se comporte à la fois comme un matériau à mémoire de forme et un 

alliage super-élastique. Cette dernière caractéristique lui permet d’avoir une excellente 

résistance à la fatigue ainsi qu’une grand déformabilité, ce qui en fait le matériau de choix 

pour la fabrication de stents auto-expansibles [45]. Cependant, il est relativement peu efficace 

sur des lésions très calcifiées (donc très rigides).  

L’acier 316LM, lui, comprend des taux de Chrome, Nickel et Molybdène plus élevé 

qu’un acier normal. Ce métal possède des qualités remarquables en termes de résistance 

mécanique et de biocompatibilité. Cependant, ses propriétés ferromagnétiques le rendent 

incompatible avec l’imagerie par résonnance magnétique (IRM). De plus, sa capacité 

élastique étant limitée, l’acier 316LM n’est plus le matériau de choix pour la fabrication de 

stents. 

Enfin, on trouve actuellement des stents en alliages Cobalt/Chrome. Ces alliages sont 

largement utilisés dans le domaine biomédical. Concernant les performances mécaniques et 

élastiques, ils sont supérieurs aux aciers. Ces stents ont une densité supérieure à l’acier, ce qui 

les rend radio-opaques. De plus, étant amagnétiques, ils n’interfèrent pas avec les acquisitions 

en IRM. 

Depuis quelques années, l’amélioration des techniques de fabrication des stents 

(rugosité diminuée, découpe laser plus précise …) ont permis d’améliorer la biocompatibilité 

de ces derniers sans distinction de l’alliage utilisé. 

 

Les stents actifs 

Aussi qualifiés de « stent à élution de médicaments », les premiers stents actifs étaient 

recouverts d’un polymère libérant de l’héparine [46]. 
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Aujourd’hui, on implante ces stents actifs dans 70 % des cas [47]. Ils sont dans la 

grande majorité des cas recouverts d’une matrice polymérique biodégradable (acide 

poly(lactique) [48], acide poly(vynilique) [49], phosphorylcholine [50]…) ou non (polyvinyle 

pyrolidone [51], polyéthylène téréphtalate (PET) [52]…) capable de libérer des principes 

actifs. Récemment, le stent ADSORB (AbbottVascular, Santa Clara, CA, USA) a vu le jour. 

Il est constitué d’un support non métallique en polymère résorbable (acides poly(L-lactique) 

et poly(D,L-lactique)) permettant l’élution dans le temps de médicaments et aboutit à sa 

dégradation [53]. Cependant, le corps médical reste encore divisé sur la nécessité ou non 

d’avoir un support rigide à long terme pour favoriser la cicatrisation du vaisseau.  

Parmi les principes actifs libérés, la majorité sont des drogues anti-tumorales agissant 

à différents niveaux du cycle cellulaire. On peut citer : le paclitaxel, le sirolimus, tacrolimus 

(et autres macrolides du genre « -limus ») ou la cytochalasine D. 

Malgré ces évolutions, le coût des stents à libération de molécules thérapeutiques 

semble élevé par rapport aux services rendus au patient [54]. L’incidence des thromboses 

tardives, ou resténoses, induites par les dispositifs actuels, à l’origine d’une morbi-mortalité 

importante, rentre également dans le débat sur la légitimité de leur utilisation. La fréquence 

d’apparition de resténose est supérieure à celle constatée pour les stents nus. On estime entre 

0,6 et 1,8 % son incidence et tous les stents actifs ne semblent pas égaux face à cette 

complication [55-58]. 

 

1.5. NO et resténose 

La resténose est définie comme la perte d’au moins 50 % du diamètre de la lumière 

artérielle par rapport au diamètre artériel post-pose du stent [59]. Contrairement à la 

thrombose qui est un phénomène de survenue brutale, la resténose est un phénomène 



Chapitre 1 

31 

d’apparition plus progressive. Elle débute dès l’agression mécanique de la paroi artérielle et 

se prolonge pendant plusieurs semaines [60]. Le diagnostic est posé suite à une exploration 

par angiographie. Il s’agit d’un phénomène multifactoriel (Figure 8) dont les principales 

étapes sont décrites ci-dessous par ordre chronologique [61, 62] : 

 

 

Figure 8 : Schématisation des différentes étapes conduisant à la resténose. 

 

- A court terme :  

o Dommages au niveau de l’endothélium : inévitablement lié à l’acte chirurgical 

et garant de sa bonne qualité. Mais celui-ci entraine une détérioration des trois 

couches du vaisseau (intima, media et adventice). 

o Formation d’un thrombus :  

 En raison des dommages occasionnés sur l’endothélium, des protéines 

plasmatiques (dont le facteur von Willebrand et le fibrinogène) 

adhèrent sur la media. De plus, le sous-endothélium est directement 

mis en contact avec le sang exposant différentes protéines (dont la 

fibronectine et la laminine) provoquant activation, adhésion et 

agrégation plaquettaire.  
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 En parallèle l’endothélium endommagé, les plaquettes et le stent 

recrutent et activent les polynucléaires neutrophiles, monocytes et 

macrophages. 

 Le thrombus apparait rapidement après la pose d’un stent et il va agir 

comme une matrice qui sécrète des facteurs visant à recruter les CML 

issues de la media, entrainant ainsi la formation d’une hyperplasie 

néointimale. 

- A moyen et long termes 

o Activation des CML en réponse aux facteurs de croissance et cytokines 

produits par les plaquettes, les cellules endothéliales, les 

monocytes/macrophages ainsi que par les polynucléaires neutrophiles. 

o Formation néo-intimale : en parallèle d’une migration et d’une prolifération 

incontrôlée, les CML recrutées vont, à leur tour, synthétiser une matrice et du 

collagène. 

o Remodelage : la formation néo-intimale croît pendant les trois premiers mois 

suivants la pose du stent puis elle se stabilise et une réduction de cette 

structure est observée après 6 mois. 

o Résolution de l’inflammation : elle est retrouvée à toutes les étapes du 

processus en raison du traumatisme causé et de la présence d’un corps 

étranger. Il en résulte la mise en place d’une fibrose cicatricielle au niveau de 

la media et de l’adventice. 

Dans cette pathologie, l’utilisation de principes actifs en administration systémique a 

conduit à des échecs en raison de l’insuffisance de ciblage de la zone lésée et l’induction 

d’effets secondaires [63]. Comme mentionné précédemment, les premières endoprothèses 

vasculaires développées étaient constituées d’alliages à base de titane ou d’acier inoxydable. 
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Des stents capables de libérer des principes actifs ont été développés dans le but de limiter la 

prolifération des CML. Cependant, ils sont sans effet, à long terme, sur la diminution du 

nombre de décès ou des infarctus du myocarde d’après la Haute Autorité de Santé [47]. En 

effet, ils sont associés à un risque augmenté de thrombose tardive notamment lorsque le 

traitement antiagrégant plaquettaire est arrêté. Cette complication serait en relation avec une 

cicatrisation incomplète ou retardée de la paroi artérielle et également avec une réaction 

d’hypersensibilité induite par le(s) polymère(s) (copolymères d’acide lactique et glycolique, 

poly-ε-caprolactone et polyéthylène glycol) [64]. Partant de ce constat, un cahier des charges 

du principe actif le plus adapté a été établi et ses propriétés sont les suivantes [61] : 

- Lipophilie de la molécule avec une bonne rétention tissulaire. 

- Elution « douce » mais prolongée à partir du stent.  

- Propriétés spécifiques de ce principe actif évitant les risques de thrombose et de 

resténose : 

o Effet antiprolifératif vis-à-vis des CML (sans induction de la mort cellulaire). 

o Effet de recrutement des cellules endothéliales afin de reformer l’endothélium. 

o Effet anti-inflammatoire. 

o Effet antiagrégant plaquettaire. 

Ainsi le NO, possède des propriétés similaires, qui, à la concentration de l’ordre du 

nanomolaire, concordent avec le cahier des charges défini. Des donneurs de NO, les RSNO, 

dont certains naturellement présents dans l’organisme, ont déjà été utilisés sur des stents [3, 

65, 66]. Dans ces études, l’incorporation du RSNO a été réalisée dans un système 

monolithique : la matrice de polymère contenant le principe actif étant solidifiée autour du 

dispositif. Un maximum de 28 j de libération a été obtenu [65]. Des propriétés anti-

thrombogéniques ainsi que de non adhésion/non activation plaquettaires ont aussi été mises 

en évidence [3, 65, 66].  
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Ceci prouve l’intérêt des RSNO dans cette indication même si la période couverte par 

la libération de NO reste toutefois insuffisante pour favoriser la ré-endothélialisation de la 

zone lésée (> 6 semaines) et limiter le risque de resténose [3, 67]. Cela signifie qu’il faut une 

formulation adaptée à un réservoir de RSNO capable d’être libéré sur de plus longues 

périodes.  

Pour réussir ce défi, deux points cruciaux ont été mis en évidence : 

1) L’obtention d’un profil de libération adapté à la pathologie : contrôlé en termes de 

concentrations (i.e. nanomolaire) et de durée d’au moins 6 semaines. Pour cela, des 

films multicouches de polyélectrolytes dit « layer-by-layer » (LbL) seront développés. 

2) La nécessité d’avoir un réservoir de donneurs de NO suffisant pour couvrir les 

besoins de la libération : ceci sera achevé par une nanostructuration des films via 

l’utilisation de nanoparticules d’or pouvant être fonctionnalisées facilement par des 

principes actifs avec un rendement de greffage important comme l’ont prouvé des 

travaux précédents dans l’équipe [4]. Les différents donneurs de NO seront comparés 

dans le chapitre 2. 

 

2. Nanostructuration de surface 

2.1. Dispositifs médicaux et législation 

Les DM sont définis par la Directive Européenne ; directive 93/42/CEE [68] comme 

étant « tout instrument, appareil, équipement, logiciel, matière ou autre article, utilisé seul ou 

en association, y compris le logiciel destiné par le fabriquant à être utilisé spécifiquement à 

des fins diagnostique et /ou thérapeutique, et nécessaire au bon fonctionnement de celui-ci. 

Le dispositif médical est destiné par le fabriquant à être utilisé chez l’Homme à des fins de :  
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- Diagnostic, prévention contrôle, traitement ou atténuation d’une maladie, 

- Diagnostic, contrôle, traitement d’atténuation ou de compensation d’une blessure ou 

d’un handicap, 

- D’étude ou de remplacement ou modification de l’anatomie ou d’un processus 

physiologique, 

- Maîtrise de la conception, 

- Et dont l’action principale voulue dans ou sur le corps humain n’est pas obtenue par 

des moyens pharmacologiques ou immunologiques ni par métabolisme, mais dont la 

fonction peut être assistée par de tels moyens. » [68, 69].  

Ils sont classés en quatre catégories selon leur niveau de risque potentiel pour la 

santé :  

- Classe I (risque le plus faible) : lunettes, véhicules pour personnes handicapées… 

- Classe IIa (risque potentiel modéré) : lentilles de contact, appareils d’échographie… 

- Classe IIb (risque potentiel élevé) : préservatifs, produits désinfectants… 

- Classe III (risque élevé) : prothèses mammaires, endoprothèses vasculaires ou stents, 

prothèses de hanche… 

 

2.2. Fonctionnalisation de surface 

La fonctionnalisation de surface est un domaine promettant un large champ 

d’applications. Les matériaux dont la surface a été modifiée sont utilisés dans beaucoup de 

domaines : électronique, énergie, industrie textile,… En ce qui concerne le domaine 

biomédical, ils sont utilisés comme biocapteurs, réservoirs de principes actifs ainsi que sur 

des dispositifs médicaux [70], implantables ou non. Il existe différents moyens pour 

introduire des modifications en surface. Par exemple, la fabrication de films multicouches, 
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décrite par Decher [71], consiste en un dépôt alternatif de polyélectrolytes de charges 

opposées à la surface d’un matériau. Cette adsorption successive de polycations/polyanions 

sur un matériau entraine l’apparition d’une nouvelle surface, possédant une charge 

(théoriquement correspondante au dernier polyélectrolyte déposé) due à une surcompensation 

des charges de surface. (Figure 9). Ce changement confère de nouvelles propriétés à la 

surface traitée [70]. Les matériaux les plus utilisés pour la construction des films 

multicouches sont principalement des polymères synthétiques cationiques ou anioniques. 

 

 
Figure 9 : Schématisation de la méthode de fabrication d'un film multicouche (selon [71]). 

 

Un des avantages des films LbL est le large choix de matériaux sur lesquels peuvent 

être déposés ces films (verre, céramique, polymères, métaux, …). Un deuxième avantage 

repose sur la possibilité de piéger au sein des couches de polymères des principes actifs (PA) 

[72] qui pourront être libérés de manière contrôlée et prolongée dans le temps soit par 

diffusion du principe actif hors de la matrice soit par destruction du film (Figure 10). Ainsi, 

une libération contrôlée sur cinq semaines a été obtenue à partir de films multicouches 

piégeant des molécules modèles (kétoprofène et cytochalasine D) [73]. Cependant, la couche 

la plus externe composée de polymères cationiques peut présenter un inconvénient non 
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négligeable car peu biocompatible en raison d’une éventuelle interaction électrostatique entre 

les charges positives du polymère et les membranes cellulaires majoritairement négatives 

[74]. 

 

 

Figure 10 : Schéma de la libération d'un principe actif piégé dans un film multicouche. (selon 
[72]). Les points noirs représentent ici des molécules de PA libérées 

 

L’article suivant propose une revue de la littérature concernant les DM intégrant des 

nanotechnologies. Le but est de mettre en évidence l’intérêt croissant de ces dernières pour le 

développement de nouvelles solutions. Nous nous sommes uniquement focalisés sur les 

nanotechnologies immobilisées (surfaces nanostructurées, nanoparticules immobilisées, 

surfaces nanoporeuses …) et n’avons pas pris en considération l’utilisation des 

nanoparticules colloïdales comme principe actif car elles font déjà l’objet de nombreuses 

revues dans la littérature [75-80].  
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2.3. Article 1 : Are nanotechnologies the future of medical devices 
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Ainsi qu’il a été précédemment décrit, de plus en plus de nanoparticules sont intégrées 

dans des DM dans le but d’obtenir des surfaces nanostructurées. Les nanoparticules sont 

utilisées directement comme principe actif (nanoparticules d’argent et propriétés 

antibactériennes [81]) ou pour améliorer la biocompatibilité des DM (nanoparticules de titane 

[82] ou d’hydroxyapatite [83]). Dans ces travaux de recherche, nous nous sommes focalisés 

sur les AuNP qui serviront de réservoir de principe actif. La facilité de fonctionnalisation des 

AuNP avec des rendements importants [4] en font des candidats médicament de premier 

choix pour le développement de nouveaux DM. 

 

2.4. Nanoparticules d’or 

L’or (élément Au, numéro atomique Z = 79) fait partie du groupe 11 de la 

classification périodique des éléments. Sa couleur, son aspect brillant, son caractère 

inaltérable et inoxydable, (d’où le qualificatif de métal noble) ont fait de l’or un métal source 

de fascination et convoitise au cours des siècles. Au cours des âges, il a été utilisé 

principalement comme monnaie d’échange, pour la fabrication de bijoux et la réalisation 

d’œuvres d’art. 

De nos jours, sans prendre en compte la valeur spéculative de ce métal, l’or est 

principalement utilisé dans la microélectronique (fabrication de connecteurs) mais aussi dans 

le domaine de la santé. Sa première application a été dans la fabrication de prothèses en 

odontologie, mais il aussi été utilisé sous forme de complexe organométallique dans le 

traitement des polyarthrites rhumatoïdes sous forme de comprimés (Ridauran®, retiré du 

marché en 2009) ou injectable (Miocrisin®, retiré du marché en 2012). Aujourd’hui, la 

recherche se tourne vers la fabrication et l’utilisation de l’or sous forme nanoparticulaire pour 

leurs propriétés physiques, optiques, chimiques et leur capacité de modification (taille, 
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charge, chimie de surface …) [5, 75, 84-87]. Les AuNP trouvent leurs applications dans de 

nombreux domaines. En physique, la capacité des AuNP à absorber l’énergie provenant de 

sources lumineuses ou radioactives (Rayons X) puis à restituer cette énergie sous forme de 

chaleur et de la transmettre au milieu dans lequel elles se trouvent, permet la création de 

nano-émetteurs thermiques. Cette propriété peut donner lieu à des applications, notamment 

dans le domaine de la biologie. Toujours en physique, les propriétés de résonnance 

plasmonique de l’or (oscillation collective et en phase des électrons de surface d’une NP) 

permettraient, lors de l’excitation par une onde électromagnétique, de transmettre des 

informations de proche en proche aux autres particules disposées sur une surface. Dans ce 

cas, les AuNP joueraient le rôle de nano-émetteurs électromagnétiques, ce qui aboutirait à la 

formation de nouveaux types d’ordinateurs capables de transmettre des informations à très 

grande vitesse.  

En biologie, les applications potentielles des AuNP reposent principalement sur trois 

points : leur capacité à être fonctionnalisées, leur biocompatibilité et leur faible toxicité, la 

présence de la bande plasmon (pour certaines NP). Les AuNP sont principalement utilisées 

pour le diagnostic et l’imagerie notamment dans le domaine de la cancérologie. Une des 

techniques de détection des cellules cancéreuses consiste à greffer des AuNP avec des 

anticorps spécifiques aux marqueurs de ces cellules [88]. Si l’injection de ces AuNP est en 

plus couplée à de la radiothérapie, comme indiqué précédemment, l’énergie incidente est 

retransmise rapidement dans l’environnement sous forme de chaleur. Cette élévation locale 

de température permet une destruction quasi spécifique des cellules ayant interagi avec les 

AuNP. Les particules se comportent donc comme des outils non plus de diagnostic, mais de 

théranostique [89]. Enfin, les AuNP peuvent aussi être utilisées comme agent de vectorisation 

et fonctionnalisées avec des principes actifs avec des rendements élevés conférant une charge 

utile importante de la particule en principe actif [90]. Ces AuNP sont capables de délivrer des 
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molécules actives dans une zone d’intérêt (tumeur, infection profonde, ADN …). L’adressage 

spécifique d’un médicament permet de diminuer les doses nécessaires à son action et ainsi de 

diminuer les effets secondaires potentiels.  

Toutes ces propriétés font des AuNP d’excellentes candidates pour le développement 

de thérapies innovantes. A l’heure actuelle, l’utilisation d’AuNP comme agents 

thérapeutiques a entrainé la mise en place de six essais cliniques aux champs d’applications 

variés : athérosclérose [91], diabète, hypertension pulmonaire, cancer… (Tableau 1).  
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Tableau 1 : Essais cliniques utilisant des AuNP (à partir de clinicaltrials.gov) 

Nom de l’étude 
Titre officiel 

Identifiant ClinicalTrials.gov : 
Type d’AuNP Pathologie Statut But 

NANOM PCI 
Plasmonic Photothermal and Stem 
Cell Therapy of Atherosclerosis 
Versus Stenting 
NCT01436123 AuNP à cœur fer-silice  Athérosclérose 

Arrêtée 

Améliorer le pronostic de patients atteints de plaques 
d’athéromes. Injection intra plaque d’AuNP 
combinée à de la thérapie photodynamique + pose de 
stent. 

NANOM-FIM 
Plasmonic Nanophotothermal 
Therapy of Atherosclerosis 
NCT01270139 

Terminée 

Améliorer le pronostic de patients atteints de plaques 
d’athéromes. Injection intra plaque d’AuNP 
combinée à de la thérapie photodynamique vs pose de 
stent. 

EE-ASI-1 
Enhanced Epidermal Antigen 
Specific Immunotherapy Trial -1 
NCT02837094 

AuNP Diabète  
(type 1) Recrutement 

Phase 1 : évaluer la toxicité AuNP injectées par voie 
sous cutanée (hypersensibilité, suivi sanguin et 
lymphatique …).  

NU-0129 
Treating Patients With Recurrent 
Glioblastoma or Gliosarcoma 
Undergoing Surgery 
NCT03020017 

AuNP fonctionnalisées par 
des acides nucléiques 
sphériques 

Glioblastome / 
Gliosarcome Recrutement 

Phase 0 : évaluation des effets secondaires, 
biodistribution dans les tumeurs, concentration 
sanguine … 
Cible : BCL2 

SNOOPY2 
Exhaled Breath Olfactory Signature 
of Pulmonary Arterial Hypertension 
NCT02782026 

AuNP fonctionnalisées par 
des ligands organiques 

Hypertension 
artérielle 
pulmonaire 

Recrutement 
Conception d’un nez électronique (E-nose) capable 
de détecter les composés volatiles exhalés lors de 
l’hypertension artérielle pulmonaire. 

Diagnosis of Gastric Lesions With 
Na-nose 
NCT01420588 

AuNP fonctionnalisées par 
des ligands organiques 
Nanotubes de carbone 

Ulcères / gastrite Recrutement 
Conception d’un nez électronique (Na-nose) capable 
de détecter les composés volatiles exhalés lors de 
lésions gastriques 
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3. Objectif du travail de doctorat  

Le projet vise à obtenir une libération prolongée de NO à une concentration de l’ordre 

du nanomolaire à partir d’un stent. Différents points sont à analyser pour mener à bien ce 

projet : le type de donneur de NO, le moyen de constituer un réservoir du principe actif et 

d’obtenir un profil de libération prolongée dans le temps ainsi que la création d’un 

revêtement stable qui n’entraine pas de dissémination d’AuNP in vivo. 

Concernant le type de donneur de NO, comme mentionné précédemment, le radical 

doit être apporté par une pro-drogue. Il en existe différentes classes : 

 Les nitrates organiques, dont certaines molécules sont commercialisées tels 

que la trinitrine (ou nitroglycérine) ou le dinitrate d’isosorbide, libèrent NO 

après des réactions enzymatiques impliquant une déplétion des réserves redox 

intracellulaires. 

 Les diazeniumdiolates (ou NONOates) qui ont la capacité de se décomposer 

en NO sans subir de biotransformation mais qui ont l’inconvénient d’épuiser à 

terme le stock de thiols endogènes. 

 Les RSNO qui sont, pour certains, des composés endogènes  

(S-nitrosoglutathion, S-nitrosocystéine, S-nitrosoalbumine, …) et qui sont 

caractérisés par une faible demi-vie (45 min [92]). Ils peuvent se décomposer 

pour libérer NO grâce à l’action d’enzymes (par exemple la thiorédoxine) ou 

par l’action de thiols de faible masse moléculaire ou de cations divalents 

(Cu2+) (limitant ainsi le risque de déplétion des réserves redox des cellules). 

Les RSNO seront les pro-drogues choisies dans le présent travail. 

Dans ce projet, en raison des propriétés intéressantes des AuNP exposées 

précédemment, et comme elles ont fait l’objet de nombreux travaux au sein de l’EA 3452 
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CITHEFOR [4, 5, 84, 93], elles seront fonctionnalisées en surface par une grande quantité de 

RSNO afin de constituer un réservoir suffisant de principe actif.  

Afin d’obtenir une libération prolongée de principe actif à partir de ces AuNP 

(caractérisées par une charge de surface négative), celles-ci seront piégées entre des couches 

de polyélectrolytes au sein d’un film multicouche (Figure 11). Cette approche a déjà fait ses 

preuves dans la littérature pour charger de grandes quantités de principes actifs ainsi que pour 

les libérer à une concentration choisie sur une période prolongée dans le temps.  

 

 

Figure 11 : Schéma représentatif de la composition de films LbL nanostructurés par des 
AuNP fonctionnalisées par des RSNO. 

 

Ici, la diffusion d’espèces dénitrosantes (cations divalents, …) à travers les différentes 

couches entrainera la libération de NO par clivage de la liaison soufre-azote des RSNO. 

Enfin, afin d’éviter le relargage des AuNP dans la circulation sanguine, réduisant d’autant le 

réservoir en NO et pouvant entrainer des effets non désirés, des polyélectrolytes 

biocompatibles mais non biodégradables seront choisis.  

De ce fait, ce projet propose une approche originale constituée par des dépôts 

multicouches de polymères successivement chargés négativement et positivement permettant 
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une libération prolongée, par diffusion passive de NO à partir d’un réservoir (AuNP 

fonctionnalisées). 

Le prochain chapitre fera l’objet du développement des méthodes et techniques 

essentielles au bon développement des AuNP ainsi qu’à leur contrôle. 
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Avec le développement de nouveaux dispositifs médicaux nanostructurés, le statut 

même des nanoparticules est en train de changer. Doivent-elles être considérées comme des 

matières premières pharmaceutiques ? Si c’est le cas, des moyens analytiques permettant leur 

contrôle qualité, l’évaluation de leur stabilité ainsi que de leur profil de dégradation sont 

nécessaires. En ce qui concerne les AuNP, il n’en existe pas, à l’heure actuelle, de qualité 

pharmaceutique. Les bulletins analytiques des AuNP commerciales ne donnent pas 

d’informations précises quant à leur pureté, dispersité de population ou stabilité. 

Dans ce chapitre, nous proposons deux méthodologies complémentaires permettant de 

contrôler la qualité d’AuNP synthétisées. La première consiste à doser l’or est capable de 

dissocier la part ionique (impureté provenant de la synthèse, ou de leur dégradation par 

dissolution) de la part nanoparticulaire (calcul de la teneur). Elle sera, par la suite appliquée 

pour évaluer l’absence de dissémination ou la potentielle biodistribution des AuNP après 

implantation du DM in vivo. La deuxième méthode repose sur l’utilisation de l’électrophorèse 

capillaire de zone (ECZ). Elle permettra de déterminer les teneurs et les profils d’impuretés 

de chaque lot synthétisé ainsi que d’effectuer un suivi de leur stabilité.  

 

1. Dosage d’or  

1.1. Introduction 

Comme mentionné précédemment, l’utilisation d’AuNP pour des applications 

biomédicales est de plus en plus plébiscitée dans la littérature. Leur synthèse aisée, leur 

capacité à être fonctionnalisées ainsi que leurs applications multiples en font des candidats de 

choix. Cependant, malgré la relative absence de toxicité de l’or massique, il n’y a, 

actuellement, pas de consensus sur celle de l’or nanoparticulaire notamment dans les 

applications in vivo (cf. article 1). Même si les AuNP utilisées au cours de ce travail seront 
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immobilisées au sein de films multicouches (décris dans le chapitre 3), ils ne doivent pas 

libérer d’AuNP après leur implantation intravasculaire. La méthode de dosage de l’or 

développée au laboratoire [93] est simple à mettre en place, sans appareillage sophistiqué et 

repose sur la formation d’une paire d’ion entre un sel d’or (AuCl4
-) et la Rhodamine B. Son 

principal point faible se trouve dans sa limite de détection (90,0 µM) beaucoup trop élevée 

par rapport aux concentrations d’or attendues dans les tissus ou les cellules (de l’ordre de 1,0 

µM [94, 95]). Il a donc été nécessaire d’optimiser la méthode pour atteindre l’objectif de 

quantification.  

Les améliorations se sont principalement axées sur la miniaturisation de la méthode, 

l’utilisation d’une chaine de chromatographie liquide haute performance (HPLC) ainsi que 

sur l’optimisation des paramètres expérimentaux (longueur d’onde de détection, chauffage, 

agitation, extraction …). Après optimisation de la méthode, celle-ci a été validée selon les 

critères classiques ICH et FDA [96, 97] pour le dosage de l’or sous sa forme ionique et/ou 

nanoparticulaire (Article 2, soumis dans Talanta). L’optimisation a permis de contrôler la 

qualité de la synthèse des AuNP via la quantification de l’or restant sous forme ionique après 

synthèse (rendement de réaction). L’absence de relargage de nanoparticules à partir d’un film 

de polyélectrolytes sous un flux aqueux dynamique est également prouvée. Des pistes seront 

aussi envisagées pour étudier la biodistribution d’AuNP in vivo. 

 

1.2. Article 2 : High sensitive ion-pairing chromatography with visible 

detection to easily quantify gold nanoparticles in aqueous media 

 

 

 



Chapitre 2 

84 

 

 

Graphical abstract 

 

 

 



Chapitre 2 

85 



Chapitre 2 

86 



Chapitre 2 

87 



Chapitre 2 

88 



Chapitre 2 

89 



Chapitre 2 

90 



Chapitre 2 

91 



Chapitre 2 

92 



Chapitre 2 

93 



Chapitre 2 

94 



Chapitre 2 

95 



Chapitre 2 

96 



Chapitre 2 

97 



Chapitre 2 

98 



Chapitre 2 

99 



Chapitre 2 

100 

 

 

 



Chapitre 2 

101 

 

  



Chapitre 2 

102 

1.3. Conclusion 

Le travail réalisé dans l’article nous a permis d’optimiser et de valider, selon des 

critères internationaux [96, 97], une méthode de dosage d’or précédemment initiée au 

laboratoire [93]. La validation a été effectuée en milieu modèle, prérequis obligatoire au 

dosage dans des matrices complexes telles que des milieux biologiques, cellulaires ou 

tissulaires en ajoutant une étape supplémentaire de prétraitement des échantillons (digestion 

et lyse des cellules et/ou tissus). Les résultats préliminaires obtenus après traitement des 

échantillons et application de la méthode décrite précédemment, sur cellules (lignée cellulaire 

U87 issues d’un glioblastomes et fournie par le laboratoire CRAN UMR 7039 (Centre de 

Recherche Automatique de Nancy)) et sur tissus (foies de rats Wistar) montrent cependant la 

présence d’un effet de matrice important (Figure 12). L’effet de matrice se caractérise par une 

réponse différente de l’analyte en fonction du milieu où la mesure est effectuée. Il est évalué 

par le rapport signal sur bruit (S/B) et est directement dépendant du milieu où est effectuée la 

mesure. En milieu aqueux, une concentration de 5 µM d’or amène un S/B égal à 400. La 

même concentration d’or mise en présence de cellules ou de tissus entraine une diminution du 

S/B à 53 et 30 respectivement, soit une diminution de plus de 86 % du rapport S/B pour une 

matrice composée uniquement de cellules et de 92 % lorsqu’il s’agit de tissu.  
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Figure 12 : Evolution du signal correspondant à 5 µM d’or (barres jaunes) ou 0 µM (barres 
bleues) en fonction des différentes matrices selon la méthode décrite précédemment. Avant 

quantification de l’or contenu dans 107 cellules ou 10 mg de tissus humides selon la méthode 
décrite dans l’article 2, une étape de digestion (HCl 6 M, 60 °C, 30 min) a été appliquée.  

 

La première estimation des limites de détection de cette méthode dans les cellules et 

les tissus est respectivement de 0,5 µM et 1,7 µM. Ces valeurs, bien supérieures aux limites 

validées en milieu aqueux (0,1 µM), restent cependant dans les concentrations classiquement 

retrouvées dans la littérature lorsque des AuNP colloïdales sont utilisées comme vecteurs de 

médicaments [94, 95]. La prochaine étape est donc de valider la méthode dans les différents 

milieux biologiques d’intérêt selon les référentiels précédents.  

Enfin, des études préliminaires de biodistribution d’AuNP ont été réalisées chez la 

souris en collaboration avec l’Institut Lumière Matière, UMR 5306 de Grenoble. 100 µL 

d’AuNP couplées à l’acide lipoïques (AuNP@LA, diamètre hydrodynamique de 9 ± 1 nm et 

potentiel zêta -36 ± 6 mV) ont été injectés chez trois souris par voie intraveineuse. Pendant 

l’injection et immédiatement après, aucune réaction inflammatoire locale ou générale n’a été 
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mise en évidence. Après la mise à mort, différents organes ont été prélevés (foie, poumons, 

rate). La présence d’or sous forme de sel (AuCl4
-) ou de nanoparticules a ensuite été étudiée 

grâce à la technique du laser induced breakdown spectroscopy (LIBS). Le LIBS consiste à 

balayer la surface d’un échantillon avec un laser d’intensité modérée pour générer un plasma 

lumineux à sa surface. La lumière émise par le plasma est ensuite analysée pour en 

déterminer la composition chimique. Il s’agit d’une méthode très sensible car l’or est 

généralement absent des milieux biologiques (limite de détection de l’ordre du µg d’or par g 

de tissus). L’analyse des différents organes prélevés n’a révélé aucune accumulation d’or (sel 

ou nanoparticules) à 3, 6 et 24 h après l’injection (valeurs inférieures aux limites de 

détection). L’hypothèse avancée est que ces AuNP sont rapidement éliminées par le rein ou le 

foie. Ceci est probable compte tenu des travaux précédents de l’équipe qui ont montré leur 

inertie vis-à-vis de protéines (absence d’adsorption) de cellules immunitaires (absence 

d’initiation d’une réaction immunitaire) grâce à leur couronne d’acide lipoïque. L’hypothèse, 

sera confirmée par l’utilisation d’une cage métabolique et l’analyse des urines et des fèces. 

Cependant, l’absence d’accumulation in vivo de ces AuNP est une première preuve 

importante de la biocompatibilité des AuNP utilisées. Il faudra également s’assurer que ces 

résultats ne sont pas fonction de la couronne (AuNP@LA-GSH). 

 

2. Contrôle qualité des AuNP 

La méthode développée précédemment est spécifique de l’or, mais n’indique en rien 

la qualité des AuNP utilisées (indice de polydispersité, taille, charge, fonctionnalisation…). 

Peu d’études s’intéressent à la mise en place d’un contrôle qualité (CQ) rigoureux des 

nanoparticules lors de leur synthèse [98] et aucune quant à celle des AuNP. De plus, les 

méthodologies classiquement utilisées dans la caractérisation des nanoparticules 
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(spectrophotométrie UV-Vis., diffusion dynamique de la lumière (dynamic light scattering, 

DLS), microscopie électronique à transmission (MET), microscopie électronique à balayage 

(MEB) …) ne montrent qu’une estimation globale de la population et ne prennent pas en 

compte la présence ou non de substances apparentées (intermédiaires de synthèse ou produits 

de dégradation). Enfin, la grande variabilité de greffage possible à la surface des AuNP rend 

leur caractérisation compliquée.  

Les nanoparticules utilisées comme matière première pharmaceutique ne sont 

habituellement pas analysées en termes de stabilité à court ou long terme. Dans l’article 

suivant (Article 3 paru dans Journal of Chromatography A) nous proposons une méthode 

d’analyse et de caractérisation basée sur l’ECZ. 

 

2.1. L’électrophorèse capillaire de zone 

L’ECZ constitue le mode de séparation le plus simple à mettre en œuvre et le plus 

utilisé parmi les techniques d’électrophorèse capillaire. La séparation des espèces est réalisée 

dans un capillaire rempli par un tampon de pH et de force ionique constants. Les différentes 

espèces injectées migrent à des vitesses différentes selon leur charge apparente et leur rayon 

hydrodynamique. Dans la littérature, seules quelques études se sont concentrées sur la 

séparation de nanoparticules en fonction de leur taille et de leur charge de surface [99, 100].  

La vitesse de migration ou vitesse apparente (µAPP) est constituée de la somme 

algébrique de la vitesse électrophorétique (µEP) et de la vitesse du flux électroosmotique 

(µFEO). Le flux électroosmotique (FEO) est dépendant de l’état de charge surface du capillaire 

(Figure 13). Au pH de travail (7,4), un capillaire en silice non recouverte est chargé 

négativement par la présence de groupement silanoate à sa surface. Cette charge de surface 

va permettre de faire bouger les cations contenus dans le tampon de migration. Ces cations 
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forment une couche attirée vers la cathode et entrainent la formation du FEO par un 

phénomène d’électro-osmose. 

 

Figure 13 : Schématisation du flux électroosmotique.  

 

Plus la surface du capillaire est chargée, plus le FEO qui en découle sera important 

(sans prendre en compte le sens de déplacement). 

La vitesse (ou mobilité) électrophorétique est directement liée à un composé donné 

(rapport taille sur charge). La mobilité apparente de chaque espèce peut être calculée selon 

l’équation 1:  

µ𝑎𝑝𝑝 =  µ𝑒𝑝 +  µ𝐹𝐸𝑂 =  
𝐿 ×𝑙

𝑇𝑚 ×𝑉
        (1) 

avec : µapp, µep et µFEO les mobilités apparente, électrophorétique et le flux électro-

osmotique respectivement (cm².V-1.s-1), L et l les longueurs totales et effectives du capillaire 

(cm), Tm le temps de migration de l’espèce considérée (s) et V le voltage appliqué (V). 

Ainsi, les espèces cationiques seront accélérées et a contrario les espèces anioniques 

seront freinées. Les espèces neutres, quant à elles, ne seront ni attirées par l’anode ni par la 

cathode et migreront donc à la même vitesse que le FEO Selon le même principe, deux 
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populations différentes (tailles et/ou charges) d’AuNP auront donc un temps de migration 

différent (Figure 14). 

 

Figure 14 : Principe de séparation d’espèces chargées et neutres en ECZ. 

 

Cette méthode séparative, nous a permis d’analyser différents lots d’AuNP et de 

confronter les résultats à ceux obtenus par les méthodes classiques. Le point principal mis en 

avant est la complémentarité des résultats obtenus par les différentes méthodes qui s’intègrent 

dans la mise en place d’un CQ des AuNP qui serait potentiellement applicable à d’autres 

types de NP.  

 

2.2. Article 3 : Characterization and stability of gold nanoparticles 

depending on their surface chemistry : Contribution of capillary 

zone electrophoresis to a quality control. 
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2.2.1. Conclusion 

Dans l’article 3, la complémentarité entre les méthodes classiquement utilisées 

pour l’étude des nanoparticules et l’électrophorèse capillaire de zone a été démontrée. 

Avant le développement du contrôle en ECZ, la stabilité des lots était évaluée par un 

contrôle de la bande plasmon de résonnance, une mesure du diamètre 

hydrodynamique et du potentiel zéta. Lorsqu’une valeur sortait des spécifications (i.e. 

514 ± 1 nm, 6 ± 1 nm et -36 ± 4 mV pour les AuNP stabilisées par des ions citrate), le 

lot était considéré comme non conforme. Avec les méthodes classiques, la stabilité 

des AuNP était évaluée à environ 40 jours. L’ECZ a mis en évidence qu’un lot 

présentant une bande plasmon spécifique dans l’intervalle défini pouvait présenter des 

non-conformités en termes de dispersité de population ou de charge de surface. A titre 

d’exemple, au bout de 20 jours, 61 % des lots synthétisés était déclarés conformes par 

les méthodes classiques et seulement 28 % par l’ECZ (sur 18 lots indépendants). Ces 

résultats ont eu pour principale conséquence d’améliorer l’appréciation de la stabilité 

des lots grâce à la méthode développée. 

 

3. Fonctionnalisation et nitrosation des AuNP  

3.1. Introduction 

La fonctionnalisation des nanoparticules peut être envisagée selon deux principales 

stratégies : directe ou indirecte (Figure 15). 
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Figure 15 : Les deux voies de fonctionnalisation principale d’une nanoparticule.  
▲ : principe actif d’intérêt. ● : bras d’ancrage. 

 

La première stratégie consiste à fonctionnaliser directement la particule avec le 

principe actif d’intérêt (▲). La fonctionnalisation directe est simple car elle ne requiert 

qu’une seule étape. La principale limite de cette méthode peut être l’incompatibilité entre le 

groupement fonctionnel du principe actif et la méthode de couplage. Dans notre cas, la 

fonctionnalisation directe par du S-nitrosoglutathion (GSNO) (Figure 16) entrainerait le 

clivage de la liaison S-NO [101] et donc une perte de la fonction d’intérêt. La 

fonctionnalisation directe par du glutathion (GSH) suivie de sa nitrosation n’est également 

pas envisageable [4]. 
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Figure 16 : Fonctionnalisation directe d’une AuNP par une molécule de GSNO. 

 

La solution repose sur la fonctionnalisation indirecte. Elle nécessite une étape de 

greffage supplémentaire au cours de laquelle un bras d’ancrage (un spacer, ●) est greffé à la 

surface de la nanoparticule avant d’y ajouter le principe actif d’intérêt. Le spacer utilisé dans 

notre protocole est l’acide lipoïque (LA) dont la fonction acide carboxylique pourra être 

couplée pour former une liaison amide avec le GSH (Figure 17) [5]. Ceci a déjà été réalisé au 

laboratoire lors de travaux précédents et a montré la possibilité de greffer 7500 ± 2500 

molécules de GSH par AuNP avec une fonction -SH préservée (AuNP@LA-GSH) [4]. 
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Figure 17 : Fonctionnalisation indirecte d’une AuNP par du GSH via un greffage à l’acide 
lipoïque. 

 

Cependant, la fonctionnalisation des AuNP@LA-GSH par NO, selon le protocole 

classiquement utilisé au laboratoire, nécessite des conditions incompatibles avec les 

particules (1 h à 4 °C dans HCl 0,5 M). En effet, la modification de pH, de force ionique, 

ainsi que la dilution des AuNP entraine systématiquement leur précipitation. Il n’est donc pas 

possible de nitroser directement des AuNP fonctionnalisées par GSH.  

Pour pallier à ce problème, le phénomène de transnitrosation a été étudié. La 

transnitrosation est une réaction chimique spécifique entre un thiol (R-SH) et un RSNO qui 

consiste en l’échange d’un groupement NO d’un donneur vers un receveur (Figure 18). 

 

Figure 18 : Réaction de transnitrosation entre une (1) cystéine ester et une (2) S-

nitrosocystéine ester, et (3) l’intermédiaire réactionnel selon [102]. 
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Pour mimer le transfert d’un groupement NO d’un RSNO vers une AuNP@LA-GSH, 

l’albumine sérique de bœuf a été utilisée. L’albumine est une protéine majoritairement 

présente dans la circulation sanguine (40 g/L). Son diamètre hydrodynamique (7 nm) proche 

de celui des AuNP synthétisées et son groupement thiol disponible (résidu cystéine 34) en 

font un modèle simple pour étudier les phénomènes de transitrosation entre un RSNO et une 

NP. Les conditions de transnitrosation sont celles du plasma (pH, force ionique et 

température physiologiques) ce qui est parfaitement toléré par les AuNP [84], Enfin, les 

différences de masse molaire entre un RSNO de faible masse molaire (le donneur de NO) et 

l’albumine (l’entité receveuse) sont intéressantes pour permettre leur séparation et la 

purification de l’albumine nitrosée en fin de réaction. Ces éléments sont explorés dans 

l’article suivant. Le taux de nitrosation de l’albumine sera évalué en fonction de l’espèce 

utilisée pour la nitrosation. Trois familles différentes seront testées : le nitrite de sodium en 

milieu acide comme substance de référence, trois RSNO (GSNO, S-nitrosocystéine et  

S,S-dinitrosobucillamine) et enfin du diéthylamine NONOate (donneur de nitrate organiques). 

 

3.2. Article 4 : Albumin as a carrier for NO delivery preparation 

physicochemical characterization and interaction with gold 

nanoparticles  
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3.3. Conclusion 

Le modèle d’albumine utilisé comme accepteur de NO valide l’hypothèse qu’une 

transnitrosation entre un RSNO en solution et une particule colloïdale est possible. 

L’obtention d’AuNP pouvant libérer du NO et d’un réservoir conséquent est donc 

envisageable en ayant recours à cette technique.  

 

 

 

Nous avons développé des méthodes permettant une évaluation stricte des AuNP 

(synthèse, caractérisation, stabilité), leur fonctionnalisation ainsi que leur nitrosation. La 

prochaine étape comprend leur inclusion dans des films multicouches afin de former la 

couverture de DM recherché. Le chapitre suivant décrit l’immobilisation des AuNP modèles 

au sein de films multicouches de polyélectrolytes.  
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Dans la littérature, les films nanostructurés sont, la plupart du temps, constitués par 

deux partenaires : un polyélectrolyte et des nanoparticules de charge opposée [103]. Dans 

notre étude, un système à trois partenaires est étudié, constitué par un polycation, des AuNP 

et un polyanion. En effet, alors que les AuNP sont chargées négativement, l’ajout d’un 

polyanion pourrait sembler superflu ; cependant, ce dernier peut contribuer à l’inertie des 

films créés. Il est possible que les AuNP ne recouvrent pas complètement le polycation, ce 

qui serait à l’origine d’interactions électrostatiques voire de réactions (dont des réactions 

redox) avec différentes protéines. De plus, les AuNP (colloïdales ou immobilisées) présentent 

une réactivité importante vis-à-vis d’une grande majorité des molécules biologiques (en 

raison, par exemple, de la présence de fonctions thiols). Ceci pourrait être défavorable à la 

bonne tolérance d’un DM recouvert et conduire à d’éventuels effets secondaires comme une 

initiation de la coagulation. De plus, l’ajout du polyanion favorisera le confinement des 

AuNP au sein de films multicouches de polyélectrolytes stables et non biodégradables et 

permettrait ainsi d’annuler ou de réduire leur réactivité. Ce système tripartite a été développé, 

d’une part, pour diminuer la réactivité des AuNP et empêcher leur dissémination et d’autre 

part pour améliorer la biocompatibilité du film créé. Ce montage constitue une approche 

originale par rapport à la littérature. 

 

Pour étudier et évaluer la construction de tels films, des « prototypes » sont utilisés. 

Ces films multicouches, composés de couches de polyélectrolytes alternativement cationiques 

et anioniques entre lesquelles sont enchâssées des AuNP modèles (AuNP non 

fonctionnalisées), ont été déposés sur plusieurs types de supports.  

Le premier support, constitué d’une lamelle de verre, permettra d’évaluer la faisabilité 

de la méthode et de caractériser les films dans des conditions statiques. Ce système offre 

l’avantage d’un montage simple (méthode de trempage [104]) et permet de réaliser 
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rapidement la caractérisation du film. Un modèle de contraintes de cisaillement, sur des 

lames de verre, mimant les forces présentes dans les vaisseaux sanguins a aussi été utilisé 

pour vérifier la résistance des films face à flux. Le deuxième modèle fait intervenir l’ECZ. 

Les films seront déposés sur la paroi interne d’un capillaire en verre. Ceci mène à la 

formation de films soumis à des flux et mime donc plus précisément les différents 

mécanismes influant sur leur stabilité. Le dernier fait appel à la microbalance à cristal de 

quartz (QCM) qui permet de visualiser en temps réel le dépôt des différentes couches ainsi 

que les quantités (notamment d’AuNP) déposées. 

 

1. Biocompatibilité des films  

1.1. Introduction 

Les polymères retenus dans un premier temps pour la construction des films sont le 

chlorhydrate de polyallylamine (PAH) comme polymère cationique et l’acide polyacrylique 

(PAA) comme polymère anionique (Figure 19).  

 

 

Figure 19 : Formules chimiques (A) du polyacrylate de sodium (PAA) et (B) du chlorhydrate 
de polyallylamine (PAH) 
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Ce choix est motivé par l’utilisation de polymères simples (une seule charge par 

monomère, pas de chaine alkyl longue), classiquement utilisés dans la construction de LbL et 

aussi parce que l’utilisation humaine du PAA et du PAH ont déjà été validées par la FDA 

[105, 106]. Les nanoparticules sont des AuNP stabilisées par des ions citrate utilisées comme 

modèles préliminaires à l’obtention d’AuNP fonctionnalisées par des RSNO. Ces AuNP sont 

très réactives, ce qui les rend « défavorables » à une application biologique en cas de 

mauvaise inclusion au sein du film.  

Dans un premier temps, après formation des films, ceux-ci ont été caractérisés grâce à 

différentes méthodes telles que la spectrophotométrie UV-Vis., la MEB et MET, l’ECZ et la 

microscopie à force atomique (AFM) … L’ECZ permet de suivre la formation des films 

multicouches. Comme décrit dans le chapitre 2, le FEO est dépendant de la charge de surface 

du capillaire. Le dépôt des différentes couches des films entraine une modification de cette 

charge et donc du FEO. Une molécule neutre ne présentant aucune charge, sa mobilité 

électrophorétique sera nulle et son temps de migration dépendra uniquement de l’état de 

charge de surface du capillaire. L’injection d’une molécule neutre est donc un moyen 

d’évaluer l’état de surface d’un capillaire notamment dans le cadre du dépôt de films 

polymériques (Figure 20).  
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Figure 20 : Evolution du FEO dans un capillaire nu (A) puis lors de l’ajout du polymère 
cationique (B), des AuNP (C) et du polymère anionique (D).  

 

Au pH de travail (7,4), un capillaire nu est chargé négativement par la présence de 

groupement silanoate à sa surface. Cette charge de surface va permettre aux cations contenus 

dans le tampon de migration de se déplacer vers la cathode et ainsi créer le FEO (Figure 20 

A). Après le dépôt de la première couche de polymère (cationique), la surface devient 
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cationique et le flux inversé se dirige donc vers l’anode (Figure 20 B). L’ajout d’une couche 

nanoparticulaire chargée négativement permet à nouveau de renverser le flux vers la cathode. 

Cependant, si toutes les charges positives n’ont pas été compensées, il sera moins important 

que la valeur initiale du flux (Figure 20 C). Enfin, l’ajout d’une dernière couche 

polyanionique permet de retrouver un flux normalisé par l’apport d’un grand nombre de 

charges négatives (Figure 20 D). La mesure des valeurs de mobilité du FEO en fonction de la 

couche déposée permettent d’évaluer la construction du film ainsi que sa charge de surface 

globale.  

Enfin, leur inertie a été évaluée. La charge de surface influe sur la réactivité et la 

biocompatibilité d’un objet. Pour trouver le meilleur candidat, des films dont la dernière 

couche variait (polycation ou AuNP ou polyanion) ont été fabriqués. Ils ont ensuite été placés 

en présence de diverses molécules biologiques (protéines, antioxydants …), puis de cellules 

(monocytes) pour être finalement mis en contact de sang total. Tous ces résultats ont fait 

l’objet d’un article paru dans Particle & Particle Systems Characterization (Article 5).  

 

1.2. Article 5 : Blood compatibility of multilayered polyelectrolyte 

films containing immobilized gold nanoparticles 

Graphical abstract: 
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1.3. Conclusion 

Nos films ont montré la capacité à piéger des AuNP en grande quantité et possèdent 

aussi une bonne biocompatibilité. Ils ont également démontré une très bonne stabilité dans 

différentes conditions (à sec ou en solution, à 4 °C ou 37 °C, en milieu acide ou basique …)  

Les films ont été déposés à la surface des stents (en alliage Nickel-Titane, NiTinol®, 

achetés auprès de Nimesys) selon la méthode de trempage décrite dans l’article 5. Vingt 

cycles ont été réalisés sur chaque stent. Le dosage de l’or déposé ainsi que des observations 

en AFM et MEB (Figure 21) ont été réalisés.  

 

 

Figure 21 : Observations réalisées en MEB et AFM d’un stent nu et puis d’un stent recouvert 
de 20 cycles de polymères et AuNP. 

 

Le dosage d’or montre un nombre d’AuNP égal à 2,3 ± 1,1 × 1011 NP/cm²/cycle (n = 

3). Ce nombre est cohérent avec le résultat déterminé sur les films composés de 3 cycles et 

déposés sur les lamelles (moyenne à 6,3 ± 2,3 × 1011 NP/cm²/cycle). La méthode utilisée pour 

le dépôt des films est donc reproductible et répétable sur différentes surfaces.  
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L’épaisseur des films déposés sur stent est de 296 ± 49 nm pour une rugosité de 65 ± 

21 nm (n = 3). Ces mesures, issues des observations en AFM, ont été réalisées à sec dans le 

cas des stents ce qui explique la faible différence d’épaisseur avec les films déposés sur des 

lames. Les observations sur ces derniers avaient été réalisées dans du PBS ce qui peut induire 

un gonflement du film sous l’effet de l’écrantage des charges entre les polyélectrolytes par les 

ions en solution. Dans notre étude, les quantités très importantes d’AuNP incorporées dans 

les films ainsi que la possibilité pour chaque particule d’être fonctionnalisée avec de forts 

rendements, permettront de constituer par la suite le réservoir délivrant NO. Les observations 

réalisées en MEB montrent un dépôt des films en forme d’îlots (Figure 21). Ce phénomène 

peut être expliqué par un nombre de cycles insuffisant déposé à la surface du stent. Il est 

probablement nécessaire d’augmenter le nombre de cycles pour aboutir à un revêtement 

homogène, plus adapté à une implantation in vivo. 

 

2. Optimisation de la capacité du réservoir 

Les résultats précédents démontrent bien la preuve de concept de la fabrication de 

telles décorations de surfaces pour des DM. Maintenant, en prenant en compte les données 

préliminaires sur la fonctionnalisation des AuNP (7500 molécules de GSH par AuNP) ainsi 

que le nombre d’AuNP immobilisées dans les films à chaque cycle (1012) ; le nombre de 

cycles nécessaire pour atteindre la taille de réservoir visée serait d’environ 1500. Un tel 

nombre successif de cycles n’est pas envisageable et une optimisation du taux de chargement 

en AuNP doit être effectuée. Pour cela, la littérature montre que les conditions de formation 

du film sont des paramètres à optimiser. Dans notre étude, le PAH a été comparé à deux 

autres polycations aux propriétés différentes (constante d’ionisation (pKa), hydrophilie, 

nombre de charges par monomère …) lors de la construction des films. Puis, deux tampons 
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différents ont été étudiés : le PBS (référence) et une solution de Tris (même pH et 

concentration). Enfin, des surcharges d’AuNP ont été réalisées sur des films composés de 3 

cycles, pour optimiser leur chargement. Les modèles précédemment cités (lamelle de verre, 

capillaire de l’ECZ, cristal de la QCM) ont été utilisés pour étudier la construction des 

différents films. Le principe de la QCM repose sur l’utilisation de matériaux piézoélectriques 

(i.e. le quartz). Lorsque celui-ci est soumis à un courant électrique, il vibre à une fréquence 

déterminée par sa taille et son épaisseur (Figure 22 A). Si la surface du cristal est modifiée 

(i.e. dépôt d’une couche de polymère), la fréquence de vibration est modifiée (Figure 22 B). 

 

 

Figure 22 : Schéma de fonctionnement d’une QCM (A) avant modification de la surface du 
cristal et (B) après dépôt d’une couche polymérique. 

 

En mesurant la différence des fréquences du cristal, on peut déterminer l’épaisseur 

ainsi que la masse de la couche déposée. Ce principe est classiquement utilisé pour visualiser 
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le dépôt des différentes couches des films. La quantité d’AuNP immobilisées au sein de 

chaque film a également été quantifiée grâce à la méthode HPLC-visible décrite dans l’article 

2. Les résultats font l’objet d’une publication qui sera prochainement soumise (Article 6). 

 

2.1. Article 6 : Some keys to enrich layer-by-layer films with 

nanoparticles 
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2.2. Conclusion 

Si la nature du polymère cationique utilisé influe grandement sur la stabilité des films, 

l’utilisation d’un tampon de dissolution sans ions phosphate permet d’obtenir un chargement 

en AuNP plus important. Nous avons montré que ces anions divalents déstabilisaient le film. 

En prenant en compte toutes les optimisations (tampon tris + surcharge), nous pourrions 

réduire le nombre de couches nécessaires à environ 350 (contre 1500 au départ) soit une 

diminution de plus de 4 fois. Si le dépôt reste relativement important, la construction devient 

envisageable et compatible avec une automatisation ainsi qu’une fabrication en série. 
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Durant ce travail de doctorat, nous avons développé des films multicouches formés de 

polyélectrolytes et capables d’immobiliser des AuNP. Ces films ont montré une inertie 

intéressante vis-à-vis des protéines et de diverses molécules physiologiques. Leur capacité à 

intégrer des AuNP est importante et a encore pu être améliorée par changement du milieu de 

dissolution des polymères (près de 1012 AuNP/cm²/cycle). L’objectif du projet est d’obtenir 

un réservoir capable de libérer un principe actif (NO) de manière contrôlée dans le temps. Les 

trois points principaux développés au cours du doctorat ont été : le développement de 

méthodologies dédiées au contrôle des AuNP pour pouvoir produire des lots de qualité 

pharmaceutique, l’optimisation de leur chargement dans des films LbL et l’évaluation de la 

biocompatibilité de ces derniers. La prochaine étape à développer reste la nitrosation et la 

libération de NO par les films. Enfin quelques perspectives seront développées 

 

Les AuNP comme matières premières pharmaceutiques. 

Les AuNP sont contrôlées par mesure de leurs différents paramètres physico-

chimiques (diamètre hydrodynamique, potentiel zéta, profil électrophorétique …). La mise en 

place de ce contrôle qualité est nécessaire car les AuNP sont considérées dans notre montage 

comme des matières premières pharmaceutiques. La plus-value de l’électrophorèse capillaire 

repose sur la détermination de la pureté de la population nanoparticulaire et l’obtention d’un 

profil d’impuretés. De plus, une méthode de dosage spécifique de l’or a été développée et 

permet à la fois d’évaluer le rendement de synthèse (discrimination de l’or sous forme 

ionique et nanoparticulaire) et de quantifier la quantité d’AuNP contenue dans les films.  

La prochaine étape du contrôle qualité des AuNP requiert le couplage de l’ECZ avec 

un spectromètre de masse, permettant l’identification des impuretés organiques (inhérentes à 
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la synthèse) mais aussi leur quantification pour le suivi de stabilité des lots produits. Cette 

étape est nécessaire pour l’utilisation d’AuNP comme matière première pharmaceutique.  

 

Biocompatibilité des films. 

Parmi les points à développer, la biocompatibilité des films est cruciale. Le principal 

point faible reproché à la construction, lors de différents dépôts du projet, est l’absence du 

contrôle de l’adhésion protéique sur le film. Même si les expérimentations ont montré une 

adsorption limitée à la surface du film, à long terme il n’est pas exclu d’observer une 

adsorption protéique massive (en particulier les protéines de la coagulation) en surface des 

films [107]. Un tel dépôt aurait deux conséquences principales : une baisse d’activité par la 

présence d’une gangue de fibrine [108], mais surtout l’induction de caillots sanguins et/ou la 

mise en place d’un phénomène de resténose [61, 109]. L’ajout d’une couche polymérique 

composée de PAA greffé avec du poly(éthylène glycol) (PEG) (sous forme de copolymère à 

blocs ou en forme de peigne) pourrait empêcher l’apparition de ces effets secondaires. Une 

surface recouverte de PEG entrainera une plus grande inertie du DM par une non-adsorption 

des protéines [110, 111]. Cela diminuera par la même occasion l’inflammation locale [112], 

aboutissant à une meilleure tolérance du DM. 

Concernant les méthodes analytiques, l’amélioration des limites de détection et la 

validation de la méthode de quantification de l’or dans les milieux cellulaires/tissulaires 

restent nécessaires pour envisager une étude de biodistribution complète. Même si l’absence 

de dissémination des AuNP a été prouvée par les expérimentations en ECZ, QCM et 

contraintes de cisaillements, des études devront être menées, grâce entre autre à cette 

méthode. Il sera alors possible d’évaluer l’accumulation de ces AuNP au niveau d’organes 
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clés dans le métabolisme et l’élimination tels que le foie, la rate, les reins ou les poumons 

[113]. 

 

Films libérant du NO. 

A l’heure actuelle, le principal point bloquant reste l’obtention de films libérant du 

NO de façon contrôlée dans le temps. La fonctionnalisation des AuNP par des RSNO est 

réalisable avec une charge importante en NO par AuNP, mais actuellement leur incorporation 

au sein de films multicouches n’a pas été réalisée. De plus, pour aboutir à la durée de 

libération souhaitée, l’augmentation du réservoir est la deuxième étape. Des changements 

dans la construction du film sont aussi possibles avec l’introduction de couches dites 

« barrières » qui limiteraient la diffusion du NO [114]. Ces couches permettraient de limiter 

l’apparition d’une phase de « burst » (court laps de temps après implantation dans lequel il y 

aurait une libération massive de principe actif) observée dans les modèles de libération de NO 

[3]. Des solutions sont actuellement en cours de développement au laboratoire et sont sous 

étude de brevetabilité. 

 

Perspectives et aspect clinique. 

Un autre problème peut être soulevé : les films déposés à la surface des stents sont-ils 

compatibles avec les contraintes mécaniques de ces derniers ? Le film peut altérer les 

propriétés mécaniques du stent (modification de l’élasticité) et ainsi gêner voire empêcher 

son expansion une fois placé dans le vaisseau. Les études réalisées en QCM ont montré que 

les films déposés avaient une élasticité et une viscosité égale à celle de l’acier (certainement 

due à la présence d’AuNP à l’intérieur du film, article 6). C’est cette résistance importante 

qui pourrait venir bloquer le déploiement correct du stent. A l’inverse, le déploiement du 
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stent peut endommager le film. En effet, lorsque le stent est déposé dans le vaisseau, les fils 

qui le composent (pour les stents tressés) subissent des déformations et des frottements [115], 

notamment dans les segments mobiles des artères (fosses iliaques) [116]. Ces phénomènes 

pourraient entrainer un décollement partiel ou total du film entrainant une perte de son action 

et une éventuelle toxicité par la libération de débris (polymères et/ou AuNP) dans le système 

circulatoire. De plus, même si les nouveaux alliages développés pour les stents ainsi que 

l’amélioration des techniques de fabrication (découpe laser, surface plus lisse …) les rendent 

de plus en plus biocompatibles, l’apport de NO à dose physiologique par un stent actif 

permettrait de limiter les phénomènes responsables de la resténose ainsi que le stress 

engendré par la pose d’un tel dispositif [59, 61, 62].  

 

Un des points fort du système développé reste sa modularité. Les films peuvent être 

adaptés à d’autres dispositifs médicaux ainsi qu’à d’autres pathologies en modifiant le 

principe actif ou les NP utilisées. Il serait tout à fait envisageable d’y intégrer des 

nanoparticules d’argent pour une action antibactérienne du dispositif. En clinique, les DMI 

(toutes classes confondues) sont soumis à deux limitations majeures. Premièrement, les 

maladies nosocomiales [117] qui sont un risque majeur pour la survie du patient, notamment 

avec les DMI à visée cardiovasculaire. L’action antibactérienne du NO (ou d’un autre PA) 

aurait deux actions bénéfiques : limiter l’apparition des infections nosocomiales d’une part, 

mais aussi réduire l’apparition de bactéries multi-résistantes. Deuxièmement, dans de 

nombreux cas, les patients recevant un DMI sont fragiles, poly-pathologiques (60 à 80 % des 

patients atteints de diabète présentent une hypertension artérielle [118] …) ce qui entraine 

une baisse de l’immunité couplée à un retard de cicatrisation. Ces facteurs entretiennent le 

cycle de l’inflammation et favorisent l’apparition d’effets secondaires comme la resténose. 

Une action anti-inflammatoire, via l’apport d’un PA (ou plusieurs ayant une complémentarité 
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d’action), par le DMI permettrait d’agir localement sur les facteurs favorisant l’inflammation 

et de faciliter la cicatrisation. 

Enfin, l’impression 3D, particulièrement adaptable aux polymères [119], est une voie 

envisagée. Les DMI créés par cette technique seraient personnalisés en fonction de chaque 

patient et/ou pathologie. Cependant, le coût de la technologie reste relativement élevé et 

relativement peu répandu dans les hôpitaux à l’heure actuelle. Enfin, les températures 

nécessaires à la formation d’une impression 3D seraient incompatibles avec l’utilisation de 

NO. 
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Le but principal de ce travail de doctorat a été de poser les bases d’un nouveau type de 

DM faisant appel aux nanotechnologies et à la science des polymères. Un des premiers 

problèmes soulevés a été l’absence de caractérisation suffisante des AuNP pour une 

utilisation pharmaceutique. Des solutions ont été proposées pour faciliter leur caractérisation 

et des pistes sont actuellement à l’étude pour obtenir des AuNP parfaitement définies. Dans 

un deuxième temps, le revêtement de surface développé s’est avéré stable et relativement 

inerte laissant présager de sa biocompatibilité. Malgré cela, des évolutions restent nécessaires 

pour aboutir à une version définitive capable de libérer des principes actifs sur de longues 

périodes. Parmi les moyens mis en œuvre, certains se sont avérés réalisables (optimisation 

des conditions de construction, surcharge en AuNP) et d’autres font actuellement l’objet 

d’une procédure de brevetabilité et n’ont pas été développés dans ce manuscrit. Toutes ces 

expérimentations ont permis d’obtenir des films de mieux en mieux caractérisés et de 

comprendre leur interaction avec des objets nanoparticulaires. Ils devront par la suite être 

testés sur des lignées cellulaires pour évaluer leur cytocompatibilité, puis in vivo pour 

s’assurer de leur action bénéfique.  

Pour conclure ce travail de thèse, les films multicouches nanostructurés pour le 

développement de stents innovant représentent un pas en avant vers la création d’un nouveau 

type de décorations de surface appliquées au domaine biomédical. 
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Films polymériques pour le développement de stents innovants 

La prise en charge d’urgence des pathologies ischémiques repose dans un premier temps sur la thrombolyse 
et/ou l’angioplastie puis dans un second temps sur des mesures hygiéno-diététiques. L’angioplastie consiste en la 
destruction de l’obstruction située dans l’artère et est souvent suivie (dans 70 % des cas) par la pose d’une 
endoprothèse également appelée stent. Malgré des innovations thérapeutiques importantes (stents libérant des 
principes actifs), des problèmes de thrombose et de resténose au niveau du site lésé sont observés. Or, le monoxyde 
d’azote, NO, un gazotransmetteur de l’organisme, possède des propriétés intéressantes pour lutter contre ce 
phénomène, à concentration physiologique. 

Dans ce travail, nous avons développé un film nanostructuré permettant de recouvrir un stent, avec pour 
objectif final une délivrance contrôlée de NO. Cette couverture incorpore des nanoparticules d’or (AuNP), choisies 
pour leur importante capacité de greffage avec des donneurs de NO. Celles-ci sont piégées au sein des couches d’un 
film constitué de polyélectrolytes : le polycation, les AuNP et le polyanion interagissant ensemble par des interactions 
électrostatiques. 

Le chapitre 1 propose une revue de la littérature sur l’utilisation croissante des nanotechnologies dans le 
domaine des dispositifs médicaux. Dans ce contexte biomédical spécifique, les AuNP doivent être considérées comme 
des matières premières pharmaceutiques. Le chapitre 2 présente les méthodologies analytiques développées en ce 
sens. Ces méthodes, en complément des techniques physicochimiques plus classiquement utilisées, seront appliquées à 
l’ensemble des lots de nanoparticules produits. Des premiers essais de greffage de NO ont été menés à l’aide d’une 
macromolécule modèle. Le chapitre 3 se concentre sur la formation et l’optimisation des films nanostructurés. Les 
AuNP ont été incorporées dans des films multicouches qui démontrent une stabilité importante (> 1 an) et sont 
capables d’en immobiliser un grand nombre (jusqu’à 1012 AuNP/cm²/cycle). Pour augmenter leur taux de chargement 
au sein des films, une étude d’optimisation a été réalisée. Un enrichissement des films en AuNP est possible en 
modifiant les conditions de préparation. Enfin, ces films présentent une inertie face à des protéines, des cellules 
immunocompétentes et du sang total. 

L’ensemble de ces résultats permet de poser des bases solides pour le développement de stents innovants à 
couverture active. 

 
Mots clés : Nanoparticules d’or, contrôle qualité, films polymériques multicouches, stent, resténose. 

 

Polymeric films for innovative stent development 

Emergency management of ischemic pathologies is initially based on thrombolysis and/or angioplasty and 
secondly on hygiene-dietetic measures. Angioplasty consists of the destruction of the obstacle located in the artery and 
is often followed (in 70% of cases) by stent implantation. Despite therapeutic innovations (drug eluting stents), 
problems of thrombosis and restenosis in the injured site are observed. Yet, nitric oxide, NO, a gaseous transmitter is 
characterized by interesting properties against this phenomenon at the physiological concentration. 

In this work, we developed a nanostructured film that would be able to deliver NO in order to cover a stent. 
This coating entraped gold nanoparticles (AuNP) characterized by a high capacity of NO donor grafting. They were 
incorporated into layers of a polyelectrolyte film: polycation, AuNP and polyanion interacting by electrostatic bounds. 

The first chapter stands a literature review on the increased use of nanotechnologies in the medical device 
field. In this specific biomedical context, AuNP must be considered as pharmaceutical raw material. Chapter 2 
presents analytical methods developed in this way. These methodologies, completed by more classical 
physicochemical technics, will be applied to all the synthetized batches. First NO grafting tests were performed using 
a model macromolecule. Chapter 3 concentrates on nanostructured film formation and optimization. AuNP were 
incorporated into films and they presented an important stability (> 1 year) and films were able to immobilize a large 
number of AuNP (up to 1012 AuNP/cm²/cycle). To increase their inclusion rate an optimization step was realized. The 
film enrichment with AuNP was possible by the modification of the preparation conditions. Lastly, the films were 
inert towards proteins, immunocompetent cells and whole blood. 

These results allow lying solid bases for the future development of innovative stents with active coating. 
 

Key-words: Gold nanoparticles, quality control, layer-by-layer polymeric films, stent, restenosis 
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