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Introduction générale

L’objectif de la thèse est de développer un outil pour micromanipuler un chromosome
dans le noyau de cellules vivantes. Ce projet est né d’une collaboration entre l’équipe
Synthèse et Imagerie des Sondes Inorganiques (SI2) du laboratoire Physique et Étude
des Matériaux auquel j’appartiens et deux laboratoires à l’Institut Curie, le laboratoire
Physico-Chimie Curie et le laboratoire Dynamique Spatio-temporelle des Fonctions Gé-
nomiques. Les laboratoires à l’Institut Curie s’intéressent à l’organisation du génome,
c’est-à-dire l’ensemble de l’information génétique d’un organisme contenu dans chacune
de ses cellules sous la forme de chromosomes, et la physique des chromosomes. En effet le
génome est de plus en plus perçu comme un objet physique complexe, dont les propriétés
physiques sont à prendre en compte notamment car elles ont une influence sur ses fonc-
tions. Pour étudier les propriétés physiques du génome, il est proposé de développer un
nouvel outil, qui va permettre d’appliquer une perturbation mécanique directement sur le
génome et de manière contrôlée, pour pouvoir étudier la réponse du génome et ainsi mieux
comprendre ses propriétés mécaniques.

L’outil proposé est une nanosonde magnétique accrochée à un chromosome sur une
séquence précise de l’ADN. Une fois plongée dans un gradient de champ magnétique, la
nanosonde est capable d’appliquer une force sur un chromosome et de le déplacer sur
plusieurs microns.

Les nanosondes magnétiques sont des nanoparticules d’oxyde de fer. Un grand enjeu
de la thèse est de contrôler leur chimie de surface. Il est tout d’abord nécessaire qu’elles
soient stables dans le noyau de cellules vivantes, qui est un milieu complexe et encombré,
mais aussi furtives, c’est-à-dire qu’elles n’interagissent pas avec les composants du noyau de
manière non spécifique, et diffusent librement. Elles sont pour cela fonctionnalisées par des
ligands copolymères à bloc, avec un bloc zwitterion sulfbobétaïne, polymère très hydrophile
qui ne présente aucune affinité pour les biomolécules et permet d’éviter les interactions
non spécifiques, et un bloc phosphonate qui permet un ancrage stable des ligands sur la
nanoparticule. Le deuxième enjeu est de les accrocher sur un chromosome. Cette accroche
se fait par l’intermédiaire de protéines conjuguées aux nanosondes, et qui seront capables
de s’accrocher sur une séquence génomique spécifique. Enfin, il s’agit d’appliquer une force
sur les nanosondes, grâce à une pointe magnétique, et de caractériser la force ainsi créée.

Manon Debayle, ancienne doctorante au laboratoire, avait étudié des polymères zwit-
terioniques à bloc, furtifs dans les noyaux des cellules, sur des nanocristaux de semi-
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conducteur fluorescents. J’ai prolongé et adapté ses travaux à la stabilité dans le noyau
des nanoparticules d’oxyde de fer, conçu des nanoparticules magnétiques capables de s’ac-
crocher spécifiquement à une séquence tetO, et démontré leur capacité à micromanipuler
cette séquence dans le noyau de cellules vivantes.

Ce travail sur la stabilité des nanoparticules en milieu biologique m’a amené à réfléchir
à l’échelle supérieure, et à étudier la stabilité et le devenir de nanoparticules au niveau
d’un organisme entier, une fois injectées dans la circulation sanguine.

Ce manuscrit est divisé en quatre chapitres :

Le Chapitre 1 : "Comment construire une nanosonde magnétique pour micromanipu-
ler un chromosome ?" introduit tout d’abord le contexte biologique de l’étude. Il présente
ensuite les nanoparticules d’oxyde de fer utilisées lors de la thèse, puis explique l’impor-
tance de la chimie de surface de la nanoparticule et dresse un état de l’art des différents
polymères utilisables pour stabiliser des nanoparticules inorganiques.

Le Chapitre 2 : "Des nanoparticules d’oxyde de fer avec des polymères zwitterioniques
comme ligands de surface furtifs" décrit la préparation des nanosondes et leurs propriétés
de stabilité colloïdale et de furtivité. Les synthèses des nanoparticules et de leurs ligands
sont décrites, et une étude de la stabilité est réalisée.

Le Chapitre 3 : "Les nanoparticules d’oxyde de fer recouvertes de zwitterions pour
la micromanipulation magnétique d’un locus génomique" explique comment les nanoparti-
cules sont accrochées sur l’ADN, et étudie ce ciblage. Le chromosome est ensuite manipulé
avec une pointe magnétique et la calibration de la force est étudiée.

Le Chapitre 4 : "Étude des interactions de nanoparticules recouvertes de zwitterions
avec des macrophages" quitte la problématique du génome comme objet physique pour
s’intéresser aux nanoparticules dans la circulation sanguine. Il est difficile pour des na-
noparticules inorganiques de circuler longtemps dans le sang d’un être vivant sans être
repérées et capturées par son système immunitaire. La capture de nanoparticules recou-
vertes de zwitterions par le système immunitaire est étudiée.
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Chapitre 1

Ce chapitre commence par introduire le génome comme un objet physique complexe,
puis présente les nanoparticules d’oxyde de fer qui seront utilisées comme nanosondes pour
étudier la physique du génome, et enfin décrit la chimie de surface des nanoparticules, qui
doit être bien contrôlée pour construire des nanosondes stables et furtives.

1.1 Le génome, un objet physique complexe

1.1.1 L’organisation du génome dans le noyau des cellules

On appelle le génome l’ensemble de l’information génétique d’un organisme. Elle est
stockée dans une macromolécule appelée acide désoxyribonucléique (ADN), présente dans
tous les êtres vivants, et stockée dans un noyau chez les organismes eucaryotes.

Figure 1.1 – A : Composition chimique de la macromolécule d’ADN, chargée négative-
ment. B : La molécule d’ADN s’enroule autour de protéines chargées positivement - les
histones - pour former des nucléosomes, qui ont un diamètre de 11 nm. C’est ce qu’on
appelle la chromatine. Elle doit ensuite s’organiser pour rentrer dans un petit noyau, d’en-
viron 10 µm de diamètre. D’après [1].
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Partie 1.1

C’est un polymère double brin en forme de double hélice composé de quatre bases
azotées, l’adénine, A, la thymine, T, la guanine, G, et la cytosine, C. Les bases se lient
entre elles par des liaisons hydrogène et forment des paires, l’adénine avec la thymine et
la guanine avec la cytosine. Les bases d’un brin sont liées par une liaison covalente entre
un ose, le désoxyribose, et un groupe phosphate, chargé négativement. Cette structure est
présentée Figure 1.1A. Le double brin d’ADN est fin, 2 nm de large, mais très long : il y a
environ 2 m d’ADN dans un noyau. Le noyau d’une cellule humaine fait environ 10 µm de
diamètre, l’ADN doit donc être compacté et organisé pour pouvoir rentrer dans ce petit
espace (Figure 1.1B). Cette compaction doit se faire tout en conservant les fonctions du
génome : par exemple la réplication, qui consiste à dédoubler l’ADN d’une cellule en vue
de sa division, et la transcription, qui est la lecture des gènes de l’ADN en vue de leur
expression.

On sait depuis les années 1970 que le brin d’ADN s’enroule autour de protéines, les
histones, comme représenté Figure 1.1B, chez les eucaryotes. Ils s’associent en un octa-
mère formé de quatre paires d’histones, les histones H2A, H2B, H3, et H4. Chaque histone
possède une "queue" d’acides aminés non repliés qui sortent vers l’extérieur de l’octa-
mère, représentée Figure 1.2. Ces acides aminés peuvent être modifiés chimiquement par
méthylation ou acétylation. Le complexe formé d’un segment d’ADN entouré autour des
histones s’appelle le nucléosome. Les queues des histones jouent un rôle dans les interac-
tions avec les autres nucléosomes, qui peuvent alors être plus ou moins compactés. Les
nucléosomes forment une structure de collier de perles sur la molécule d’ADN. On appelle
cette structure la chromatine.

L’enroulement de l’ADN autour des histones permet de le compacter 5 fois, passant
d’une longueur de 2 m à 40 cm. Les 40 cm de chromatine sont ensuite rangés dans un noyau
de seulement 10 µm de diamètre, il existe donc d’autres mécanismes de compaction.

Figure 1.2 – A : octamère d’histones avec leurs queues, B : nucléosomes. D’après [2]

Ces connaissances permettent de construire un schéma comme celui de la Figure 1.3a,
régulièrement trouvé dans les manuels. Ce schéma manque de précision sur la manière
dont la chromatine est compactée en chromosome, et surtout est représentative de l’état
du génome uniquement à un moment précis du cycle cellulaire, la division cellulaire ou
mitose (Figure 1.3b). Pendant les autres moments du cycle cellulaire, qui représentent plus
de 90% du temps, la chromatine n’est pas repliée en chromosomes.

Des progrès récents ont été faits dans la connaissance de l’organisation du génome hors
de la division cellulaire, grâce au développement de nouvelles techniques, en biochimie,
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(a) Modèle classique de repliement de l’ADN [3] (b) Cycle cellulaire [4]

Figure 1.3 – Les chromosomes sont un état temporaire de compaction de la chromatine.

biophysique, imagerie et modélisation [5]. Une technique qui a été particulièrement utile
est la capture de la conformation des chromosomes (3C) qui quantifie la fréquence à laquelle
deux fragments d’ADN sont proches dans l’espace. Il apparaît que des régions de l’ADN
éloignées sur l’ADN linéaire peuvent en réalité être proches spatialement. Ces découvertes
ont permis de mettre en évidence différentes structures dans le noyau. La Figure 1.4 résume
les connaissances sur l’organisation du génome eucaryote.

Figure 1.4 – Organisation du génome eucaryote, issu de [5].
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L’ADN s’enroule autour d’histones pour former des nucléosomes et la chromatine,
comme vu précédemment. La chromatine forme ensuite des boucles de manière dynamique.
Des moteurs moléculaires, comme la cohésine ou la condensine, se lient à la chromatine et
extrudent une boucle de chromatine à travers l’anneau formé par le complexe de cohésine.
Ce processus de formation de boucle continue jusqu’à ce que le complexe de cohésine
rencontre une protéine accrochée sur la chromatine, la protéine CTCF. Cette protéine
agit comme un stop et bloque le processus d’extrusion de la boucle. Elle possède un sens :
dans un sens elle bloque l’extrusion, dans l’autre sens elle peut passer dans la boucle et
l’extrusion continue. L’extrusion d’une boucle s’arrête donc une fois que le complexe de
condensine a rencontré deux protéines CTCF de sens opposé, une sur chaque brin, comme
illustré Figure 1.5. Les boucles font de dix à plusieurs centaines de kilos de paires de bases
[5]. Ce processus est dynamique, les moteurs forment des boucles en permanence [6].

Figure 1.5 – Mécanisme de l’extrusion de boucle, issu de [7].

Le niveau supérieur d’organisation est les domaines topologiques associés (topologically
associating domains, TAD). Ce sont des régions du génome qui préfèrent interagir entre
elles plutôt qu’avec les autres régions environnantes. Elles font plusieurs centaines de
kilobases de long et sont formées de boucles. Les barrières sont définies par deux protéines
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CTCF de sens opposé.
Ensuite sont formés les compartiments de chromatine. On distingue deux types de

compartiments : les compartiments A, qui correspondent à de l’euchromatine, c’est-à-dire
de la chromatine sous forme active, qui contient des gènes exprimés, et des compartiments
B, qui correspondent à l’hétérochromatine, chromatine plus condensée où les gènes ne sont
pas exprimés.

Au niveau supérieur, les TAD issus de différents chromosomes se mélangent peu, et
restent dans le territoire de leurs chromosomes. Les territoires sont visibles en microscopie
en marquant différemment chaque chromosome (Figure 1.6). Leur emplacement dans le
noyau est organisé : les régions actives sont plus fréquemment présentes au centre, les
régions inactives sont situées à la périphérie du noyau, et sont parfois ancrées à la paroi
nucléaire par un réseau de filaments protéiques appelés lamines nucléaires.

Figure 1.6 – A) Image par microscopie de fluorescence de 24 chromosomes, chacun d’une
couleur différente. B) Identification des chromosomes [8, 9].

Après avoir décrit la structure de la chromatine, nous allons désormais nous intéresser
à ses fonctions, et en particulier la transcription et la régulation des gènes.

1.1.2 La transcription et la régulation des gènes

Figure 1.7 – Schéma de la transcription de l’ADN en ARN par la protéine ARN poly-
mérase II.
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Un gène est exprimé quand l’information génétique qu’il contient est lue et que cette
lecture aboutit à la formation d’une protéine active. Le génome humain contient environ
20 000 gènes [10], qui ne sont pas tous exprimés en même temps. C’est ce qui explique
que des cellules avec la même information génétique puissent avoir des fonctions très
différentes. La régulation de l’expression des gènes a lieu en majorité au niveau de leur
transcription. La transcription est le processus au cours duquel l’ADN est lu pour produire
une molécule, l’ARN, qui servira de modèle pour la production d’une protéine. Le double
brin d’ADN est ouvert et une protéine, l’ARN polymérase II, lit le code de paires de bases
et le copie en une molécule d’acide ribonucléique (ARN) (Figure 1.7). La transcription
d’un gène commence au niveau de son promoteur, une séquence de l’ADN situé avant le
gène. La polymérase II se fixe sur le promoteur avec des protéines appelées facteurs de
transcription.

Avant la transcription, il y a une étape de remodelage de la chromatine. En effet, en
absence de transcription, la chromatine est compactée, et cela empêche l’accès de l’ARN
polymérase II et des facteurs de transcription à l’ADN. Il y a deux mécanismes pour
la décondenser. Le premier est la modification des queues d’histones (Figure 1.8). Les
chaînes d’acides aminés qui forment les queues vont subir des modifications chimiques
au niveau d’une amine primaire ou d’un acide carboxylique des acides aminés. Ce sont
des acétylations, méthylations ou phosphorylations qui vont modifier les affinités entre
histones. L’acétylation cache une fonction amine primaire positivement chargée qui permet
l’interaction entre l’histone et l’ADN chargé négativement, elle a donc pour effet d’ouvrir
la chromatine. La méthylation peut condenser ou décondenser la chromatine selon l’acide
aminé sur laquelle elle est placée [11]. Tous les effets de ces modifications, appelées marques
d’histones, ne sont pas encore compris.

Le second mécanisme pour décondenser la chromatine met en jeu des protéines qui
consomment de l’énergie sous forme d’ATP pour déplacer, éjecter ou restructurer les nu-
cléosomes, et qui permettent donc de laisser l’accès à l’ADN pour la transcription [13].

D’autres séquences de l’ADN, situées plus loin sur l’ADN, jouent aussi un rôle dans
la régulation de l’expression des gènes. Ces séquences sont appelées amplificateurs (en-
hancers en anglais). Lorsqu’ils sont liés à des facteurs de transcription, ils peuvent avoir
un effet sur l’expression du gène, même s’il est situé jusqu’à 1 million de paires de bases
de distance [14]. Cet effet est lié à une proximité spatiale : il y a une interaction entre
l’amplificateur et le promoteur. Les facteurs de transcription liés à l’amplificateur peuvent
alors interagir avec le promoteur et la polymérase et augmenter la transcription [15]. Cette
interaction peut être décrite par la Figure 1.9. Le promoteur du gène B interagit avec son
amplificateur lorsque la chromatine forme une boucle. La formation de boucles et de TAD
joue donc un rôle important dans les interactions amplificateur - promoteur. La probabilité
de contact entre un amplificateur et un promoteur diminue drastiquement si l’amplifica-
teur ne se trouve pas dans le TAD du promoteur [16]. La véritable nature de l’interaction
amplificateur - promoteur est toujours un sujet de recherche actif.

Il apparaît donc que les questions d’organisation du génome en 3D, et même 4D si
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Figure 1.8 – Haut : L’acétylation des queues d’histones décondense la chromatine, l’ADN
est accessible et le gène est actif. Bas : La méthylation des queues d’histones entraîne la
condensation de la chromatine, le gène est inactif . D’après [12].

Figure 1.9 – Schéma de l’interaction entre un promoteur et un amplificateur, issu de [17].

l’on prend en compte la dimension temporelle, sont liées à celle de la régulation de la
transcription.

1.1.3 Les questions ouvertes

De nombreux progrès ont été réalisés dans la compréhension de l’organisation du gé-
nome en 3D, comme la découverte du processus d’extrusion de boucle de chromatine,
mais de nombreuses questions subsistent. La plus importante, qui n’est pour l’instant que
partiellement comprise, concerne le lien entre la structure du génome et ses fonctions, par
exemple la transcription [18, 5, 19].

Sur la Figure 1.10 l’organisation de la chromatine inactive (hétérochromatine, en noir)
par rapport à la chromatine active (euchromatine, en gris clair) dans le noyau de la cellule
est visible. L’hétérochromatine est localisée à des endroits précis de la cellule. Il y a donc un
lien entre la disposition spatiale des gènes dans le noyau et leur activation. La nature de ce
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Figure 1.10 – Image du noyau d’une cellule au microscope électronique à transmission.
La chromatine active (euchromatine) apparaît en gris clair, et la chromatine inactive (hé-
térochromatine) apparaît en noir [20].

lien est encore méconnue : est-ce que l’organisation du génome influence la transcription,
ou est-ce qu’elle en est la conséquence [21] ? La ségrégation spatiale est-elle nécessaire à
l’activation des gènes des compartiments A et répression de ceux du compartiment B ? Les
compartiments sont-ils un résultat du niveau de transcription et des marques d’histones,
ou sont-ils ce qui permet la transcription et la modification des histones ? Est-ce que les
compartiments permettent d’avoir un effet mémoire de l’état de transcription de la cellule,
ou est-ce qu’ils sont un moteur de changement dans le fonctionnement cellulaire [18] ?

Le rôle exact du TAD dans la transcription est aussi en cours d’investigation. Si des
études montrent que sans TAD de nouvelles interactions non voulues entre promoteurs et
amplificateurs apparaissent [22], d’autres montrent que la délétion des bordures du TAD
ne gêne pas l’expression des gènes dans le développement [23, 15].

Il y a d’autres questions ouvertes dans le domaine dont la résolution pourra permettre
de mieux comprendre l’influence de l’organisation du génome : les mécanismes de for-
mation de cette organisation restent flous, et la nature physique de la chromatine est
méconnue. La chromatine peut être modélisée comme un polymère, mais ses propriétés
exactes sont encore à découvrir. Par exemple, est-ce que les différentes interactions entre
séquences d’ADN peuvent conduire à une faible gélification de la chromatine ? [18]. Mieux
connaître les propriétés physiques de la chromatine permettrait de mieux comprendre
son mouvement et les mécanismes de formation des boucles, domaines, compartiments et
territoires.

Au niveau biochimique, le rôle de moteurs moléculaires comme la cohésine et la conden-
sine a été exposé, mais d’autres protéines doivent encore être identifiées pour complètement
comprendre la formation de l’organisation du génome. À l’échelle supérieure, l’idée que
la formation de régions dans la chromatine serait liée à un mécanisme de séparation de
phases entre régions possédant des populations de protéines aux propriétés distinctes est
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débattue [24].
De nouvelles techniques expérimentales sont nécessaires pour répondre à ces questions.

1.1.4 Les techniques existantes pour manipuler des chromosomes et
leurs limitations

Les techniques actuellement utilisées pour étudier la physique du génome présentent des
limitations. Les techniques de capture de la conformation des chromosomes (3C) donnent
un résultat sur une population de cellules. Cela moyenne les phénomènes et rend difficile
l’étude de processus rapides ou qui s’expriment avec une grande variation entre cellules,
il serait donc intéressant d’étudier des cellules individuelles. La technique 3C, ainsi que
l’hybridation in situ en fluorescence, où les séquences génomiques d’intérêt sont marquées
par une sonde fluorescente, utilisent des cellules fixées, ce qui ne donne qu’une photo à
un instant donné de l’organisation du génome et ne permet pas d’étudier de phénomènes
dynamiques. Il est donc intéressant de développer de nouvelles méthodes pour étudier des
cellules individuelles, et vivantes [21].

Pour pouvoir comprendre les propriétés physiques de la chromatine, les moteurs de
l’organisation du génome, et les relations de cause et de conséquence entre l’organisation
du génome et de ses fonctions, il est nécessaire de directement manipuler mécaniquement le
génome, pouvoir modifier son organisation, étudier les conséquences de ces modifications,
et étudier les propriétés physiques de ses constituants. Différents outils ont été développés
pour appliquer une force sur le génome d’une cellule vivante [25, 26, 27, 28, 29, 30, 31].
Certains sont présentés Figure 1.11.

Le premier, Figure 1.11a [25], consiste à aspirer un noyau de cellule dans une micropi-
pette, ce qui le déforme. La déformation du noyau est globale, et n’est donc pas spécifique
à une région du génome. Une autre méthode consiste à appliquer une force via une bille ac-
crochée à la surface de la cellule par des récepteurs de surface, les intégrines (Figure 1.11b)
[26]. La force n’est pas appliquée directement sur le génome, mais est transmise au noyau
par le cytosquelette, il n’est donc pas possible d’étudier directement la réponse du génome.
Les méthodes présentées Figures 1.11c et 1.11d [30, 31] permettent d’appliquer une force
directement sur la chromatine : des billes magnétiques de taille micrométriques sont intro-
duites dans le noyau, et appliquent une force sur la chromatine quand elles sont soumises
à un champ magnétique. Cependant leur grande taille, de l’ordre du micromètre, et leur
absence de ciblage sur un gène, les rendent peu précises pour étudier la nature physique
de la chromatine.

On cherche donc à développer un outil qui permet d’appliquer une perturbation mé-
canique fine et directe de la chromatine, et sur une zone spécifique du génome.
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(a) Noyau isolé aspiré par une micropipette
de 6 µm de diamètre, induisant une déforma-
tion du noyau. Issu de [25].

(b) Une bille magnétique applique un stress
local sur la surface de la cellule par applica-
tion d’un champ magnétique. Issu de [26].

(c) Un aimant est utilisé pour appliquer des
forces sur des billes magnétiques microinjec-
tées dans le noyau. Barre d’échelle = 5 µm.
Issu de [30].

(d) Des pôles magnétiques génèrent une
force sur des billes magnétiques introduites
dans le noyau de cellules. Les bobines et
pôles magnétiques ne sont pas à l’échelle.
Issu de [31].

Figure 1.11 – Présentation de différentes techniques existantes pour appliquer une force
mécanique sur le génome.

1.1.5 Élaboration d’une nouvelle méthode pour micromanipuler de la
chromatine dans le noyau de cellules vivantes, en utilisant des
nanoparticules magnétiques

Dans le cadre de cette thèse, nous souhaitons développer une nouvelle méthode expé-
rimentale pour la manipulation mécanique active d’un locus génomique à l’intérieur du
noyau d’une cellule vivante, tout en limitant la perturbation non contrôlée du génome.
Cette méthode est analogue à une manipulation directe du génome en tirant sur une ré-
gion précise avec ses doigts, comme représenté Figure 1.12a. Pour appliquer une force sans
perturber le cytoplasme ni la membrane du noyau, la manipulation magnétique est choisie.
La force est appliquée sur le génome via des sondes magnétiques accrochées à l’ADN, et
plongées dans un gradient de champ magnétique, comme schématisé Figure 1.12b.

Pour limiter la perturbation de l’organisation globale du génome, les sondes magné-
tiques sont de taille nanométrique. Leur diamètre est d’environ 10 nm, de l’ordre de gran-
deur de la largeur de la fibre de chromatine, comme représenté sur l’échelle de taille de la
Figure 1.13. Cette taille nanométrique doit aussi permettre aux nanosondes d’être injec-
tées dans le noyau puis de diffuser librement pour atteindre leur cible sur le génome. Avec
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(a) Une force mécanique, symbolisée par la
main, est appliquée directement sur la chroma-
tine.

(b) La force mécanique est appliquée par un
gradient de champ magnétique sur des nano-
particules magnétiques.

Figure 1.12 – Principe du projet : appliquer une force directement sur la chromatine
avec une nanosonde magnétique et un gradient de champ magnétique.

les gradients de champ qu’il est possible de mettre en place à proximité d’une cellule, une
sonde nanométrique peut appliquer une force de l’ordre du femtoNewton, ce qui est trop
faible pour manipuler la chromatine. Plusieurs nanosondes sont alors accrochées à l’ADN,
de l’ordre du millier, pour attendre une force de l’ordre du picoNewton. Les moteurs mo-
léculaires présents dans le noyau, comme la condensine, appliquent une force de cet ordre
[32]. Cette valeur de force est donc intéressante à appliquer pour pouvoir manipuler fine-
ment la chromatine. Nous souhaitons donc accrocher plusieurs nanosondes, réparties sur
un brin d’ADN dans une région précise et choisie du génome. Les nanosondes sont des
nanoparticules d’oxyde de fer.
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Figure 1.13 – Échelle de taille permettant de comparer la largeur de la molécule d’ADN,
de la fibre de chromatine, la taille du noyau d’une cellule et d’une cellule par rapport au
diamètre des nanoparticules d’oxyde de fer magnétiques utilisées.

La synthèse et l’utilisation des nanoparticules d’oxyde de fer comme nanosonde magné-
tique pour tirer sur la chromatine sont le sujet de cette thèse. Les deux parties suivantes
du chapitre d’introduction décriront les nanoparticules d’oxyde de fer et leurs applications
en biologie, et l’importance du contrôle de la chimie de surface de la nanoparticule.

1.2 Les nanoparticules d’oxyde de fer

1.2.1 Présentation des nanoparticules d’oxyde de fer

Le fer est un métal de transition, de numéro atomique 26. Ses degrés d’oxydation les
plus couramment rencontrés sont le degré 0, pour le fer métallique Fe(s), le degré II, par
exemple pour l’ion ferreux Fe2+, et le degré III, par exemple pour l’ion ferrique Fe3+.

Le fer au degré 0 n’est pas stable dans l’eau, le potentiel standard du couple d’oxy-
doréduction Fe2+/Fe est E°(Fe2+/Fe) = -0,44 V. Il peut réagir avec des ions H+, donc le
potentiel standard du couple avec le dihydrogène est E°(H+/H2)= 0 V, ou du dioxygène
dissous : (E°(O2 / H2O) = 1,3 V. Les ions ferreux ne sont pas stables non plus, ils ré-
agissent avec le dioxygène dissous dans l’eau pour donner des ions ferriques : le potentiel
standard du couple Fe3+/Fe2+ est E°( Fe3+/Fe2+) = 0,77 V.

La forme du fer dans l’eau dépend aussi du pH. En effet les ions ferreux sont impliqués
dans le couple acido-basique Fe2+/Fe(OH)2, de produit de solubilité pKs ∼ 15, et les ions
ferriques celui Fe3+/Fe(OH)3, pKs ∼ 39. La forme majoritaire du fer dans l’eau dépend
donc du potentiel et du pH.

Le fer solide est très présent dans la vie courante sous forme métallique, le plus souvent
dans des alliages. Dans la nature il est plutôt rencontré sous forme d’oxyde de fer, c’est-
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à-dire associé avec de l’oxygène.
Les oxydes de fer principaux sont :

• L’oxyde de fer(II) FeO appelé wustite. Le degré d’oxydation peut varier par oxy-
dation du fer(II), il est parfois noté Fe1-xO. La structure est cubique.

• L’oxyde de fer(III) qui existe sous deux phases : α-Fe2O3, l’hématite, de structure
corindon et la maghémite, γ-Fe2O3 de structure spinelle inverse.

• La magnétite Fe3O4 composée d’un Fe(II) pour deux Fe(III). Sa structure est spi-
nelle inverse aussi.

Un schéma de la structure spinelle inverse de la magnétite est présenté Figure 1.14. La
structure spinelle est un empilement compact cubique à face centrées d’oxygène. Les ions
Fe2+ et la moitié des ions Fe3+ occupent la moitié des sites octaédriques (sites B). L’autre
moitié des ions Fe3+ occupe un huitième des sites tétraédriques (sites A). La structure est
dite spinelle inverse car les cations divalents occupent les sites octaédriques. On appelle
spinelle directe une structure où les cations divalents occupent les sites tétraédriques [33].

Figure 1.14 – Représentation de la structure spinelle inverse de la magnétite, issu de
[33].

La magnétite est sensible à l’oxydation car elle peut facilement se transformer en
maghémite, de même structure. Les cations Fe2+ se transforment en cations Fe3+. Pour
garder la neutralité de l’ensemble, un atome de fer sur 9 quitte la structure et est remplacé
par une lacune [34].

1.2.2 Propriétés des nanoparticules d’oxyde de fer

Les oxydes de fer peuvent exister sous forme de nanoparticules, des particules de taille
comprises entre 1 et 100 nm. Ces particules ont des propriétés qui diffèrent des propriétés
du matériau massif notamment car elles ont un grand rapport surface sur volume. Dans le
cadre de cette thèse, on s’intéresse aux propriétés magnétiques des nanoparticules d’oxyde
de fer.
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Notions de magnétisme

Les propriétés magnétiques d’un solide sont issues des propriétés quantiques des élec-
trons. Elles sont décrites par le moment magnétique, qui traduit la tendance d’un dipôle
magnétique à s’aligner dans la direction d’un champ magnétique extérieur. L’aimantation
M d’un objet est son moment magnétique par unité de volume. Cette valeur peut dépendre
du champ magnétique externe et a une valeur maximale appelée aimantation à saturation.
Différents matériaux vont avoir une réponse différente à l’application d’un champ magné-
tique extérieur. Leur susceptibilité magnétique χ quantifie leur propension à s’aimanter
dans un champ magnétique externe H [34].

M = χ.H (1.1)

Avec M l’aimantation, χ la susceptibilité magnétique et H le champ magnétique externe.
Les matériaux peuvent être classés en 5 groupes de comportement, décrits Figure 1.15.

La Figure 1.15a illustre le comportement des dipôles magnétiques dans le matériau avec
ou sans champ magnétique. La Figure 1.15b présente la courbe de la magnétisation M en
fonction du champ H pour les matériaux.

(a) Description schématique des différents comportements magnétiques des matériaux. Les arran-
gements des dipôles magnétiques sont présentés pour chaque comportement, avec ou sans champ
magnétique externe appliqué [35].

(b) Représentation de courbe de l’aimantation en fonction du champ magnétique externe appliqué
H pour quatre comportements magnétiques [36].

Figure 1.15 – Description des différents comportements magnétiques des matériaux.

Le premier comportement est le diamagnétisme, qui caractérise des matériaux qui
n’ont pas de dipôle magnétique en l’absence de champ. Leur susceptibilité est faible
(−10−6 > χ > −10−3) et négative. Cela signifie que l’aimantation créée par un maté-
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riau diamagnétique est dans la direction opposée au champ appliqué. L’eau, le cuivre et
l’or sont par exemple diamagnétiques. Le second est le paramagnétisme. Les matériaux
paramagnétiques ont des dipôles magnétiques qui sont orientés de manière aléatoire. Dans
un champ magnétique externe, ils s’alignent sur le champ. Leur susceptibilité est faible,
et positive (10−6 < χ < 10−1). L’aimantation résultante est donc faible. L’aluminium ou
le dioxygène sont paramagnétiques.

D’autres matériaux, comme le fer, possèdent une aimantation même en l’absence de
champ magnétique externe. On en distingue deux types : les matériaux ferromagnétiques,
où les dipôles sont tous alignés de manière parallèle, et les ferrimagnétiques, où il y a aussi
des dipôles alignés dans le sens inverse du champ, mais de plus faible intensité, ce qui
confère une aimantation globale positive. Le dernier comportement est le comportement
antiferromagnétique, où les dipôles sont alignés de manière parallèle et antiparallèle au
champ, donc l’aimantation globale est nulle. Les matériaux magnétiques sont ceux qui
sont ferro ou ferrimagnétiques. Au-delà d’une température appelée température de Curie
l’énergie thermique devient plus forte que l’énergie d’alignement et le matériau devient
paramagnétique. Ces températures sont très élevées, par exemple de 760°C pour le fer.

Les oxydes de fer en structure spinelle, soit la magnétite et la maghémite, sont ferrima-
gnétiques. L’aimantation à saturation est de 92 emu/g pour la magnétite et de 78 emu/g
pour la maghémite. La wustite est antiferromagnétique. L’hématite est faiblement ferro-
magnétique, avec une aimantation à saturation de 1 emu/g [36].

Effet de la taille sur les propriétés magnétiques

La magnétite et la maghémite semblent être des matériaux intéressants pour faire
des nanoparticules magnétiques. Cependant la petite taille des nanoparticules change les
propriétés des matériaux, donc les propriétés du matériau massif ne sont pas directement
transposables aux nanoparticules. En effet pour un matériau ferro ou ferrimagnétique
massif, le matériau n’est pas composé d’un seul bloc de dipôles alignés dans le même sens
car l’énergie magnétostatique stockée serait trop élevée. Il y a des régions différentes, au
sein desquelles les dipôles sont alignés, mais ils ne sont pas alignés avec les dipôles des
autres régions. Ces régions sont appelées domaines magnétiques ou domaines de Weiss
[36]. Ces régions sont représentées Figure 1.16(a).

Dans le cas des nanoparticules, la taille de la particule est plus petite que la taille d’un
domaine, il n’y a donc qu’un seul domaine. De plus pour des nanoparticules suffisamment
petites, la barrière énergétique qui sépare les deux directions d’orientation Keff V est plus
petite que l’énergie thermique kbT :

Keff V < kbT (1.2)

Ce qui est schématisé Figure 1.17.
Les dipôles sont alors orientés de manière aléatoire et la nanoparticule n’a pas d’ai-

mantation en l’absence d’un champ magnétique extérieur, comme un matériau parama-
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Figure 1.16 – Schéma explicatif de la présence de domaines magnétiques dans des maté-
riaux. (a) La taille de la particule est suffisamment élevée pour voir apparaître différents
domaines magnétiques qui ont des orientations magnétiques aléatoires entre eux. (b) La
taille de la nanoparticule est plus faible, il n’y a qu’un seul domaine, et tous les dipôles
du cœur sont alignés. Pour les deux particules la surface est caractérisée par un désordre
des dipôles [36].

Figure 1.17 – Vue schématique de la barrière d’énergie entre deux orientations magné-
tiques comparée à l’agitation thermique [37].

gnétique. Lorsqu’un champ extérieur est appliqué, les dipôles s’alignent et une forte ma-
gnétisation apparaît, comme schématisé sur la courbe d’aimantation en fonction du champ
Figure 1.15b. Ce comportement est appelé superparamagnétique.

Les nanoparticules ont une grande surface par rapport à leur volume, il y a beaucoup
de dipôles à la surface. Ces dipôles ont plutôt tendance à s’aligner perpendiculairement à
la surface, et ne contribuent donc pas à l’aimantation globale de la nanoparticule. Ce phé-
nomène est représenté Figure 1.16. Il cause une diminution de l’aimantation à saturation
pour le matériau, qui ne pourra pas atteindre celle du matériau massif [36]. Ce phénomène
est appelé spin canting.

Les propriétés superparamagnétiques des nanoparticules de magnétite et maghémite
en font de bons candidats pour des nanoparticules magnétiques.
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Appliquer une force sur un dipôle magnétique

Un dipôle magnétique est soumis à une force s’il se trouve dans un gradient de champ,
selon la formule :

F⃗ = ∇⃗(µ⃗ · B⃗) (1.3)

Avec F⃗ la force exercée sur le dipôle de moment magnétique µ⃗ dans un champ magnétique
B⃗.

Il faut donc placer une nanoparticule d’oxyde de fer dans un gradient de champ ma-
gnétique pour pouvoir lui appliquer une force.

Le moment magnétique va s’aligner sur le champ magnétique donc :

F⃗ = µ∇⃗B (1.4)

Pour augmenter la force à laquelle le dipôle est soumis, plusieurs paramètres sont
modifiables. Le premier est le gradient de champ magnétique. Il est aussi possible de faire
varier le moment magnétique µ, tout d’abord en changeant la valeur du champ magnétique
jusqu’à atteindre l’aimantation à saturation. Une fois l’aimantation à saturation atteinte,
le moment µ d’une nanoparticule peut être augmenté en augmentant sa taille, son moment
magnétique étant proportionnel à son volume V.

µ ∝ V

Pour micromanipuler la chromatine, le volume de la nanoparticule doit rester restreint,
pour éviter de perturber l’architecture du génome de manière non contrôlée, et pour que
la nanoparticule puisse diffuser dans le noyau jusqu’à atteindre sa cible sur le génome.
Pour augmenter la force appliquée sur la chromatine il est alors possible d’augmenter le
nombre de nanoparticules accrochées à la chromatine.

1.2.3 Synthèse des nanoparticules d’oxyde de fer

Plusieurs voies de synthèse chimique existent pour la synthèse de nanoparticules ma-
gnétiques, par co-précipitation, par voie hydrothermale (en milieux aqueux à haute pres-
sion), par microémulsion et par décomposition thermique notamment [38].

La plus simple à mettre en œuvre et la plus utilisée est la synthèse par co-précipitation,
issue du protocole de Massart publié en 1981 [39].

Synthèse par co-précipitation

Cette synthèse se réalise en milieu aqueux et à température ambiante. Les précurseurs
sont des ions Fe2+ et Fe3+, en solution acide, pour éviter la présence des espèces Fe(OH)2

et Fe(OH)3. Ces ions précipitent ensemble par ajout d’une base selon l’équation :
2 Fe3+ + Fe2+ + 8 OH- → Fe3O4 + 4 H2O
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De nombreux paramètres sont contrôlés, le ratio des ions Fe2+ et Fe3+, la nature des
anions, le pH, l’agitation et les ligands.

Cette méthode permet de synthétiser de grandes quantités de nanoparticules [40].

Synthèse par décomposition thermique d’un complexe de fer

Dans cette thèse la méthode employée est la décomposition thermique, qui permet un
meilleur contrôle de la taille, la forme et la cristallinité des nanoparticules. Cette synthèse
nécessite la décomposition thermique d’un complexe de fer dans un solvant organique
à haut point d’ébullition avec des ligands qui stabilisent la nanoparticule formée. Les
précurseurs de fer peuvent être des oléates, des acétylacétonates, des stéarates ou des
carbonyles de fer.

Le principe est décrit par le diagramme de Lamer [41] représenté Figure 1.18.

Figure 1.18 – Schéma de la nucléation et la croissance de nanocristaux [42].

Tout d’abord avec la décomposition du complexe de fer des monomères se forment, qui
sont l’unité de base de la nanoparticule d’oxyde de fer, de charge nulle. Leur concentration
augmente dans la solution jusqu’à atteindre et dépasser Cmin, la concentration minimum
de nucléation, car il y a sursaturation de la solution en monomère. À ce stade des nuclei
de nanoparticules se forment, qui sont les germes de nanoparticules. Les monomères sont
consommés par la formation de nuclei, ce qui fait baisser la concentration jusqu’à ce
qu’elle repasse sous Cmin le seuil de nucléation. La nucléation s’arrête alors et les germes
de nanoparticules croissent avec les monomères restants en solution.

Pour que les nanocristaux formés aient la même taille, il est préférable qu’ils com-
mencent tous leur croissance en même temps, il est donc nécessaire de bien séparer la
nucléation et la croissance. Il est aussi nécessaire de contrôler le mûrissement d’Ostwald :
à la fin de la réaction les petits cristaux qui ont une énergie de surface plus élevée risquent
de se dissoudre, ce qui reforme des monomères et fait encore grossir les nanocristaux les
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plus gros. Ce phénomène crée de la polydispersité dans la solution. Pour l’éviter, il faut
arrêter la réaction avant la fin de la conversion totale des précurseurs [42].

La taille des nanocristaux formés est principalement contrôlée par le nombre de germes
formés lors de l’étape de nucléation. Plus il y a de germes, plus il y aura de nanoparticules
et donc plus elles seront petites à concentration de fer constante. Plusieurs paramètres
ont une influence : la température et la vitesse de la rampe de température, la nature
du solvant et son point d’ébullition, la nature du précurseur, la nature et la quantité de
ligands [34, 43].

Il est aussi possible de contrôler la forme des nanocristaux en contrôlant la vitesse de
croissance du nanocristal selon ses différentes faces cristallographiques. Certains ligands
adhérent spécifiquement sur certaines faces, ce qui ralentit leur croissance et permet de
créer des nanoparticules de différentes formes, des cubes, des octaèdres ou des étoiles. [34,
44].

1.2.4 Applications des nanoparticules d’oxyde de fer

Des particules magnétiques de taille micrométrique sont couramment utilisées pour
isoler des biomolécules ou des cellules spécifiques. Elles sont recouvertes par exemple d’un
anticorps, d’une protéine ou de nucléotides pour se lier à la cellule ou biomolécule voulue,
et sont ensuite séparées de la solution en étant attirées dans un champ magnétique.

À l’échelle nanométrique, les nanoparticules d’oxyde de fer possèdent plusieurs pro-
priétés intéressantes qui en font de potentiels outils intéressants dans le domaine médical.
Les domaines les plus explorés sont les nanoparticules pour le diagnostic, en tant qu’agent
de contraste pour l’imagerie par résonance magnétique nucléaire (IRM), et en tant que
traitement, dans le cadre de l’hyperthermie magnétique. La possible conjugaison de ces
deux applications fait des nanoparticules d’oxyde de fer un agent théranostic, capable de
coupler thérapie et diagnostic.

Agent de contraste en IRM

L’imagerie par résonance magnétique nucléaire (IRM) est une technique d’imagerie
fondée sur les propriétés de résonance magnétique nucléaire du noyau d’hydrogène, un
proton. Elle mesure un contraste qui dépend du temps de relaxation des protons de l’eau.
En effet le temps de relaxation est très sensible à l’environnement chimique du proton, qui
n’est pas le même entre différents tissus. Pour augmenter le contraste des images et ajouter
une information fonctionnelle (tumeur, lésion) des agents de contraste sont utilisés. Les
plus courants sont ceux au complexe de gadolinium, qui possède 7 électrons non appareillés,
ce qui le rend paramagnétique. Ce sont des agents dits T1 car ils diminuent le temps de
relaxation longitudinal T1 des spins des protons après une excitation, ce qui augmente le
signal mesuré. C’est un hypersignal : les zones contenants l’agent T1 apparaissent en blanc.
Les nanoparticules d’oxyde de fer, elles, diminuent le temps de relaxation transversal T2,
ce qui crée une diminution du signal, un hyposignal, sur l’image IRM.
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Figure 1.19 – Nanoparticules d’oxyde de fer pour l’imagerie du foie par IRM T2 (A-B)
Imagerie d’un carcinome du foie avant (A) et après (B) l’administration des nanoparticules.
Le contour de la lésion est marqué de flèches. (C-D) Imagerie du foie avant (C) et après
(D) injection des nanoparticules. Des métastases sont visibles au niveau des flèches [45].

Plusieurs agents de contraste T2 ont été développés et ont été mis sur le marché. La
plupart sont injectés dans la circulation sanguine par injection intraveineuse ou perfusion
et permettent d’imager les macrophages qui captent les nanoparticules. La référence Endo-
rem, aussi appelé Feridex, qui fonctionne comme le Cliavist, aussi appelé Resovist, contient
des nanoparticules qui sont captées par les macrophages du foie. Ils servent à détecter des
lésions du foie car celles-ci ne contiennent plus de macrophages. Le foie sain apparaît noir
grâce aux nanoparticules dans les macrophages qui produisent un hyposignal, et les lésions
sans macrophages apparaissent plus claires.

C’est ce qui est observé sur la Figure 1.19. Sur la Figure 1.19 (B) un gros carcinome
est visible à gauche du foie, qui n’était pas visible avant les nanoparticules (A). Sur la Fi-
gure 1.19 (D) deux métastases sont visibles. Celle du haut n’était pas visible avant l’injec-
tion des nanoparticules. L’agent de contraste Sinerem cible les macrophages des ganglions
lymphatiques pour détecter des métastases (Figure 1.20). Les images de gauche sont prises
avant l’injection des nanoparticules et celles de droite 24 heures après. Les ganglions sont
marqués par une flèche. Dans celui du haut, on observe que le ganglion devient noir après
injection : il y a donc des nanoparticules. Cela signifie que des macrophages ont capté les
nanoparticules et donc que le ganglion est fonctionnel. En revanche le ganglion du bas ne
noircit pas, signe qu’il n’a pas capté de nanoparticules et donc qu’il n’est plus fonctionnel.
Il y a une métastase.

Ces agents de contraste sont peu utilisés et ont parfois été retirés du marché par
manque d’efficacité. Le fabricant du Sinerem a retiré sa demande d’autorisation de mise
sur le marché européen pour efficacité non démontrée [46] et la distribution du Resovist
en Europe s’est arrêtée en 2009 après avoir été acceptée en 2001 [47].
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Figure 1.20 – Nanoparticules d’oxyde de fer pour l’imagerie des ganglions lymphatiques
par IRM T2 (E-H) Imagerie de ganglions lymphatiques (flèches) avant (E, G) et 24 heures
après (F,H) l’administration de nanoparticules [45].

Un hyposignal est plus difficile à interpréter, donc des nanoparticules d’oxyde de fer
produisant un bon contraste T1 sont aussi développées. Ce contraste est obtenu pour
des nanoparticules qui sont plus paramagnétiques que superparamagnétiques. C’est le
cas pour des nanoparticules de moins de 5 nm de diamètre pour lesquelles le domaine
magnétique est petit et il y a beaucoup de spin canting, ce qui rend la nanoparticule plus
paramagnétique que superparamagnétique. La Figure 1.21 compare des images pondérées
T2 (haut) obtenues avec des nanoparticules d’oxyde de fer superparamagnétiques avec une
image pondérée T1 (bas) grâce à des nanoparticules paramagnétiques [48].
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Figure 1.21 – (a) Courbes d’aimantation en fonction du champ magnétique appliqué
pour des nanoparticules d’oxyde de fer superparamagnétiques (haut) et paramagnétiques
(bas). (b) Foie de souris en IRM T2 en utilisant les nanoparticules superparamagnétiques
(haut) et IRM T1 angiographie (imagerie des vaisseaux sanguins) avec des nanoparticules
paramagnétiques [48].

Hyperthermie magnétique

Les nanoparticules d’oxyde de fer ont la propriété de produire de la chaleur quand elles
sont placées dans un champ magnétique alternatif. C’est ce qu’on appelle l’hyperthermie
magnétique. Cette propriété est utilisée dans le traitement du cancer. En effet les cellules
d’une tumeur sont plus sensibles à une augmentation de la température : elles sont moins
bien irriguées ce qui leur empêche d’évacuer efficacement la température. Ainsi il est
possible de les cibler spécifiquement et d’éviter les effets secondaires. Une élévation de
température jusqu’à 42–46°C permet la mort des cellules cancéreuses [36].

Pour de grosses nanoparticules magnétiques multidomaines (Figure 1.16(a)) la dissi-
pation de la chaleur vient du cycle d’hystérésis de la courbe d’aimantation en fonction
du champ magnétique extérieur. Cela correspond à l’énergie dissipée lors du mouvement
des murs des domaines magnétiques. Pour des nanoparticules superparamagnétiques mo-
nodomaines il n’y a pas de cycle d’hystérésis, la dissipation de la chaleur vient de deux
types de relaxation, la relaxation de Néel qui correspond au retour à l’équilibre du moment
magnétique de la nanoparticule, et la relaxation de Brown qui correspond à un retour à
l’équilibre des spins qui entraîne une rotation de la nanoparticule [34].

L’injection de nanoparticules dans la tumeur permet de l’échauffer localement en limi-
tant les effets sur les tissus environnants, et permet de cibler une tumeur profonde. Des
résultats intéressants ont été obtenus pour des tumeurs solides. La Figure 1.22 présente le

23



Chapitre 1

résultat d’une étude clinique de nanoparticules d’oxyde de fer pour le traitement du glio-
blastome, un cancer du cerveau, réalisée par l’entreprise MagForce et l’université de Berlin
[49]. Des nanoparticules d’oxyde de fer sont injectées dans la tumeur par une aiguille, sous
anesthésie générale. La tumeur est visible en IRM sur les images A et B. Les images B et C
montrent les nanoparticules injectées dans la tumeur et l’augmentation de la température
mesurée. Le traitement a duré 3 semaines avec 2 séances d’une heure par semaine. S’il n’a
pas permis la guérison totale des patients, la survie est passée de 13,4 mois à 23,2 mois
de médiane après la découverte de la tumeur. Ce traitement est désormais approuvé sur
le marché [47].

Figure 1.22 – A et B : IMR du cerveau avant traitement. C et D : Image par tomo-
densitométrie après injection des nanoparticules, visibles en blanc. Les lignes isothermales
indiquent la température calculée, entre 40°C (bleu) et 50°C (rouge) à partir de la mesure
d’un thermomètre (1 mm de diamètre) [49].

Micromanipulation extra et intracellulaire

Des nanoparticules d’oxyde de fer sont aussi utilisées pour réaliser des manipulations
à l’extérieur ou à l’intérieur de cellules [50].

À l’extérieur de la cellule, des nanoparticules d’oxyde de fer ont par exemple été utili-
sées pour étudier l’activation de mécanorécepteurs [51]. Les nanoparticules sont accrochées
à un récepteur de surface responsable de l’adhésion entre cellules, la protéine E-cadhérine,
pour étudier sa réponse à une perturbation mécanique. Le résultat est présenté Figure 1.23.
Lorsqu’une force suffisante est appliquée, une cascade de signalisation est enclenchée et
des protéines du cytosquelette (actine et vinculine) sont recrutées autour des cadhérines.

Cet exemple illustre l’efficacité des nanoparticules d’oxyde de fer pour la micromani-
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Figure 1.23 – A : Une pointe magnétique active un mécanorécepteur, l’E-cadhérine, en
tirant sur une nanoparticule magnétique accrochée au récepteur, ce qui active une signali-
sation à l’intérieur de la cellule. B : Marquage immunofluorescent pour les nanoparticules
magnétiques (MNP), la protéine E-cadhérine, et les marqueurs de l’activation du signal
intracellulaire, l’actine et la vinculine. Pour une force de 9 pN, on observe le recrutement
d’actine et de vinculine, car leur marquage colocalise avec celui des cadhérines. Barre
d’échelle=2 mm. Issu de [51].

pulation à l’extérieur de la cellule. À l’intérieur de la cellule, en revanche, c’est un plus
gros challenge, car le milieu intracellulaire est beaucoup plus complexe et encombré que
le milieu extracellulaire.

Des exemples d’utilisation sont décrits Figure 1.24. Etoc et al. [55] ont utilisé des na-
noparticules magnétiques de 500 nm de diamètre pour initier localement une cascade de
signalisation de protéine qui entraîne une modification du cytosquelette d’actine et des
changements dans la morphologie de la cellule. Cette équipe a ensuite utilisé des nano-
particules plus petites (45 nm de diamètre) [52] (Figure 1.24a), fonctionnalisées avec un
ligand Halotag. Le ligand Halotag permet de se lier à une protéine d’intérêt si elle est
fusionnée avec une protéine Halotag. Dans cette étude la lignée cellulaire utilisée produit
une protéine GFP Halotag. Les nanoparticules s’y accrochent alors, ce qui permet de créer
un gradient de protéines GFP à l’intérieur de la cellule après application d’un gradient
de champ magnétique. Mais les nanoparticules utilisées, des agrégats de nanoparticules
d’oxyde de fer entourées de silice, ont montré une diminution de leur stabilité après injec-
tion dans le cytoplasme, peut être liées à de l’agrégation lors de l’injection [56].

Liße et al. [53] ont créé un gradient de protéines à l’intérieur de cellules avec un autre
type de nanoparticule magnétique : une cage de protéine, la ferritine, décorée de GFP et
chargée avec un cœur d’oxyde de fer (Figure 1.24b). L’utilisation d’une cage de protéine,
pegylée, permet d’augmenter la stabilité des nanoparticules dans les cellules. Keizer et
al. [54] ont utilisé ce type de nanoparticules pour micromanipuler de la chromatine (Fi-
gure 1.24c). Ce type de nanoparticules présente un certain nombre de limitations : elles
sont peu compactes du fait de la taille de la cage de protéine et des GFP qui les dé-
corent, ce qui limite le nombre de nanoparticules accrochables sur un locus génomique,
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(a) Gauche : Schéma d’une méthode pour créer un gradient de protéines dans le cytoplasme de
cellules vivantes au moyen de nanoparticules magnétiques fonctionnalisées avec des ligands Halotag.
Les nanoparticules réagissent avec les protéines GFP-Halotag présentes dans le cytoplasme, ce qui
permet de créer un gradient de ces protéines lorsqu’une pointe magnétique est approchée. Droite :
Image en microscopie de fluorescence du gradient créé lors de l’approche de la pointe magnétique.
Les nanoparticules sont marquées en rouge, et les protéines GFP-Halotag en vert. Issu de [52].

(b) A : Synthèse de nanoparticules magnétiques à partir
de protéines ferritine-GFP purifiées. La ferritine est tout
d’abord pegylée puis chargée avec un cœur de magnétite.
B : Après injection des nanoparticules ferritines, des pro-
téines fusionnées avec des nanocorps anti-GFP sont ciblées,
et peuvent ensuite être contrôlées par un gradient de champ
magnétique créé par une pointe magnétique. Issu de [53].

(c) Noyau d’une cellule vivante en mi-
croscopie de fluorescence. Un locus
génomique sur lequel sont accrochées
des nanoparticules de ferritine est mi-
cromanipulé par application d’un gra-
dient de champ magnétique. Issu de
[54].

Figure 1.24 – Exemple d’utilisation de nanoparticules magnétiques pour la micromani-
pulation intracellulaire.

et donc la force applicable. De plus la cage de protéine empêche d’augmenter la taille du
cœur d’oxyde de fer, ce qui augmenterait la force applicable sur une nanoparticule, celle-ci
variant avec le volume du cœur d’oxyde de fer. Ces deux limitations forcent à cibler un
locus génomique très répété, pour pouvoir accrocher un grand nombre de nanoparticules
et donc appliquer une force suffisante. Enfin, elle ne peut s’accrocher à l’ADN que par un
seul moyen, un nanocorps anti-GFP, ce qui rend le système peu versatile. Dans le cadre
de ma thèse, je cherche à développer un nouveau type de nanoparticule magnétique pour
la micromanipulation de chromatine dans le noyau de cellule vivante, qui soit entièrement
synthétique, ce qui permet de changer la taille de la nanoparticule d’oxyde de fer pour la
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rendre plus magnétique. L’absence de cage de protéine permettra plus de compacité, et
donnera de la flexibilité sur les protéines et ligands greffables à la surface pour envisager
plusieurs systèmes d’accroche sur la chromatine.

1.3 L’importance du contrôle de la chimie de surface des
nanoparticules

1.3.1 Le rôle des ligands dans la stabilité colloïdale des nanoparticules
d’oxyde de fer

Le but de cette thèse est de développer des nanoparticules d’oxyde de fer comme
nanosondes magnétiques pour appliquer une force sur la chromatine. Le premier enjeu de
leur développement est leur stabilité colloïdale. Des nanoparticules dans une solution sont
stables colloïdalement si elles ne s’agrègent pas. Les nanosondes magnétiques ne doivent
pas s’agréger, pour rester sous forme nanométrique afin de diffuser dans le noyau et cibler
la chromatine.

Des nanoparticules resuspendues dans l’eau ont tendance à s’agréger car elles sont
attirées entre elles par des forces de Van der Waals dues à des polarisations électroniques
instantanées qui sont présentes dans tous les matériaux et sont toujours attractives.

Il est donc nécessaire d’introduire d’autres forces répulsives pour que les nanoparti-
cules se repoussent et évitent l’agrégation. Ces forces répulsives peuvent être des forces
électrostatiques, entre nanoparticules de même charge. Cependant les milieux physiolo-
giques sont très salés, ce qui écrante les charges à la surface de la nanoparticule, et ne
permet plus à la répulsion électrostatique d’éviter l’agrégation. Ainsi des nanoparticules
s’agrègent sous l’action des forces de Van der Walls en milieu salé même si elles sont char-
gées. Pour atteindre la stabilité colloïdale il est nécessaire de modifier leur surface pour
créer d’autres forces répulsives. Des ligands de surface sont ainsi accrochés à la surface
des nanoparticules. Ces ligands sont souvent neutres, ce qui leur permet d’éviter des va-
riations de charge en fonction du pH et donc leur permet d’être stables à tout pH. La
stabilité est obtenue grâce à des forces de répulsion stérique. Des polymères hydrophiles
sont majoritairement utilisés. Ils ont une forte affinité avec les molécules d’eau, grâce à
des interactions hydrogène ou des interactions électrostatiques locales. Ils ont donc une
entropie supérieure lorsqu’ils sont entourés d’eau que lorsqu’ils sont comprimés entre deux
nanoparticules, ce qui crée la répulsion stérique [57].

1.3.2 Le rôle des ligands pour contrôler la couronne de protéines

Les nanosondes sont injectées dans des cellules vivantes, donc dans un milieu biologique
complexe. Les ligands doivent également permettre de conserver la stabilité colloïdale dans
un milieu qui a une composition très riche avec des ions, des protéines, des lipides et des
petites molécules. C’est un défi car ces espèces ont tendance à s’accrocher aux ligands
et donc perturber la répulsion stérique qui permettait la stabilité. C’est ce qu’on appelle
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la couronne de protéines, même si elle peut contenir d’autres types de biomolécules [58].
Les interactions sont difficiles à prévoir en raison de la variété de biomolécules. Les pro-
téines peuvent interagir directement avec la surface inorganique de la nanoparticule si le
revêtement de ligand n’est pas assez dense pour empêcher leur accès à la surface inorga-
nique. Elles interagissent également avec les ligands de surface par le biais d’interactions
hydrophobes, électrostatiques ou de liaison hydrogène. Ces interactions peuvent être plus
ou moins fortes. Les protéines faiblement liées sont en équilibre dynamique entre les états
liés et non liés et forment ce que l’on appelle la "couronne dynamique". En revanche, les
protéines fortement liées qui résistent aux procédures de lavage et de purification forment
la "couronne dure", schématisée Figure 1.25.

Figure 1.25 – Schéma de nanoparticules entourées de ligands de surface inorganiques et
recouverts de plusieurs protéines fortement liées (couronne dure) et de protéines faiblement
liées et en équilibre avec les protéines de la solution (couronne dynamique).

La composition de la couronne de protéines est dynamique et évolue dans le temps [59].
Ce phénomène est connu sous le nom d’effet Vroman. Les protéines plus concentrées ou
qui diffusent plus vite accèdent plus rapidement à la surface de la nanoparticule et forment
la première couronne de protéines, qui est ensuite remplacée par des protéines qui ont des
affinités plus élevées, ancrées de manière plus stable à la surface de la nanoparticule. Une
protéine ancrée à la surface de la nanoparticule est susceptible de subir des modifications
conformationnelles pour optimiser son interaction, qui la dénature. Cette dénaturation
peut avoir comme conséquence l’exposition de segments hydrophobes qui se trouvaient
initialement cachés dans la structure de la protéine et qui deviennent maintenant acces-
sibles pour d’autres interactions. Ces nouvelles interactions sont potentiellement plus fortes
et peuvent conduire à la formation de plusieurs couches de protéines ou à l’agrégation des
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nanoparticules.
La couronne de protéines affecte donc les propriétés physico-chimiques et colloïdales

des nanoparticules, en modifiant leur stabilité colloïdale, leur taille hydrodynamique et
leur potentiel zêta [57].

Il existe de nombreuses méthodes pour étudier la couronne de protéines [60]. La plus
efficace pour connaître la composition de la couronne dure est la spectrométrie de masse.
Étudier la couronne dynamique nécessite une mesure in situ sans lavage des nanoparticules
pour ne pas perturber les équilibres. On utilise des méthodes indirectes qui mesurent
un changement de taille : spectroscopie de corrélation de fluorescence (FCS), analyse de
suivi des nanoparticules (NTA), diffusion dynamique de la lumière (DLS), de charge :
électrophorèse capillaire ou de masse : microbalance à quartz (QCM).

Cette couronne de protéines a été très étudiée. Il apparaît qu’elle est très différente en
fonction des conditions de l’expérience. Quelques principes généraux peuvent être déduits
de ces expériences. Les ligands hydrophobes favorisent les interactions de Van der Walls
avec les protéines : des protéines sont fortement liées à la nanoparticule, et des changements
de conformation sont détectés. Les nanoparticules chargées positivement interagissent par
interactions électrostatiques avec des protéines qui sont souvent chargées négativement.
Des nanoparticules chargées négativement interagissent aussi électrostatiquement avec des
protéines qui peuvent avoir des surfaces localement chargées positivement. Des ligands
neutres apparaissent comme la meilleure option pour limiter la formation de la couronne de
protéines. Ceux qui favorisent les liaisons hydrogène peuvent se lier par liaisons hydrogène
avec les protéines. Ceux qui semblent être les plus efficaces sont les polymères hydrophiles
qui ont une grosse couche d’hydratation. Il est difficile pour les biomolécules de remplacer
cette couche d’hydratation bien en place [57].

La formation de la couronne de protéines peut parfois stabiliser les nanoparticules, mais
dans notre application de nanosonde il serait préférable de la limiter car elle écranterait
la nanoparticule et empêcherait le ciblage de la chromatine.

1.3.3 Différentes stratégies pour obtenir les ligands de surface désirés

Ainsi il est nécessaire de modifier la surface des nanoparticules et d’y accrocher des
ligands qui vont permettre d’assurer la stabilité colloïdale dans un milieu biologique et
limiter la formation de la couronne de protéines.

Ces ligands doivent pouvoir s’accrocher sur la surface inorganique de la nanoparticule
et avoir des groupes hydrophiles pour permettre à la nanoparticule d’être soluble et stable
en milieu aqueux. Il est possible d’ajouter des ligands lors de la synthèse des nanoparticules
si elle est aqueuse, mais souvent les ligands nécessaires pour contrôler la synthèse ne sont
pas adaptés pour la stabilité en milieux complexes. Pour les nanoparticules synthétisées par
décomposition thermique, les ligands de synthèse sont des ligands organiques, souvent de
l’acide oléique, qui ne permettent la stabilité colloïdale qu’en solvant organique apolaire.
Pour modifier les ligands de surface, il y a alors plusieurs possibilités. La première est
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d’encapsuler les nanoparticules dans une fine couche de silice. Les siloxanes réagissent avec
les oxygènes à la surface de la nanoparticule. Elle permet une relative stabilité en milieu
aqueux, des ligands peuvent être accrochés sur la silice, mais la limite est l’hydrolyse de la
silice en milieu aqueux [61]. Il est aussi possible d’encapsuler des nanoparticules avec des
ligands organiques par des polymères amphiphiles [62], mais cette construction n’est pas
toujours très stable. De plus les parties hydrophobes des polymères peuvent interagir avec
les protéines. Le plus simple est de complètement retirer les ligands de synthèse et de les
remplacer par les ligands désirés, selon un protocole d’échange de ligands. La présentation
de ces ligands va se faire en deux parties, la première présente les fonctions d’accroche des
ligands sur la surface de la nanoparticule, et la deuxième présente les fonctions hydrophiles
utilisées pour la solubilisation et la stabilité.

1.3.4 La fonction d’accroche

Plusieurs fonctions chimiques peuvent s’accrocher sur une nanoparticule d’oxyde de
fer, par complexation de la surface ou formation de liaisons covalentes. Lorsqu’une sta-
bilité prolongée est recherchée, des fonctions d’ancrage fortes sont souhaitées. Les acides
carboxyliques, les catéchols, les silanes et les phosphonates sont parmi les fonctions chi-
miques qui se lient le plus efficacement aux nanoparticules d’oxyde de fer.

Figure 1.26 – Groupes d’ancrage : catéchol, silane, acide phosphonique et acide carboxy-
lique [40].

La surface de l’oxyde de fer est composée d’oxyde ou d’hydroxyles (Figure 1.27), qui
peuvent être protonés ou déprotonés en fonction du pH.

Silanes

Des groupes silanes ont une bonne réactivité avec la surface de la nanoparticule car
ils réagissent de manière covalente avec les fonctions hydroxyles présentes à la surface de
l’oxyde de fer. Cela permet d’atteindre un grand nombre de ligands à la surface de la
nanoparticule, de Palma et al. [64] rapportent de 10 à 100 ligands par nm2.
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Figure 1.27 – Représentation schématique de la surface de la nanoparticule d’oxyde de
fer [63].

Carboxylates

Les ions carboxylates se lient efficacement à la surface des nanoparticules, c’est no-
tamment un acide carboxylique, l’acide oléique, qui est utilisé dans la synthèse. L’acide
citrique est souvent utilisé pour stabiliser des nanoparticules d’oxyde de fer. Il peut se lier
avec une ou deux fonctions carboxylate (Figure 1.28). Mais la liaison n’est pas très forte
dans l’eau et les ligands carboxylates sont facilement échangés [65].

Figure 1.28 – L’accroche de citrate sur une nanoparticule peut se faire de façon mono-
dentate ou bidentate [65].

Catéchols

La dopamine et d’autres dérivés du catéchol se lient également efficacement à la sur-
face des nanoparticules magnétiques [88]. Une attention particulière doit être accordée
à la nature des groupes substituants sur le cycle catéchol, car elle affecte directement
l’affinité de liaison et la densité de greffage en surface, mais aussi la stabilité au pH des
groupes d’ancrage. Il a été démontré que les ligands dérivés de la dopamine souffrent de re-
protonation et de désorption aux bas pH. En outre, ils sont sensibles à l’oxydation médiée
par le fer (III), ce qui entraîne la dégradation et la désorption des particules. La présence
de substituants sur le cycle catéchol peut améliorer de manière significative la performance
du ligand. En particulier, les dérivés de la 5-nitrodopamine et de la 5-nitroDOPA ont des
fonctions d’ancrage beaucoup plus stables que les ligands de la dopamine. Ils se lient préfé-
rentiellement aux atomes de surface Fe2+ , ce qui les rend plus adaptés aux nanoparticules
Fe3O4 [66, 65].
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Phosphonates

Les phosphonates sont également des groupes d’ancrage très utilisé [67, 68, 69, 70] pour
les nanoparticules dans des conditions biologiques grâce à la création de liaisons Fe-O-P,
qui sont plus fortes que celles crée avec les acides carboxyliques [65]. La complexation de
la surface du fer avec un ligand phosphonate la protège de plus de l’oxydation [71]. Une
analyse infrarouge permet de mettre en évidence la formation d’un complexe [72] sans
liaison P-OH : il semble donc que le phosphonate se lie à la surface par deux liaisons
Fe-O-P, et donc que le complexe formé est au moins bidentate.

La multiplication de la fonction d’accroche

En plus de la sélection de la fonction chimique ayant la meilleure affinité pour la surface
inorganique, une stratégie récurrente pour améliorer la stabilité est la multiplication des
groupes d’ancrage sur la même molécule, pour bénéficier d’un effet multidentate. L’ajout
de plusieurs groupes d’ancrage au ligand augmente son affinité pour la surface de la na-
noparticule [73, 74]. Ces groupes multiples peuvent être incorporés de manière aléatoire
dans des polymères statistiques, où ils sont intercalés avec d’autres monomères utilisés
pour favoriser la solubilité dans l’eau, ou regroupés dans des copolymères à bloc. Les poly-
mères statistiques sont généralement plus faciles à préparer, mais la présence de fonctions
d’ancrage dans la couche polymère extérieure peut induire des interactions non spécifiques
indésirables avec les biomolécules. De plus, la stabilité des polymères semble être amélio-
rée lorsque les groupes d’ancrage sont regroupés en bloc, par rapport à une distribution
statistique aléatoire, sur des nanocristaux de semi-conducteur [75].

Dans le cadre de cette thèse, un bloc de phosphonate a été choisi comme fonction
d’accroche pour accrocher un ligand de surface sur les nanoparticules d’oxyde de fer.

1.3.5 La fonction de solubilisation

Plusieurs fonctions chimiques hydrophiles peuvent être utilisées pour assurer la stabilité
colloïdale et le contrôle de la couronne de protéines des nanoparticules.

Les polysaccharides

Figure 1.29 – Dextran
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Les polysaccharides, tels que le dextran, le chitosan et l’amidon, ont été largement
utilisés pour stabiliser les nanoparticules d’oxyde de fer magnétiques. Le dextran a notam-
ment été utilisé pour recouvrir des nanoparticules d’oxyde de fer utilisées comme agent
de contraste, comme Feridex/Endorem, Sinerem/Combidex et Resovist/Cliavist. C’est un
polymère ramifié composé d’unité de glucose (Figure 1.29). Le polymère interagit par plu-
sieurs interactions faibles avec la surface de l’oxyde de fer, via les fonctions hydroxyles.
Pour éviter sa désorption trop rapide, il peut être chimiquement réticulé pour former un
revêtement covalent autour de la nanoparticule [76]. Les polymères de dextran utilisés
ont un poids moléculaire élevé, ce qui crée des nanoparticules avec des rayons hydrody-
namiques élevés. De plus les polymères de dextran recouvrent souvent des agrégats de
nanoparticules : par exemple l’Endorem est constitué de nanoparticules de 6 à 9 nm de
diamètre, mais le diamètre hydrodynamique est compris entre 80 et 150 nm [77].

Le polyéthylène glycol (PEG)

Figure 1.30 – Polyéthylène glycol (PEG)

Le polyéthylène glycol (PEG), un polymère composé de monomères d’éthylène glycol
(-O-CH2-CH2-) (Figure 1.30) est actuellement le ligand le plus utilisé pour les nanopar-
ticules inorganiques dans les milieux biologiques. Il est très hydrophile, ce qui s’explique
par la formation de liaison hydrogène entre l’oxygène du PEG et les hydrogènes des molé-
cules d’eau. Grâce à cette grande affinité, les ligands PEG à la surface de nanoparticules
inorganiques sont entourés d’eau sur un grand volume, ce qui évite l’agrégation des nano-
particules et limite l’adsorption des protéines. Le poids moléculaire du PEG est un facteur
important, généralement une chaîne linéaire de 1 500 à 5 000 g/mol est utilisée [78].

La densité de greffage du PEG a une grande influence sur ses propriétés. Pour une
densité faible, la molécule de PEG prend une conformation repliée, appelée "champignon".
Avec l’augmentation de la densité de greffage, les chaînes sont forcées de s’étirer et prennent
une conformation "brosse", qui permet la résistance à l’adsorption de protéines. Ce phé-
nomène est schématisé Figure 1.31. C’est en conformation brosse que la répulsion des
protéines est la plus efficace [78].
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Figure 1.31 – Conformation "champignon" (gauche) ou "brosse" (droite) de polymères
greffés sur une nanoparticule, d’après [79].

Les zwitterions

Figure 1.32 – Les trois zwitterions les plus utilisés : le sulfobétaïne (SB), le phosphoryl-
choline (PC) et le carboxybétaïne (PC), d’après [80].

Un zwitterion est composé de deux fonctions chimiques portant des charges opposées
et séparées par une petite chaîne alkyle. Cette structure est similaire à celle des têtes
polaires de beaucoup de phospholipides présentes dans les membranes de cellules. Les
charges positives et négatives forment un dipôle électrique qui attire les molécules d’eau et
les aligne [81] (Figure 1.33). Ce phénomène rend les zwitterrions très hydrophiles, encore
plus que le PEG.

La grande solvatation des zwitterions forme une barrière d’énergie à surmonter pour
une biomolécule qui voudrait s’adsorber. De manière générale, la diminution de la chaîne
alkyle entre les deux charges opposées augmente le caractère hydrophile du zwitterion, ce
qui diminue ses interactions hydrophobes avec des biomolécules. Une chaîne alkyle d’un ou
deux carbones rend ces interactions quasiment nulles et donc empêche les zwitterions de
se lier à la plupart des protéines [82]. Les zwitterions sont donc très efficaces pour éviter la
formation de couronne de protéines [83], par exemple pour des quantum dots [84] ou des
nanoparticules d’or, étudiées par Yang et al. [85]. Dans cette étude, les zwitterions sont
plus efficaces que les PEG pour empêcher la formation de la couronne de protéines. Mais
la comparaison entre PEG et zwitterions n’est pas toujours simple car le comportement
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Figure 1.33 – Schéma du moment dipolaire créé par un zwitterion et de sa solvatation.
Gauche : les charges positives et négatives génèrent un moment dipolaire. Droite : les
molécules d’eau s’alignent sur le moment dipolaire du zwitterion [81].

du PEG dépend de sa densité de greffage et de sa masse molaire. L’affinité des zwitterions
avec les ions les rend plus solubles quand la force ionique d’une solution augmente, ils
portent une charge globale nulle ce qui évite des interactions électrostatiques à longue
distance : ils sont donc très stables sur de larges gammes de pH, salinité, et concentration
de protéines [57].

Les zwitterions sont souvent utilisés sous forme de polymère, mais peuvent aussi être
utilisés en monomère pour obtenir des nanoparticules compactes, ce qui est utile si l’on
souhaite par exemple une élimination des nanoparticules par les reins, qui nécessite des
nanoparticules de moins de 5 nm de diamètre hydrodynamique [86].

Les zwitterions couramment utilisés dans des applications en nanobiosciences sont le
sulfobétaïne, le carboxybétaïne et le phosphorylcoline (Figure 1.32). Dans notre laboratoire
Debayle et al. [87] ont étudié le comportement de ces trois zwitterions sur des quantum
dots et ont conclu sur l’absence de couronne de protéines dure et dynamique pour des
quantum dots recouverts de polymères sulbobétaïnes.

Le sulfobétaïne sera donc utilisé pour stabiliser les nanoparticules d’oxyde de fer dans
le cadre de cette thèse.

1.3.6 Utilisation des ligands pour le ciblage des nanoparticules

Les ligands sont aussi utilisés pour le ciblage actif des nanoparticules. Dans le cadre
de cette thèse, il s’agit de cibler une séquence d’ADN, dans d’autres applications il peut
s’agir de cibler une tumeur ou un récepteur. Ce ciblage s’effectue le plus souvent via une
biomolécule liée de manière covalente aux ligands de la nanoparticule. Les ligands sont pour
cela modifiés pour contenir une fonction réactive, qui peut être un acide carboxylique, une
amine, un thiol ou un azoture, et qui permet de réaliser une liaison covalente avec la
biomolécule d’intérêt.

Il y a plusieurs types de biomolécules utilisées, par exemple des anticorps : l’anticorps
anti-EGFR (epidermal growth factor receptor), qui est surexprimé dans beaucoup de cel-
lules cancéreuses [88]. Des petites molécules sont aussi utilisées, comme l’acide folique, qui
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cible le récepteur du folate, aussi surexprimé dans des cellules cancéreuses [89], ou la bio-
tine, qui a une très forte affinité avec la protéine streptavidine. Pour cibler la chromatine
c’est une protéine qui est utilisée : un facteur de transcription qui se lie spécifiquement
sur une séquence précise de l’ADN.

1.4 Conclusion du chapitre - enjeux de la thèse

Ainsi, la première partie de ce chapitre a présenté le génome comme un objet physique
complexe, et a illustré l’intérêt de construire de nouveaux outils pour l’étudier. Dans cette
thèse un nouvel outil pour appliquer une force sur la chromatine est développé, grâce à
une nanosonde magnétique.

La deuxième partie a présenté les nanoparticules d’oxyde de fer, ainsi que leurs pro-
priétés. Dans cette thèse la nanosonde est une nanoparticule de magnétite ou maghémite
superparamagnétique, ce qui lui permettra d’appliquer une force sur la chromatine dans
un gradient de champ magnétique.

Enfin la dernière partie du chapitre a mis l’accent sur l’importance de la chimie de
surface des nanoparticules. En effet, pour être stables, les nanoparticules doivent être
fonctionnalisées par un ligand qui permettra de créer une répulsion stérique entre na-
noparticules. Le ligand joue aussi un rôle important dans le contrôle de la couronne de
protéines qui peut se former autour de la nanoparticule quand elle est dans un milieu
biologique. Pour que la nanosonde magnétique puisse cibler l’ADN, il faut éviter qu’elle
soit recouverte d’une couronne de protéines, pour être comme invisible dans le milieu
biologique. On dit alors qu’elle est furtive.

Différentes fonctions chimiques qui peuvent servir à construire un ligand ont été pré-
sentées. Un polymère à bloc a été choisi pour recouvrir la nanosonde magnétique, composé
d’un bloc sulfobétaïne pour la stabilité et la furtivité, et un bloc phosphonate pour s’accro-
cher à la surface de la nanoparticule. Le ciblage de la chromatine se fera par une protéine,
un facteur de transcription qui s’accroche spécifiquement sur une séquence précise de
l’ADN.

Enjeux

Ainsi, l’enjeu de cette thèse est de construire des nanosondes magnétiques capables
d’appliquer une force directement sur la chromatine.

Le premier challenge est de contrôler la chimie de surface des nanosondes. Des ligands
sont accrochés à la nanoparticule, et cette accroche doit être forte et stable dans le temps.
Les ligands doivent rendre la nanoparticule furtive. Le critère de furtivité est essentiel, car
les nanoparticules vont être injectées dans le noyau, et ne doivent pas y créer d’agrégats,
pour permettre une détection efficace et une manipulation magnétique propre et précise.
De plus il est nécessaire d’éviter la formation d’une couronne de protéine, qui empêcherait
la diffusion des nanoparticules dans le noyau jusqu’à leur cible sur l’ADN. Ce critère de
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furtivité est difficile à atteindre, car le noyau est un environnement complexe, encombré et
chargé. Au LPEM, des études ont été réalisées sur la chimie de surface de nanoparticules de
semi-conducteurs fluorescents, les quantum dots [90, 87]. Les zwitterions, et en particulier
le suflobétaïne, ont montré des résultats prometteurs : ils permettent aux quantum dots
de diffuser librement dans le cytoplasme d’une cellule vivante. Le polymère étudié était un
copolymère à bloc avec un bloc d’accroche vinylimidazole. Dans cette thèse l’enjeu est de
prolonger ces travaux, pour les adapter aux nanoparticules d’oxyde de fer en changeant le
groupe d’accroche, remplacé par un groupe phosphonate, puis d’étudier la stabilité dans le
noyau. C’est l’objet du chapitre 2 "Des nanoparticules d’oxyde de fer avec des polymères
zwitterioniques comme ligands de surface furtifs".

Une fois des nanoparticules stables et furtives obtenues, le challenge est de les accro-
cher à l’ADN de manière robuste, spécifique et stable dans le temps, tout en conservant
leur stabilité. Il est aussi important de pouvoir les détecter sur l’ADN, et d’estimer leur
nombre. Ensuite le défi consiste à appliquer une force mécanique, pour perturber l’orga-
nisation du génome et étudier les propriétés de la chromatine. C’est l’objet du chapitre 3
"Les nanoparticules d’oxyde de fer recouvertes de zwitterions pour la micromanipulation
magnétique d’un locus génomique".

Dans le chapitre 4 "Étude des interactions de nanoparticules recouvertes de zwitterions
avec des macrophages", l’enjeu est de prolonger l’étude de la furtivité à l’échelle supérieure,
en s’intéressant au devenir des nanoparticules dans la circulation sanguine.
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Des nanoparticules d’oxyde de fer
avec des polymères zwitterioniques
comme ligands de surface furtifs
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Dans ce chapitre nous allons présenter les nanoparticules d’oxyde de fer fonctionnali-
sées avec des ligands sulfobétaïnes, leur synthèse, leur caractérisation, et démontrer leurs
propriétés de stabilité et furtivité nécessaires pour leur application en tant que nanosondes
magnétiques dans le noyau. Manon Debayle, ancienne doctorante au laboratoire, a tra-
vaillé sur les zwitterions comme chimie de surface des quantum dots [87]. Ce travail étend
ses résultats aux nanoparticules d’oxyde de fer.

2.1 Synthèse des nanoparticules d’oxyde de fer

Cette partie présente la synthèse des nanoparticules d’oxyde de fer (IONP), qui seront
les nanoparticules magnétiques nécessaires à l’application en tant que nanosonde magné-
tique.

Le but est de synthétiser des nanoparticules inorganiques avec un moment magnétique
élevé et d’une taille de l’ordre de 10 nm afin de ne pas trop encombrer le noyau des cellules
à étudier, et que les nanoparticules puissent diffuser librement. Le protocole utilisé pour la
synthèse des IONP est un protocole de décomposition thermique à haute température, qui
permet d’obtenir des nanocristaux monodisperses avec une bonne cristallinité. Le moment
magnétique des nanoparticules peut être augmenté en synthétisant des nanoparticules de
taille supérieure.

2.1.1 Protocole de synthèse

La synthèse de nanocristaux d’oxyde de fer est bien maîtrisée depuis plusieurs années.
Ici le protocole utilisé est celui de Park [91]. Ce protocole est basé sur la décomposition d’un
oléate de fer à haute température dans un solvant à haut point d’ébullition, l’octadécène
(Figure 2.1).

Figure 2.1 – Résumé de la synthèse de nanocristaux d’oxyde de fer. Les ligands acide
oléique sont représentés en orange.

Synthèse de l’oléate de fer

L’oléate de fer est synthétisé à partir d’oléate de sodium et de chlorure de fer selon le
protocole décrit ci-dessous. Étant donné que l’oléate de fer n’est pas stable dans le temps,
la synthèse des IONP est réalisée avec un oléate de fer vieux de 2 semaines maximum [92].
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Protocole de synthèse du précurseur oléate de fer

40 mmol (10,8 g) de chlorure de fer(III) (FeCl3.6H2O, Sigma-Aldrich), 120 mmol (36,5 g) de sodium
oléate (Sigma-Aldrich), 60 mL d’eau distillée, 80 mL d’éthanol et 140 mL d’hexane sont mélangés
dans un ballon monocol de 500 mL avec un barreau aimanté. Le ballon est chauffé à 70°C pendant
4h dans un bain d’huile et sous agitation, avec un septum et une aiguille plantée dans le septum
pour éviter une surpression à cause des vapeurs d’hexane. Au cours de la réaction, le chlorure de
fer initialement présent dans la phase aqueuse se transforme en oléate de fer et passe dans la phase
organique. À la fin de la réaction, 50 mL d’hexane sont ajoutés au milieu réactionnel. Afin de retirer
le chlorure de fer et l’oléate qui n’auraient pas réagi, la phase organique est lavée plusieurs fois
avec 30 mL d’eau distillée dans une ampoule à décanter jusqu’à ce que l’eau soit claire. Lors de
l’agitation dans l’ampoule à décanter une émulsion brune peut se former, qui peut être cassée par
l’ajout de méthanol. Après lavage, la phase organique est récupérée dans un ballon taré et l’hexane
est évaporé à l’évaporateur rotatif. On obtient un liquide noir très visqueux.

Synthèse des nanocristaux

La synthèse des nanocristaux est réalisée en chauffant l’oléate de fer en présence d’acide
oléique dans l’octadécène, un solvant à haut point d’ébullition (315°C). Lors du chauffage,
l’oléate de fer se dissocie suite à la décarboxylation de l’oléate ce qui permet aux atomes
de fer de s’associer pour former les nanoparticules. Pour que la synthèse puisse donner
des nanocristaux monodisperes, il faut que les étapes de nucléation et de croissance des
nanocristaux soient bien séparées. Ici les deux étapes sont séparées par une rampe de
température très lente. La nucléation a lieu vers 240°C avec la dissociation d’un ligand
oléate, alors que la croissance a lieu vers 300°C avec la dissociation des deux oléates
restants [91]. Le protocole de cette synthèse est décrit ci-dessous, le montage expérimental
est décrit Figure 2.2.

Figure 2.2 – Schéma du montage expérimental de la synthèse de nanocristaux d’oxyde
de fer.
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Protocole de synthèse des IONP

Pour synthétiser des oxydes de fer de 8 nm de diamètre, 5 mmol d’oléate de fer (4,5 g, dans l’hexane),
1,25 mmol d’acide oléique (400 µL) et 25 g d’octadécène (31,7 mL) sont ajoutés dans un ballon tricol.
Le montage expérimental est représenté Figure 2.2. Après dégazage à 30°C, le contenu du ballon
est chauffé lentement jusqu’à 320°C selon une rampe de 3,3°C par minute. Le ballon est sous
flux d’argon jusqu’à 180°C pour retirer entièrement l’eau et l’hexane restant, puis sous couverture
d’argon. Une fois les 320°C atteints, le milieu réactionnel est chauffé à 320°C pendant 30 min. À la
fin de la réaction, le ballon est refroidi et son contenu est précipité dans l’éthanol avec de l’acide
oléique (5 mL de mélange réactionnel pour 5 mL d’acide oléique et 40 mL d’éthanol). Le précipité
obtenu est un solide noir. Les nanocristaux sont ensuite repris dans l’hexane.

Après lavage, on obtient les IONP de la Figure 2.3, observées par microscopie électro-
nique en transmission (TEM) grâce à Xiangzhen Xu au LPEM. Les IONP sont monodis-
perses, sphériques, et ont une bonne cristallinité, ce qui peut être observé sur l’image de
TEM à haute résolution (Figure 2.3b).

(a) Image synthèse Fe(oléate)3 (b) TEM Haute résolution

Figure 2.3 – Images TEM de synthèses nanocristaux avec Fe(oléate)3

Un autre protocole a été testé, celui décrit par Sun [93, 94] avec du fer(III) acetylacé-
tonate (Fe(acac)3) comme précurseur. Ce protocole de synthèse n’a pas été retenu car les
nanocristaux obtenus n’étaient pas monodisperes (Figure 2.4).
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(a) Solvant dodécanediol (b) Solvent hexadécanediol

Figure 2.4 – Images TEM de synthèses nanocristaux avec du Fe(acac)3 dans deux solvants

2.1.2 Mesure de la taille des nanoparticules

La taille des nanoparticules est mesurée sur les images TEM avec Matlab et la fonc-
tion regionprops qui détecte des régions sur des images et mesure leurs propriétés. Une
distribution de taille est ainsi obtenue.

La Figure 2.5 présente les images TEM et la taille mesurée correspondante pour trois
synthèses de IONP synthétisées avec des ratios acide oléique / oléate de fer différents. Plus
le ratio acide oléique / oléate est élevé, plus les nanoparticules sont grosses. Ce phénomène
a été observé notamment par Park et al. [91], Chen et al. [95] et Hufschimd et al. [96] mais
les causes ne sont pas bien comprises. Une quantité supérieure de ligands dans le milieu
réactionnel joue sûrement sur la stabilité des noyaux, mais il parait contre intuitif qu’une
plus grande quantité de ligands stabilisent une quantité plus faible de noyaux, amenant à
des nanoparticules plus grosses pour la même quantité de fer. Salas et al. [97] suggèrent
que l’acide oléique ralentit la formation des noyaux en stabilisant le précurseur, ce qui
explique un nombre de noyaux plus faible et des nanoparticules plus grosses.

Les nanoparticules présentées Figure 2.5a ont été synthétisées avec un ratio acide
oléique/ oléate de fer de 0,25. Le diamètre mesuré sur les images TEM sur 280 nano-
particules est de 7,9 ± 0,9 nm. Les nanoparticules Figure 2.5e ont été synthétisées avec un
ratio acide oléique/ oléate de fer de 0,91 et sont plus grosses : 17,6 ± 2 nm de diamètre,
mesuré sur 425 nanoparticules. Les nanoparticules de la Figure 2.5c ont un diamètre de
10,3 ± 1,7 nm, mesuré sur 2 566 nanoparticules. Cette synthèse a été réalisée selon le même
protocole que les nanoparticules Figure 2.5a, avec un ratio acide oléique/ oléate de fer de
0,25, mais le diamètre obtenu est supérieur. Cela pourrait s’expliquer par l’utilisation d’un
autre batch d’oléate de fer, qui était peut-être moins bien lavé et contenait peut-être en-
core de l’oléate libre, qui pourrait jouer le rôle de l’acide oléique lors de la synthèse et
participer à l’augmentation du rayon. Bronstein et al. [98] ont montré que les conditions
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de lavage ont une influence sur la structure et les propriétés de l’oléate de fer, et donc sur
les nanoparticules produites. Certaines nanoparticules de 17,6 nm de diamètre semblent
présenter une structure cœur/coque (Figure 2.5e). Il est possible qu’un cœur de wustite
Fe1-xO se soit formé lors de la synthèse. En effet il est reporté que pour des synthèses
de nanoparticules de diamètre élevé, avec de l’acide oléique, la formation d’un cœur de
wustite est favorisée [99].

Ce protocole permet ainsi d’obtenir des IONP monodisperses de plusieurs tailles dif-
férentes. Dans la suite de ce travail de thèse les nanocristaux utilisés seront ceux de 8 nm
(Figure 2.5a) et de 11 nm de diamètre (Figure 2.5c).
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(a) Image TEM, ratio acide oléique/ oléate
de fer de 0,25 (b) Diamètre 7,9 ± 0,9 nm

(c) Image TEM, ratio acide oléique/ oléate
de fer de 0,25 (d) Diamètre 10,3 ± 1,7 nm

(e) Image TEM, ratio acide oléique/ oléate
de fer de 0,91 (f) Diamètre 17,6 ± 2 nm

Figure 2.5 – Différents ratio acide oléique/ oléate de fer donnent différentes tailles de
nanocristaux. Image TEM à gauche et histogramme des diamètres à droite.
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2.1.3 Mesure du coefficient d’extinction molaire des nanoparticules

Dans la suite de la thèse il sera utile de pouvoir facilement mesurer la concentra-
tion en IONP d’une solution. Une méthode de mesure simple, rapide et non destructive
est la spectroscopie visible. Plus une solution de IONP est concentrée, plus elle absorbe
de la lumière dans le visible. Le spectre d’absorption UV-Visible des oxydes de fer est
présenté Figure 2.8. L’absorption est proportionnelle à la concentration selon la loi de
Beer-Lambert :

A = εlc

Où A est l’absorbance de la solution, mesurée au spectrophotomètre, ε est le coefficient
d’absorption molaire, l est la longueur de la cuve dans laquelle se trouve la solution et c
la concentration de la solution.

Il convient donc de mesurer ε pour les IONP.

Mesure à partir de la masse d’une quantité connue de nanoparticules

La première méthode employée a été de mesurer l’absorbance d’une solution de volume
connu puis de la sécher à l’étuve pour en mesurer la masse. Le nombre de nanocristaux dans
le volume pesé est estimé avec le diamètre moyen des nanocristaux, et la masse volumique
de la maghémite (5.24 g/cm3). Cette méthode donne une estimation peu précise du ε car
la masse pesée contient aussi les ligands de surface, et peut aussi contenir des polymères
d’octadécène, le solvant de la réaction. En effet, l’octadécène est un hydrocarbure insa-
turé qui peut polymériser spontanément avec lui-même aux fortes températures atteintes
pendant la synthèse. Cette polymérisation forme des polymères qui ont la même solubilité
que les nanocristaux stabilisés par les ligands acides oléiques. Ces polymères ne sont donc
pas éliminés lors de lavage par précipitation, et sont stockés avec les nanocristaux [100].

Mesure à partir du dosage du fer avec l’orthophénanthroline

Une autre méthode de détermination du ε a été utilisée : le dosage précis du fer contenu
dans une solution de IONP dissoutes dans l’acide chlorhydrique. Le dosage a été réalisé
par la complexation du fer avec l’ophen en présence d’un réducteur, l’acide ascorbique.

L’ophen réagit avec le Fe(II) pour former un complexe stable de couleur rouge orangé,
facilement dosable en spectroscopie visible, selon la réaction décrite en Figure 2.6. L’ophen
réagit uniquement avec le Fe(II) sans réagir avec le Fe(III) ce qui permet de doser unique-
ment le Fe(II) dans un mélange. Pour doser la quantité totale de fer dans un échantillon,
il faut ajouter un réducteur, comme l’acide ascorbique,qui permet de réduire le Fe(III) en
Fe(II).

Dans le cas de l’étude de nanocristaux, ceux-ci sont préalablement dissous dans l’acide
chlorhydrique à l’étuve à 60°C, pour que le fer soit libre pour réagir avec l’ophen. Le
protocole détaillé est en Annexe 4.3.4.
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Figure 2.6 – Schéma de la réaction entre le Fe(II) et l’ophen, qui produit un complexe
rouge orangé.
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Figure 2.7 – Spectre d’absorption du complexe Fe-ophen. On observe que l’ophen ne
forme pas de complexe coloré avec le Fe(III).

On trouve un ε deux fois plus élevé avec cette méthode de mesure qu’avec la mesure
précédente, de 10 µM-1.cm-1 à 400 nm pour les IONP de 8 nm de diamètre.

Mesure à partir du dosage du fer par spectrométrie d’émission atomique à
plasma à couplage inductif

Le résultat de la mesure de ε a été confirmé avec une analyse de l’échantillon par
spectrométrie de masse à plasma à couplage inductif (ICP-AES), technique de mesure très
précise, par l’équipe de Bich-Thuy Doan, à Chimie Paris. Le dosage du fer par l’ophen
permet une bonne mesure de la concentration en fer d’un échantillon car une différence
de moins de 5 % a été observée avec la mesure en ICP-AES. On en déduit un coefficient
d’absorption molaire de 10 µM-1.cm-1 à 400 nm, en ayant soustrait l’absorbance à 800 nm,
pour les IONP de 8 nm de diamètre. On en déduit par le calcul les coefficients pour les
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autres tailles, le ε variant avec le volume de la nanoparticule :

diamètre des NC ε en µM-1.cm-1 à 400 nm
7.9 nm 10
10.3 nm 22
17.6 nm 110

Table 2.1 – Tableau récapitulatif des coefficients d’absorption molaire pour les nanocris-
taux (NC) synthétisés.
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Figure 2.8 – Spectre d’absorption des nanocristaux d’oxyde de fer de 8 nm.

2.1.4 Détermination de la phase cristallographique synthétisée

Les IONP synthétisées peuvent être formés de phases cristallographiques différentes :
la magnétite et la maghémite. La magnétite (Fe3O4) est un mélange de fer au degré
d’oxydation II (Fe(II))(1/3) et de fer au degré d’oxydation III (Fe(III))(2/3). La maghémite
(γ-Fe2O3) est composée uniquement de Fe(III). Les deux cristaux ont des spectres de
diffraction des rayons X, (DRX) similaires car ils ont la même structure spinelle et des
paramètres de maille proches , ils ne peuvent donc pas être identifiés facilement par cette
méthode. Afin de connaître le type de nanocristaux produits, le ratio de Fe(II) / Fe(III)
dans les nanocristaux synthétisés a été mesuré via le dosage avec de l’orthophénanthroline
(ophen). L’ophen réagit uniquement avec le Fe(II) sans réagir avec le Fe(III) ce qui permet
de doser uniquement le Fe(II) dans un mélange.

On observe que, quelques jours après la synthèse, 25 % des ions fer sont des ions Fe(II)
pour les IONP de 11 nm de diamètre. Dans la magnétite pure il y a 1/3 de Fe(II) donc cela
suggère que l’échantillon est composé de magnétite à 75 %. La mesure est refaite 12 mois
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après la synthèse, l’échantillon ne contient plus que 6 % d’ions Fe(II). Pour les IONP de
8 nm de diamètre l’analyse réalisée 8 mois après la synthèse indique 4 % d’ions Fe(II). Ces
résultats sont en accord avec ce qui est rapporté dans la littérature : les nanoparticules
de magnétite sont très sensibles à l’oxydation et se transforment en maghémite, et ce
d’autant plus qu’elles sont petites : les nanoparticules de moins de 8 nm sont composées
exclusivement de maghémite [101]. La spectroscopie Mössbauer peut aussi être utilisée
pour réaliser cette mesure car elle est sensible au degré d’oxydation des atomes de fer
[102].

Il semble donc que, quelques mois après la synthèse, les nanoparticules sont composées
majoritairement de maghémite. Ce résultat est confirmé dans la partie suivante grâce à la
mesure de la magnétisation à saturation des nanocristaux.

2.1.5 Mesure de la magnétisation à saturation des nanocristaux

La magnétisation à saturation des nanocristaux est mesurée par Magnétomètre à
échantillon vibrant (Vibrating-sample magnetometer,VSM). L’échantillon est placé dans
un fort champ magnétique qui l’aimante. Son moment magnétique crée un champ qui
varie dans le temps quand l’échantillon vibre. Ce champ magnétique induit un courant
électrique dans les bobines de détection, qui est proportionnel au moment magnétique
de l’échantillon. Les mesures ont été réalisées sur un appareil PPMS (Physical Property
Measurement System) Quantum Design sur la Plateforme Mesures Physiques à Basses
Températures de Sorbonne Université, par David Hrabovsky. Les mesures ont été réalisées
sur des nanocristaux en solution aqueuse tamponée à pH=7,5 avec un tampon HEPES, ou
en solution dans le DMSO. Le changement de solvant des nanocristaux est décrit Partie 2.3.
Les échantillons mesurés sont constitués de 8 µL de solution de concentration connue (en-
viron 10 µM en nanoparticules) introduits dans une gélule, puis de 8 µL d’huile de silicone
ajoutés au-dessus de la solution pour éviter que le liquide ne bouge ainsi que les fuites.

Les courbes d’aimantation de la Figure 2.9 sont obtenues. Ici la contribution diamagné-
tique du porte-échantillon, du tube et de l’eau a été estimée en faisant un ajustement de
courbe linéaire entre 10 000 et 20 000 Œrsted (Oe), puis a été soustraite. Pour les échan-
tillons dans le DMSO aucune contribution diamagnétique n’est visible (il n’y a pas de
baisse du moment magnétique à très fort champ), donc elle n’a pas été soustraite. La
courbe de démagnétisation est incluse, il n’y a pas de rémanence de moment magnétique
lors de la démagnétisation.

diamètre des NC Solvant emu/g emu/NC
8 nm tampon HBS 47 6,6x10-17

8 nm DMSO 36 5,1x10-17

11 nm tampon HBS 71 47x10-17

Table 2.2 – Moment magnétique de différents nanocristaux d’oxyde de fer

Ces mesures d’aimantation ont été réalisées plusieurs mois après la synthèse des nano-
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(b) Nanocristaux 11 nm de diamètre

Figure 2.9 – Courbe d’aimantation à 310K des nanoparticules.

cristaux, ils sont donc composés majoritairement de Fer(III). L’aimantation à saturation
de la maghémite est de 78 emu/g [36]. L’aimantation obtenue est donc proche de l’ai-
mantation à saturation de la maghémite pour les nanocristaux de 11 nm de diamètre, ce
qui confirme que ces nanocristaux sont composés de maghémite. Pour les nanocristaux de
8 nm l’aimantation obtenue est faible. Cette diminution est peut-être liée au phénomène
spin canting, le non alignement selon le champ magnétique externe des dipôles de surface.

Des mesures similaires ont été réalisées au LPEM grâce à Brigitte Leridon avec un ma-
gnétomètre SQUID Quantum Design sur des échantillons de nanoparticules en poudre. Les
nanoparticules recouvertes de ligands acides oléiques dans l’hexane, soit la solution stock
juste après synthèses, sont séchées dans les gélules porte-échantillon. Des aimantations
plus faibles ont été mesurées, de 15 emu/g pour les nanoparticules de 8 nm de diamètre
cristallin et 60 emu/g pour les nanoparticules de 11 nm de diamètre cristallin. Cette valeur
plus faible peut s’expliquer par la forme du dépôt non homogène qui pourrait induire un
moment démagnétisant dans l’échantillon. Les mesures de magnétisation des nanocristaux
recouverts de ligands, en solution, sont retenues.
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2.2 Synthèse des polymères zwitterioniques

Les nanoparticules ont besoin de ligands pour assurer leur stabilité colloïdale. À la
fin du protocole décrit ci-dessus, les IONP sont recouvertes d’acide oléique, qui permet
leur stabilisation dans des solvants organiques comme l’hexane. Or pour leur application
en tant que nanosondes magnétiques elles vont devoir être stables en milieu aqueux : les
ligands doivent donc être changés. En plus de devoir assurer la stabilité colloïdale des
nanoparticules d’oxyde de fer en milieux aqueux, les ligands doivent leur permettre d’être
stables dans un environnement biologique complexe : le noyau d’une cellule vivante. Pour
être efficace en tant que nanosonde, il est nécessaire que la nanoparticule soit aussi furtive,
c’est-à-dire qu’elles n’interagissent pas avec son environnement biologique de manière non
spécifique. Les zwitterions sont de bons candidats pour satisfaire à ces critères, comme ex-
pliqué dans le premier chapitre partie 1.3.5. Il a été démontré dans de précédents travaux
[87] que des quantum dots recouverts de ligands zwitterioniques sont furtifs dans le cyto-
plasme de cellules vivantes. Cette partie va décrire la synthèse de ligands zwitterioniques
capables de s’accrocher sur des IONP. Le zwitterion choisi dans le cadre de cette thèse
est le sulfobétaïne, car c’est celui qui a montré les meilleurs résultats lors de l’étude de
Debayle et al. [87]. Le ligand synthétisé est un polymère à bloc, contenant donc un bloc
sulfobétaïne, et un deuxième bloc permettant l’accroche du ligand sur la nanoparticule.
Un bloc phosphonate a été choisi comme groupement d’accroche, car il a montré de bons
résultats sur des oxydes de fer [69, 103, 68, 104]. Des groupements azotures ou amines
sont aussi introduits dans le polymère, en tant que fonctions réactives pour pouvoir ulté-
rieurement ajouter des protéines, fluorophores ou petites molécules sur les polymères. La
Figure 2.10 présente un schéma et la formule chimique du polymère utilisé.

Figure 2.10 – Schéma d’une nanoparticule d’oxyde de fer entourée de ligands
poly(sulfobétaïne/azoture-bloc phosphonate). Le bloc phosphonate est représenté en rouge
sur le schéma, le bloc sulfobétaïne en bleu. En vert est représenté le groupe azoture, réparti
statistiquement sur le bloc sulfobétaine, qui est nécessaire pour la fonctionnalisation du
polymère.
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Polymérisation RAFT

La polymérisation radicalaire contrôlée par transfert de chaîne réversible par addition-
fragmentation (en anglais Reversible Addition-Fragmentation Chain Transfer (RAFT)) est
employée pour synthétiser les polymères. Cette technique de polymérisation est utilisée
dans le laboratoire depuis quelques années pour synthétiser des polymères zwitterioniques
à bloc [105]. C’est un type de polymérisation radicalaire, c’est-à-dire que les réactifs sont
des radicaux, des molécules possédant un électron non apparié, donc très réactifs. La
polymérisation radicalaire classique, où des monomères radicaux réagissent ensemble pour
former un polymère, a l’inconvénient de créer des chaînes de tailles très différentes : deux
chaînes de polymères peuvent réagir ensemble ce qui arrête leur croissance. C’est une
réaction de terminaison, réaction 5 de la Figure 2.11. Dans la polymérisation RAFT un
agent de transfert de chaîne, ou agent RAFT, est utilisé pour contrôler la réaction. L’agent
RAFT utilisé ici est un dithioester, espèce 1 de la Figure 2.11. Il réagit avec les chaînes
en croissance pour les rendre temporairement inactives, on les appelle dormantes, par
une réaction covalente réversible, c’est la réaction 2. Les chaînes dormantes ne peuvent
pas subir de réaction de terminaison. La réaction avec le dithioester est réversible, une
chaîne dormante peut transférer la fonction dithioester à une chaîne active. Celle-ci devient
dormante, et la chaîne précédemment dormante redevient active et peut donc continuer sa
croissance. C’est la réaction 4. La proportion des chaînes dormantes est bien plus grande
que celle de chaînes actives, et l’équilibre est très rapide, donc toutes les chaînes ont le
même temps de vie ce qui leur permet de grandir à la même vitesse et donc d’avoir la
même taille. Ce phénomène permet d’avoir une évolution linéaire des masses molaires en
nombre en fonction du ratio monomère/ agent RAFT et une dispersion limitée des masses
molaires. L’agent RAFT est conservé après lavage du polymère donc chaque polymère
peut donc agir comme un macro agent RAFT, ce qui permet de synthétiser un deuxième
bloc sur le polymère [106, 107, 108].
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Figure 2.11 – Schéma explicatif de la polymérisation RAFT, issu de [106].

2.2.1 Synthèse du premier bloc, le bloc poly(sulfobétaïne)

La synthèse du polymère commence donc par celle du premier bloc, le poly(sulfobétaïne),
le bloc qui permet de rendre les IONP solubles en milieu aqueux et furtives. Le mo-
nomère est un méthacrylate sulfobétaïne (SPE). L’agent RAFT utilisé est un acide 4-
cyanopentanoïque dithiobenzoate (CADB) (Figure 2.13). Il est de couleur rose vif. Le ra-
tio de quantité de matière agent RAFT/monomère choisi détermine la taille du polymère.
Idéalement, il y a un agent RAFT par chaîne, donc le degré de polymérisation (DPn)
devrait être :

DPn = [Monomère]
[CADB] (2.1)

Mais le rendement n’est pas de 100 %, mais plutôt de r=75 %, donc le DPn devrait
être de
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DPn = r ∗ [Monomère]
[CADB] (2.2)

Expérimentalement, on observe que tous les CADB ne sont pas actifs, ce qui augmente
le DPn, donc la quantité de CADB est choisie telle que :

[CADB] = 2 ∗ [Monomère]
[DPn,visé]

(2.3)

Ce ratio peut avoir besoin d’être ajusté selon le batch de CADB ou le DPn visé. Debayle
et al. [87] ont montré que le comportement des nanoparticules avec des zwitterions est
indépendant de la masse molaire du groupe poly(zwittterion) entre 3 000 et 20 000 g/mol.
Les masses molaires des polymères synthétisés sont dans cet intervalle.

L’amorçage de la réaction se fait de manière thermique, avec des initiateurs de ra-
dicaux qui se décomposent thermiquement en dégageant du diazote. Le 2,2-Azobis(2-
methylpropionamidine) dihydrochloride (V50) est utilisé en milieu aqueux et l’azobisiso-
butyronitrile (AIBN) est utilisé en milieu organique. Ces molécules sont présentées Fi-
gure 2.12. La synthèse est réalisée de préférence en milieu organique, dans de l’acide acé-
tique et avec de l’AIBN, car le CADB est plus soluble dans l’acide acétique que dans l’eau.
La synthèse peut être réalisée dans l’eau avec du V50 comme initiateur pour des polymères
longs, car la concentration de CADB est plus faible. Le schéma de la réaction est présenté
Figure 2.13. On utilise 1/5 équivalent d’initiateur pour 1 équivalent de CADB. Ce ratio
doit rester faible pour limiter le nombre de chaînes issues de l’amorceur sans agent RAFT.
Le protocole de synthèse est décrit ci-dessous. Un monomère méthacrylamide (SPP) peut
aussi être utilisé lors de cette synthèse. Sa réaction est plus lente, et pour éviter une hy-
drolyse du dithioester du CADB le temps de réaction est limité à 4 heures. Le rendement
de la synthèse avec le SPP est donc plus bas, le monomère SPE lui est donc préféré. Le
polymère obtenu est appelé P(SPE) ou P(SPP), en fonction du monomère utilisé.
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Figure 2.12 – Réactifs pour la synthèse de polymère RAFT. Le 4-cyanopentanoïque
dithiobenzoate (CADB) est l’agent RAFT. Le 2,2-Azobis(2-methylpropionamidine) dihy-
drochloride (V50) et l’azobisisobutyronitrile (AIBN) sont les initiateurs de radicaux.
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Protocole de synthèse du premier bloc sulfobétaïne : P(SPE)

Le polymère sulfobetaine méthacrylate a été synthétisé par polymérisation radicalaire contrôlée
par transfert de chaîne réversible par addition-fragmentation (en anglais Reversible Addition-
Fragmentation Chain Transfer (RAFT)) comme décrit dans [105]. Le monomère sulfobetaïne
méthacrylate (3-((2-(methacryloyloxy) ethyl) dimethylammonio) propane-1-sulfonate) (6.04 g,
21.6 mmol) est dissous dans 6 mL d’eau ultra pure dans un ballon puis 54 mL d’acide acétique
sont ajoutés. L’agent de transfert de chaîne, l’acide 4-cyanopentanoïque dithiobenzoate (CADB)
(1.208g, 4,32 mmol) et l’azobisisobutyronitrile (AIBN)(141mg, 0.864 mmol) sont ensuite ajoutés. Le
mélange est agité, le ballon monocol est fermé avec un septum, de l’argon est mis à buller pendant
une heure pour retirer toute trace d’oxygène dissous, puis chauffé à 70°C dans un bain d’huile
pendant 4 heures. Le polymère est ensuite précipité dans l’acétone et purifié par dissolution dans
un minimum d’eau puis reprécipité une fois dans l’acétone et une fois dans l’éthanol. Le polymère
est enfin séché sous vide et stocké à 4°C jusqu’à utilisation.
La synthèse dans l’acide acétique avec initiateur AIBN est préférée pour des synthèses de polymère
court (<5 000 g/mol) pour améliorer la solubilité du CADB dont la concentration est élevée. Pour
une synthèse de polymère plus long la concentration en CADB est plus faible donc la synthèse
peut être réalisée dans l’eau, avec un tampon acétate à pH=5, pour limiter l’hydrolyse du CADB,
et avec du V50 comme initiateur. Il faut alors préalablement dissoudre le CADB dans un volume
minimum de NAOH 0,2M pour le déprotoner et permettre sa solubilité dans l’eau. Cette étape
doit être rapide car dans l’eau à pH basique le CADB s’hydrolyse vite.

Le rendement de la réaction est typiquement autour de 75 %. Il est estimé en RMN.
La Figure 2.14 montre le spectre RMN du monomère SPE, en haut, et du produit de
la réaction avant lavage, en bas. Les pics entre 5,5 et 6 ppm sont caractéristiques des
alcènes, donc du polymère qui n’a pas réagi. En comparant leur intégration avec celle des
autres pics du monomère il est possible de calculer le rendement, ici de 75 %. Ce calcul de
rendement est en accord avec le rendement obtenu par pesée du produit sec après lavage.
Un élargissement des pics des protons du monomère est visible sur le spectre après réaction,
ce qui est caractéristique d’une polymérisation. Un spectre RMN du polymère après lavage
et séchage permet aussi d’avoir une estimation du nombre de monomères par chaîne. Il
est estimé en calculant le ratio de l’intensité des protons du CADB (h sur la Figure 2.15)
avec ceux du sulfobétaïne. Sur la Figure 2.15 un DPn de 17 est mesuré. Une analyse par
chromatographie de perméation sur gel (Gel permeation chromatography, GPC), un type
de chromatographie d’exclusion stérique, réalisée par Mohammed Hanafi au laboratoire
Sciences et Ingénierie de la Matière Molle (SIMM) permet de conclure sur la masse molaire
des polymères synthétisés. Les mesures de masse molaire en nombre obtenues par GPC
confirment la validité des mesures par RMN. La technique de polymérisation RAFT permet
d’avoir des chaînes de polymères monodisperses en nombre de monomères. La dispersité,
définie comme le ratio de la masse molaire moyenne en masse sur la masse molaire moyenne
en nombre, Ð = Mw/Mn, mesuré en GPC, est autour de 1.1. Un exemple de profil
d’élution de GPC obtenu pour un P(SPE) est présenté Figure 2.16.
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Figure 2.13 – Réaction de la synthèse du premier bloc : P(SPE)

Figure 2.14 – Comparaison du spectre RMN du monomère SPE et du polymère P(SPE)
avant lavage. Après la polymérisation, on observe un élargissement des pics des protons
du polymère, et la diminution des pics des protons alcènes autour de 6 ppm du monomère
méthacrylate.
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Figure 2.15 – RMN du premier bloc P(SPE) après lavage.
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Figure 2.16 – GPC du bloc P(SPE) après lavage.
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2.2.2 Synthèse du deuxième bloc, le bloc poly(phosphonate)

La polymérisation RAFT permet de faire des polymères à bloc. La deuxième étape de
la synthèse est l’ajout d’un deuxième bloc de monomères phosphonate qui vont permettre
l’accroche du polymère sur la nanoparticule. Le bloc poly(phosphonate) est composé d’en-
viron cinq monomères phosphonates. On utilise du (methacryloyloxy)methyl acide phos-
phonique, nommé MAPC1, comme monomère pour la polymérisation comme illustré Fi-
gure 2.17. Le polymère poly(sulfobétaïne) avec un bloc phosphonate est nommé P(SPE-b-
MAPC1). Le polymère issu de la première réaction joue le rôle d’un macro agent RAFT
pour la synthèse du deuxième bloc. Le bon déroulement de la polymérisation est vérifié
par RMN. La disparition des protons alcènes du monomère, et l’apparition de protons
liés au bloc phosphonate sont visibles sur la Figure 2.18. L’intégration des protons du bloc
phosphonate, (i), correspond à 5 monomères phosphonate. L’ajout du deuxième bloc en-
traîne une augmentation de la masse molaire mesurée en GPC : par exemple un polymère
P(SPE) est passé d’une masse molaire moyenne en nombre Mn=17 850 à Mn=18 560 g/mol
après réaction avec 5 équivalents de monomères phosphonates. Cette différence de masse
correspond à l’ajout de 4 monomères (Mw=180.1 g/mol). La courbe de GPC de l’indice
de réfraction en fonction du volume de rétention est présentée Figure 2.19. La différence
de volume de rétention, donc de masse molaire, est visible entre les deux polymères. Le
polymère P(SPE-b-MAPC1) a une masse molaire plus élevée, il passe moins de temps
dans les pores de la colonne de GPC, donc il sort à un volume plus faible. Le détail du
protocole est décrit ci-dessous.
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Figure 2.17 – Réaction de la synthèse du deuxième bloc, P(SPE-b-MAPC1).
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Protocole de synthèse du deuxième bloc phosphonate : P(SPE-b-MAPC1)

1 équivalent du polymère P(SPE) préalablement synthétisé est dissous dans 20 mL d’eau dans un
ballon monocol. 5 équivalents d’acide phosphonique methacrylate(MAPC1 acid, Specific Polymers,
conservé à 4°C sous argon) (180,1 g/mol) et un équivalent de 2,2-azobis(2-amidinopropane) dihy-
drochloride (V50) sont ajoutés. Le mélange est agité et de l’argon est mis à buller pendant une
heure, puis le ballon est mis à chauffer à 70°C pendant 6h dans un bain d’huile. Le polymère est
ensuite précipité dans l’acétone et purifié par dissolution dans un minimum d’eau puis reprécipité
une fois dans l’acétone et une fois dans l’éthanol. Le polymère est enfin séché sous vide et stocké
à 4°C jusqu’à utilisation.

Figure 2.18 – RMN du polymère P(SPE-b-MAPC1), après synthèse du deuxième bloc
et après lavage.
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Figure 2.19 – Superposition des courbes de GPC du polymère P(SPE) et P(SPE-b-
MAPC1), soit après la réaction avec le phosphonate.

2.2.3 L’ajout d’une fonction réactive sur le polymère

Les étapes précédentes permettent de synthétiser un polymère à bloc sulfobétaïne-
phosphonate, P(SPE-b-MAPC1). On introduit des fonctions réactives dans le polymère
pour pouvoir greffer des colorants fluorescents et fonctionnaliser les nanoparticules ma-
gnétiques avec des protéines pour qu’elles puissent cibler la chromatine. Ces fonctions
réactives peuvent être un azoture (N3) ou une amine primaire (NH2). La fonction peut
être placée à l’extrémité du polymère ou répartie de manière statistique dans la chaîne
de sulfobétaïne. Les différentes structures de polymères alors obtenues sont présentées Fi-
gure 2.20 Ces deux types de polymères ont été synthétisés pour comparer leur efficacité
lors de réaction de couplage avec un fluorophore ou une protéine.
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Figure 2.20 – Les différents types de polymères, avec la fonction réactive azoture ou
amine, répartie de manière statistique dans la chaîne de sulfobétaïne (dit "stat") ou placée
à l’extrémité du polymère (dit "term").

Ajout d’une fonction réactive en statistique sur la chaîne sulfobétaïne

Pour la répartition statistique, des monomères possédant une fonction amine ou azo-
ture sont ajoutés dans la première étape de synthèse, et réagissent en même temps que les
monomères sulfobétaïnes, selon la réaction Figure 2.22. Le ratio azoture ou amine / sulfo-
bétaïne est fixé à 1/7. Le polymère sulfobétaïne avec des azotures en statistique est noté
P(SPE/N3), celui avec des amines P(SPE/NH2). Les monomères sont des méthacrylates
ou méthacrylamides. Le monomère amine, N-(3-Aminopropyl)methacrylamide hydrochlo-
ride, est disponible commercialement, le monomère azoture doit être synthétisé.

La synthèse du monomère azoture se fait en ajoutant un méthacrylate sur la molécule
11-azido-3,6,9-trioxaundecan-1-amine (NH2-PEG-N3). Le chlorure d’acyle de l’acide mé-
thacrylique, le méthacryloyle chloride, réagit sur l’amine pour créer une fonction amide
selon une réaction de Schotten-Baumann (Figure 2.21).
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Figure 2.21 – Schéma de la réaction de la synthèse du monomère azoture méthacrylate.
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Figure 2.23 – Réaction de synthèse du deuxième bloc sur le bloc avec le monomère
azoture en statistique, P(SPE/N3-b-MAPC1).

Protocole de synthèse du monomère méthacrylamide azoture

1 équivalent de 11-azido-3,6,9-trioxaundecan-1-amine (NH2-PEG-N3) (Sigma) (218,25 g/mol, 0,5g,
2,3 mmol), 1 équivalent de méthacryloyle chloride (104,535 g/mol) et 2 équivalents de triéthylamine
(101,19 g/mol, 4,6 mmol, 641 µL), et 20 mL de dichlorométhane, anhydres, sont mis dans un ballon
purgé avec de l’argon et fermé par un septum, avec une seringue. La triéthylamine sert à capter
l’acide chlorhydrique et à éviter son dégagement sous forme gazeuse. La réaction dure 24 heures,
sous agitation et à température ambiante. Une chromatographie sur colonne de silice est ensuite
réalisée pour purifier le produit. L’éluant est un mélange dichlorométhane 10 : 0,2 méthanol. La
chromatographie sur couche mince est utilisée pour détecter la fraction dans laquelle est le pro-
duit. Le solvant est ensuite retiré à l’évaporateur rotatif, et le monomère est stocké à 4°C jusqu’à
utilisation.

Protocole de synthèse P(SPE/N3) ou P(SPE/NH2)

Pour ajouter une fonction amide ou azoture en statistique dans le bloc zwitterion, 1 mono-
mère amine ou azoture pour 7 monomère sulfobétaïne est ajouté lors de la synthèse du premier
bloc. Le monomère azoture est celui préalablement synthétisé, le monomère amine est le N-(3-
aminopropyl)methacrylamide hydrochloride (Sigma-Aldrich)
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Protocole de synthèse P(SPE/N3-b-MAPC1) ou P(SPE/NH2-b-MAPC1)

Le protocole de synthèse des polymères P(SPE/N3-b-MAPC1) et P(SPE/NH2-b-MAPC1) est le
même que celui de la synthèse du polymère P(SPE-b-MAPC1), en remplaçant le P(SPE) par
du P(SPE/N3) ou P(SPE/NH2). Soit : 1 équivalent du polymère P(SPE/N3) ou P(SPE/NH2)
préalablement synthétisé est dissous dans 20 mL d’eau dans un ballon monocol. 5 équivalents
d’acide phosphonique methacrylate(MAPC1 acid, Specific Polymers, conservé à 4°C sous argon)
(180,1 g/mol) et un équivalent de 2,2-azobis(2-amidinopropane) dihydrochloride (V50) sont ajoutés.
Le mélange est agité et de l’argon est mis à buller pendant une heure, puis le ballon est mis à chauffer
à 70°C pendant 6h dans un bain d’huile. Le polymère est ensuite précipité dans l’acétone et purifié
par dissolution dans un minimum d’eau puis reprécipité une fois dans l’acétone et une fois dans
l’éthanol. Le polymère est enfin séché sous vide et stocké à 4°C jusqu’à utilisation.

Ajout d’une fonction réactive à l’extrémité du polymère

Pour ajouter une fonction réactive à l’extrémité du bloc zwitterion, la fonction acide
carboxylique sur l’agent de transfert CADB est utilisée. Cet acide carboxylique peut réagir
avec une amine par une réaction peptidique. La réaction peptidique a été fréquemment
utilisée au cours de cette thèse, son fonctionnement est décrit en Annexe 4.3.4. La fonction
acide carboxylique est activée au carbodiimide, avec du 1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl)carbodiimide
(EDC) et du N-hydroxysuccinimide (NHS). La molécule utilisée est soit de l’éthylène di-
amine pour avoir une fonction amine terminale, ou le 11-azido-3,6,9-trioxaundecan-1-amine
pour avoir une fonction azoture. Pour éviter une compétition avec la fonction dithioester
lors de cette réaction, elle est d’abord supprimée par réaction radicalaire avec de l’AIBN
en excès (Figure 2.24). L’efficacité de cette réaction est contrôlée par RMN, avec la dispa-
rition des protons du groupe phényle entre 7,5 et 8 ppm. Le protocole des réactions est
décrit ci-dessous.
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Protocole synthèse du polymère P(SPE-bMAPC1)-N3 ou P(SPE-bMAPC1)-NH2

Pour retirer le groupe dithioester, le polymère est d’abord dissous dans 1 mL d’eau dans un ballon
monocol puis 50 équivalents d’AIBN et 8 mL d’acide acétique sont ajoutés. Le volume d’acide
acétique peut être augmenté si l’AIBN ne se dissout pas bien. Le mélange est agité, le ballon
monocol est fermé avec un septum, de l’argon est mis à buller pendant une heure pour retirer
toute trace de dioxygène dissous, puis chauffé à 70°C dans un bain d’huile pendant 4 heures. Le
polymère est ensuite précipité dans l’acétone et purifié par dissolution dans un minimum d’eau
puis reprécipité une fois dans l’acétone et une fois dans l’éthanol. Le polymère est enfin séché sous
vide et stocké à 4°C jusqu’à la prochaine étape.
Ajout de la fonction réactive par réaction peptidique :
10 équivalents d’EDC et de NHS sont ajoutés dans une solution contenant le polymère avec un
tampon MES à pH=6 100 mM MES/150 mM NaCl. Après une heure de réaction à température
ambiante l’acide carboxylique est activé, donc l’éthylène diamine ou le NH2-PEG-N3 (Sigma Al-
drich) peut être ajouté. Mais la fonction amine doit être déprotonée pour pouvoir réagir, donc le
pH doit être basique, mais pas trop basique, car cela augmente la cinétique d’hydrolyse de l’acide
carboxylique activé. Un pH à 8,2 est le meilleur compromis. Le pH est donc ajusté à 8,2 avec un
tampon HEPES. Après 2 heures de réaction le polymère est précipité trois fois dans l’acétone pour
être purifié, puis séché sous cloche à vide avant stockage à 4°C jusqu’à utilisation.

2.3 Échange de ligands

Lors de la synthèse des IONP, celles-ci sont stabilisées par de l’acide oléique. C’est ce
qui leur donne leur stabilité colloïdale lorsqu’ils sont stockés dans l’hexane. Ces ligands
acides oléiques permettent la solubilisation et la stabilité dans un milieu apolaire mais non
dans un milieu aqueux, il faut donc procéder à un échange de ligands afin de retirer les
ligands acides oléiques et mettre les ligands zwitterioniques, qui permettront aux IONP
d’être stables dans l’eau et furtives dans les milieux biologiques. Le protocole est schéma-
tisé Figure 2.25. Il consiste en deux étapes : dans la première, les ligands acides oléiques
sont complètement retirés de la surface de la nanoparticule, puis dans la deuxième, les
poly(zwitterion-b-phosphonate) sont attachés à la surface des nanoparticules.

Figure 2.25 – Schéma du protocole d’échange de ligands.

2.3.1 Décapage de la surface des nanoparticules pour retirer les ligands
acides oléiques et rendre les nanoparticules solubles dans l’eau

La première étape est issu du protocole de Dong et al. [109]. Le principe est de décaper
la surface des nanoparticules avec du nitrosonium tetrafluoroborate (NOBF4) pour retirer
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les ligands acides oléiques. Les nanoparticules dans l’hexane sont mises en contact avec
le NOBF4 dans le diméthylformamide (DMF). Les deux solvants ne sont pas miscibles,
deux phases se forment. Les ions NO+ réagissent avec des molécules d’eau présentes en
petite quantité dans le milieu pour former de l’acide nitreux, HNO2, pKa=3,4. Dong et
al. [109] font l’hypothèse que cette acidification entraîne la reprotonation des molécules
d’acide oléique qui sont sous forme oléate pour réagir avec la surface de la nanoparticule,
et que cette reprotonation cause le départ du ligand de la surface de la nanoparticule.
Les nanoparticules se retrouvent alors sans ligands avec juste des charges de surface dues
aux ions fer, et migrent dans le DMF. Le DMF très polaire et les ions BF4- vont alors
se mettre autour des nanoparticules et les stabiliser, comme illustré Figure 2.25. Après
lavage les nanoparticules sont stockées dans le diméthylsulfoxide (DMSO) et sont stables
plusieurs mois.

Protocole de décapage des nanoparticules

4 nanomoles d’IONP dans l’hexane sont lavées pour retirer l’excès d’acide oléique par addition de
1 mL d’éthanol suivi de centrifugation. Les nanoparticules sont ensuite resuspendues dans l’hexane.
Sont ensuite ajoutés 500 µL d’une solution de nitrosonium tetrafluoroborate (NOBF4) à 25 mg/mL
dans le dimétylformamide (DMF). Deux phases se forment. Le mélange est agité doucement pen-
dant 12h. Les nanoparticules une fois décapées passent de la phase supérieure hexane à la phase
inférieure DMF. Après trois lavages avec une solution 50/50 toluène/hexane suivis de centrifu-
gation, les 4 nanomoles de nanoparticules sont resuspendues dans 100 µL de diméthylsulfoxyde
(DMSO) dans lequel elles sont stables pour plusieurs mois.

2.3.2 Ajout des polymères zwitterioniques P(SPE-bMAPC1) pour re-
couvrir la surface des nanoparticules

Afin d’ajouter les ligands zwitterioniques les nanoparticules sont redispersées dans une
solution d’eau ultrapure contenant les polymères en excès. Le phosphonate est une espèce
acide : il possède deux acidités, avec un pKa autour de 3 pour la première et de 5-6 pour
la deuxième [68]. L’interaction entre les phosphonates et la surface d’une nanoparticule
d’oxyde de fer est favorisée par des interactions électrostatiques, [104, 67]. Les groupes
phosphonates négativement chargés sont attirés par la surface de la nanoparticule de fer
positivement chargée. Pour que cette interaction se fasse il faut donc être à un pH supérieur
au premier pKa du phosphonate, pour qu’ils soient chargés négativement, et inférieur au
point isoélectrique des nanoparticules, pH où le potentiel zêta est nul car il y a autant
de charges positives que négatives à la surface de la nanoparticule. Pour des IONP non
fonctionnalisées ce point est atour de pH=7 [104].

Le pH lors de l’échange doit donc être situé entre 2 et 7. Cette situation est résumée
Figure 2.26. La solution de polymères dans l’eau possède une acidité autour de pH=3,5,
ce qui convient. Aucun tampon n’est ajouté à cette étape car les nanoparticules ne sont
pas stables dans une solution salée, qui sûrement écrantent les charges responsables de la
stabilité des nanoparticules. Le mélange est soniqué pendant 5 min puis le pH est remonté
jusqu’à 7.5 par ajout de gouttes de soudes. En effet au bout de 5 min les ligands phos-
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Figure 2.26 – Schéma des conditions de pH nécessaires pour la fonctionnalisation des
nanoparticules d’oxyde de fer, représentées en vert, selon le point isoélectrique (pI) des
nanoparticules non fonctionnalisées et du pka d’un ligand phosphonate. Adapté de [68].

phonates se sont adsorbés sur la surface de la nanoparticule, augmenter le pH permet de
totalement déprotoner les phosphonates pour qu’ils puissent finir de s’adsorber à la surface
de la nanoparticule.

Après 12 heures de réaction à température ambiante, les ligands ont recouvert la sur-
face des nanoparticules, et elles sont donc stables dans l’eau dans une grande gamme de
pH et de salinité. Lors de l’ajout d’eau sur les nanoparticules dans le DMSO leur stabilité
diminue, et quelques agrégats se forment. Ils sont retirés par ultracentrifugation sur gra-
dient de saccharose. D’autres protocoles ont été testés pour tenter d’éviter la formation
des agrégats, en passant par un petit ligand acide 3-phosphonopropionique (Figure 2.27). Il
possède un groupe acide carboxylique déprotoné à pH=7 pour stabiliser les nanoparticules
et un seul groupe phosphonate et donc aurait une moins bonne affinité avec la surface que
le bloc phosphonate. Il est soluble dans le DMSO et donc peut fonctionnaliser les nanopar-
ticules dans le DMSO et ensuite favoriser leur passage dans l’eau avec l’acide carboxylique.
Cette stratégie n’a pas permis de diminuer le nombre d’agrégats après échange et n’a donc
pas été retenue.

Figure 2.27 – Acide 3-phosphonopropionique
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Protocole d’ajout des polymères P(SPE-bMAPC1)

Pour ajouter le ligand poly(zwitterion-b-acide phosphonique), 10 mg du polymère poly(zwitterion-
b-acide phosphonique) préalablement synthétisé est dissous dans 1 mL d’eau ultrapure. Cette solu-
tion est ajoutée à 4 nanomoles de nanoparticules décapées dans le DMSO. Le mélange est trouble et
a un pH autour de 3,5. Il est soniqué pendant 5 min puis le pH est ajusté à 7.5 par ajout de quelques
dizaines de microlitres d’une solution de NaOH à 0,1M. Le mélange réagit 12 heures à température
ambiante. À la fin de la réaction la solution est translucide. Les nanoparticules sont désormais re-
couvertes par les ligands polymériques et sont stables à tous pH et toute salinité. Lors de l’attache
des ligands les nanoparticules passent dans l’eau dans un état de moindre stabilité colloïdale, à ce
moment-là des agrégats peuvent se former. Ils peuvent être retirés par centrifugation 10 min à 22
000 g dans une solution salée, mais le mieux pour retirer l’excès de polymères et tous les agrégats
potentiels est de trier selon la taille par ultracentrifugation (268,000 g, 25 min) sur gradient de
saccharose 10-40 % en masse dans un tampon 100 mM HEPES/Na, 150 mM NaCl, pH=7,5. Les
nanoparticules non agrégées forment une bande après centrifugation sur le gradient de saccharose
qui est extraite avec un appareil BioComp Instruments, Inc., Fredericton, NB, Canada. L’excès de
saccharose est lavé par une série d’ultrafitration à travers une membrane Vivaspin 100kDa. Les na-
noparticules purifiées sont finalement resuspendues dans un tampon 100 mM HEPES/Na, 150 mM
NaCl, pH 7.5 et stockée à 4°C jusqu’à utilisation. Le tampon phosphate est évité afin d’éviter une
compétition avec les ligands phosphonates.

Dans la suite de ce manuscrit, les nanoparticules recouvertes de ligands sont nommées
IONP pour "nanoparticules d’oxyde de fer", suivi de son diamètre cristallin (8 ou 11) et
du type de polymère avec lequel elles sont fonctionnalisées (N3 ou NH2, statistique (s) ou
terminal (t)). Par exemple des nanoparticules de 8 nm de diamètre cristallin recouvertes
de polymère N3 statistique sera nommée IONP-8-N3s.

2.3.3 Mesure du diamètre hydrodynamique des nanoparticules avec li-
gands

Le diamètre cristallin des nanoparticules peut être mesuré au TEM mais une fois dans
l’eau avec les ligands le diamètre apparent est plus élevé. Le diamètre hydrodynamique,
issu du coefficient de diffusion, des nanoparticules est mesuré avec la technique de diffu-
sion dynamique de la lumière (DLS pour dynamic light scattering en anglais). Pour les
nanoparticules de 8 nm de diamètre cristallin au TEM le diamètre hydrodynamique me-
suré en DLS est de 22 nm (Figure 2.29), soit plus du double du diamètre mesuré au TEM.
Pour celles de 11 nm de diamètre cristallin, le diamètre hydrodynamique mesuré en DLS
est de 28 nm. En DLS, la solution est éclairée par un faisceau laser collimaté et le rayon
est déduit des fluctuations temporelles de l’intensité de la lumière diffusée par la solution
de IONP et récoltée par un détecteur ponctuel (Figure 2.28a). La fonction de corrélation
temporelle de cette mesure est tracée (Figure 2.28b). Un ajustement de cette courbe donne
un temps caractéristique, relié au coefficient de diffusion. Le rayon hydrodynamique est
ensuite déduit grâce à la relation de relation de Stokes-Einstein :

RH = kbT

6πηD

avec kb, la constante de Boltzmann, T , la température et η la viscosité dynamique du
milieu.
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Figure 2.28 – Fluctuations temporelles de l’intensité de la lumière diffusée par la solution
de IONP-8-N3s et la courbe de corrélation temporelle correspondante
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Figure 2.29 – Distribution en taille hydrodynamique des IONP-8-N3s de rayon cristallin
4 nm obtenues par DLS, pondérée par l’intensité de lumière diffusée.

2.3.4 Mesure de la densité de greffage des polymères sur les nanoparti-
cules

Estimation par analyse élémentaire

Les propriétés de stabilité et furtivité des nanoparticules peuvent dépendre de la den-
sité de greffage des polymères à leur surface. Il est possible de la mesurer en utilisant
l’analyse élémentaire pour mesurer le nombre d’atomes de fer, soufre et phosphore dans
un échantillon de nanoparticules recouvertes de ligands. En effet le soufre et le phosphore
sont les seuls éléments du polymère facilement détectables en analyse élémentaire. La
technique de Spectrométrie d’émission atomique à plasma à couplage inductif (Inducti-
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vely Coupled Plasma – Atomic Emission Spectroscopy ICP-AES en anglais) a été utilisée.
Les expériences ont été réalisées à l’institut de Physique du Globe avec Laure Cordier.

Protocole de la mesure de densité de greffage par ICP-AES

Les échantillons préalablement en solution dans un tampon HEPES sont lavés quatre fois avec
du tampon bicarbonate 5 mM à pH=7,5 par ultrafiltration, pour retirer toute trace d’HEPES qui
contient du soufre. Les nanoparticules sont dissoutes dans 50 µL d’acide nitrique pur (65-69 %) et
placées pendant une nuit à l’étuve. Les échantillons sont ensuite dilués juste avant la mesure avec de
l’acide nitrique à 2 % pour atteindre un volume d’environ 10 mL (mesuré précisément). Les mesures
sont réalisées par Laure Cordier sur plateforme d’analyse haute résolution PARI de l’institut de
Physique du Globe de Paris, sur une machine Spectrogreen Spectro. Des gammes étalons en fer,
soufre et phosphore sont réalisées. Deux échantillons de blanc sont réalisés, un avec seulement de
l’acide nitrique à 2 %, et un avec du tampon bicarbonate auquel 50 µL d’acide nitrique pur sont
ajoutés, et passé à l’étuve une nuit, comme les nanoparticules. Les intensités sont mesurées pour
trois longueurs d’onde pour chaque élément. Les mesures sont réalisées en triplicat.

Analyse des résultats : La concentration massique en chaque élément des échantillons est calculée
grâce à la gamme étalon. Le résultat considéré est la moyenne des résultats obtenus pour les tripli-
cats, et pour les trois longueurs d’onde. Les échantillons contenants du polymère seul permettent
de mesurer le nombre de phosphore et soufre par chaîne de polymère, après estimation du nombre
de chaînes de polymère présente dans l’échantillon grâce à la valeur la masse molaire du polymère
mesurée par GPC. Les échantillons contenants des nanoparticules permettent d’estimer une densité
de greffage, en nombre de chaînes/nm2 ou mg de polymère/m2. Le nombre de nanoparticules est
tout d’abord estimé à partir de la concentration massique en fer mesurée par l’échantillon divisée
par la masse moyenne d’une nanoparticule, estimée avec la mesure du diamètre cristallin moyen
mesuré au TEM, et la masse volumique de la maghémite. Un nombre d’atomes de phosphore et de
soufre par nanoparticule peut donc ensuite être déduit.

Tout d’abord différents polymères sont analysés seuls. L’analyse élémentaire donne
des résultats cohérents concernant le nombre de soufres et de phosphore par chaîne (Ta-
bleau 2.3), en accord avec ce qui a été estimé par RMN du polymère.

masse molaire du
polymère (g/mol)

nombre de P par
polymère mesuré
en RMN

nombre de P par
polymère mesuré
en ICP

nombre de S par
polymère mesuré
en RMN

nombre de S par
polymère mesuré
en ICP

5600 5 5,7 17 17,2
20300 5 3,2 65 63
11000 5 3,1 31 34,6

Table 2.3 – Résultats ICP - AES pour des échantillons de polymère seuls.

La densité de greffage du polymère sur la surface des nanoparticules est ensuite estimée.
Différents échantillons sont analysés (Tableau 2.4) : de différentes taille de nanoparticules,
pour étudier l’influence du rayon de courbure de la surface, et de différentes tailles de
polymère, afin d’étudier si le taux de greffage maximum est atteint par encombrement de
la surface par le bloc d’accroche phosphonate, ou par l’encombrement stérique des chaînes
sulfobétaïnes.

Le Tableau 2.4, qui présente les résultats calculés à partir de l’élément phosphore,
suggère que le nombre de chaînes/nm2 de surface de nanoparticule est constant, à environ
0,4 chaîne/nm2, et n’est affecté ni par le rayon de courbure de la nanoparticule ni par la
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masse molaire du
polymère (g/mol)

diamètre de la NP
au TEM

nombre de
chaînes/nm2 (P)

mg de polymère/m2

(P)
5 600 8 nm 0,38 4,4
5 600 11 nm 0,42 4,9
20 300 8 nm 0,46 12,4
11 000 11 nm 0,46 6,2

Table 2.4 – Densité de greffage mesurée par ICP-AES, calculée à partir des résultats du
phosphore.

taille de la chaîne de sulfobétaïne. Il semblerait donc que ce soit l’encombrement de la
surface de la nanoparticule par le bloc phosphonate qui fixe le taux de greffage.

Mais l’analyse à partir de l’élément soufre (Tableau 2.5) présente un taux de greffage
différent, d’environ la moitié de celui mesuré à partir du phosphore.

masse molaire du
polymère (g/mol)

diamètre de la NP
au TEM

nombre de
chaînes/nm2 (S)

mg de polymère/m2

(S)
5 600 8 nm 0,18 1,7
5 600 11 nm 0,08 0,7
20 300 8 nm 0,18 6,2
11 000 11 nm 0,17 3,2

Table 2.5 – Densité de greffage mesurée par ICP-AES, calculée à partir des résultats du
soufre.

Les résultats de l’analyse du polymère seul ayant montré un ratio P/S conforme à ce
qu’il était attendu, il y a donc une différence entre le ratio P/S observé sur le polymère
avant et après échange. On se demande s’il y a une dégradation du polymère pendant
l’échange, qui entraînerait le départ du groupe sulfonate et expliquerait la diminution de
la quantité de souffre mesurée. Pour tester cette hypothèse, un spectre RMN du polymère
en excès qui ne s’est pas accroché sur les nanoparticules après l’échange a été réalisé et
n’a montré ni appauvrissement en phosphore ni dégradation du polymère.

La raison de la différence de résultat entre le soufre et le phosphore reste donc inexpli-
quée. Il est possible de retenir que la densité de greffage du polymère sur les nanoparticules
est de l’ordre du milligramme par m2, ce qui est le résultat trouvé par Debayle et al. [87]
lors de l’étude sur les quantum dots. Le taux de couverture de la surface par les polymères
est compliqué à calculer car on ne connaît pas la surface qu’un polymère recouvre. Cela dé-
pend de la conformation de la chaîne sulfobétaïne, et du nombre de groupes phosphonates
qui s’accrochent sur la surface.

Estimation via le nombre de fluorophore greffables

Pour confirmer ces résultats, une autre méthode a été mise en œuvre pour compter les
polymères. L’idée est de faire réagir un excès de fluorophores sur les fonctions réactives des
polymères, puis de les compter grâce à leur absorbance. Cela permet de donner une esti-
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mation du nombre de fonctions réactives présentes sur le polymère, et donc de polymères.
Cette méthode est indirecte et comporte une part d’imprécision, car sur les polymères
statistiques on connaît le nombre de monomères de fonctions réactives ajoutés lors de la
synthèse, mais pas le nombre exact présent dans le polymère. Pour la fonction réactive
en terminale, on ne connaît pas le rendement de la réaction, donc la proportion exacte de
polymère possédant la fonction. Cependant cette méthode peut donner une estimation.

Des ligands possédant une fonction réactive azoture ont été utilisés. Ils réagissent
avec un colorant FP647, qui absorbe à 647 nm avec un coefficient d’absorption molaire
ε(647 nm) = 0.25µM -1cm-1. Le colorant est fonctionnalisé avec la fonction dibenzylcycloc-
tyne (DBCO) et réagit avec l’azoture par chimie click. Le fluorophore FP647-DBCO est
préparé à partir d’un fluorophore avec une fonction N-Hydroxysuccinimide (NHS) par cou-
plage peptidique (décrit Annexe 4.3.4) avec une dibenzocyclooctyne-amine (DBCO-NH2).
La synthèse est décrite ci-dessous :

Protocole synthèse de fluorophore FP647-DBCO

100 nmoles de fluorophore FP647-NHS (Interchim) réagissent avec 1 équivalent de (DBCO-NH2)
(Sigma Aldrich) dans 250 µL de DMSO anhydre, pour éviter l’hydrolyse du NHS. La réaction dure
trois heures, à température ambiante et protégée de la lumière. Le produit de la réaction est lavé
par précipitation dans 1 mL de toluène, puis est repris dans 100 µL de DMSO anhydre, aliquoté à
10 mM et stocké à -20°C .

Le fluorophore modifié DBCO réagit ensuite avec la fonction azoture du polymère
accroché sur la nanoparticule, selon la réaction décrite sur le schéma Figure 2.30, selon le
protocole décrit ci-dessous.

Figure 2.30 – Schéma de la réaction des IONP-N3s avec des fluorophores-DBCO.

Protocole réaction de IONP-N3 avec un fluorophore DBCO

100 équivalents de fluorophores FP647-DBCO (stocké à-20°C dans le DMSO anhydre à 10 mM)
sont ajoutés sur les IONP-N3 dans un tampon HPS/NaCl 100/150 mM. Après 3 heures de réaction
à température ambiante à l’abri de la lumière les IONP-N3 sont lavés 4 fois par ultrafiltration sur
membrane 100 kDa. Le fluorophore en excès passe à travers la membrane, pas les nanoparticules.

Le nombre de fluorophores par nanoparticule est calculé pour trois polymères différents.
Le premier a une masse molaire de 10 000 g/mol et possède des azotures répartis de manière
statistique sur la chaîne, 1 pour 7 sulfobétaïnes d’après la synthèse. Cela fait environ 28
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monomères sulfobétaïnes et 4 monomères azotures par chaîne. Il est appelé polymère
N3 stat. Le deuxième a une masse molaire de 4 000 g/mol, soit environ 11 monomères
sulfobétaïnes, et possède un azoture à l’extrémité de la chaîne. Il est appelé N3 term. Le
dernier est un polymère avec une amine primaire comme fonction réactive, réparties en
statistique sur la chaîne, 1 pour 7 sulfobétaïnes d’après la synthèse. Il a une masse molaire
de 13 000 g/mol, ce qui fait environ 34 monomères sulfobétaïnes et 6 monomères amines
par chaîne. Il est appelé NH2 stat. Le fluorophore utilisé pour réagir sur l’amine primaire
est le FP647-NHS, par couplage peptidique (Annexe 4.3.4). Deux tailles de nanoparticules,
de 8 ou 11 nm de diamètre cristallin, sont étudiées.

diamètre des NCs type de polymère nb fluorophore fluorophore/ nm2

8 nm N3 term 5 0,02
8 nm N3 stat 12 0,06
11 nm N3 term 23 0,06
11 nm N3 stat 34 0,09
8 nm NH2 stat 60 0,30

Table 2.6 – Étude du nombre de fluorophores greffables sur différents types de nanopar-
ticules d’oxyde de fer

On observe Tableau 2.6 que le nombre de colorants augmente quand la taille de la
nanoparticule augmente, ce qui parait normal car la surface est plus importante, il y a
plus de polymères donc plus de fonctions réactives. En revanche, leur nombre augmente
plus que l’augmentation de la surface, qui est d’un facteur 1,89, ce qui n’est pas expliqué.
Le polymère N3stat a une densité de fluorophores supérieure à celle du polymère N3term,
ce qui peut s’expliquer par la quantité légèrement plus élevée de fonctions N3 par rapport
au sulfobétaïnes. Le nombre de fluorophores par nm2 est inférieur au nombre de polymère
par nm2 trouvé en ICP (Tableaux 2.4 et 2.5). Les fonctions amines réagissent plus avec les
fluorophores, le nombre de fluorophores par nm2 est de l’ordre du nombre de polymères
par nm2 trouvé en ICP. Il y a plusieurs fonctions réactives sur les polymères statistiques,
il semble que, pour les azotures comme pour les amines, toutes les fonctions réactives ne
réagissent pas avec le fluorophore. Peut-être que certaines fonctions sont cachées dans la
pelote de polymères et sont par conséquent inaccessibles.
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2.4 Étude de la stabilité colloïdale et des interactions non
spécifiques

Une fois les nanoparticules recouvertes de ligands il convient de caractériser leur sta-
bilité colloïdale dans des milieux complexes, et leur propension aux interactions non spé-
cifiques. Ici leurs interactions avec des protéines en milieu modèle ainsi que leur diffusion
dans le cytoplasme et noyau de cellules vivantes sont étudiées.

2.4.1 Stabilité colloïdale

Quantification de la stabilité d’ancrage des polymères sur les nanoparticules

Tout d’abord, on souhaite tester la stabilité des fonctions d’ancrage des polymères sur
la nanoparticule. Il est souhaitable que les polymères soient bien accrochés à la surface
de la nanoparticule. En effet, si une protéine est accrochée sur un ligand, il ne faut pas
pouvoir perdre la fonctionnalité de la nanoparticule en cas de départ du ligand. Un ancrage
faible pourrait aussi causer le remplacement des ligands par des protéines qui auraient
une affinité avec la surface de la nanoparticule, ce qui causerait une perte de stabilité.
Les IONP-8-N3s marquées par un fluorophore sont utilisées pour étudier la stabilité de
l’ancrage. Elles sont incubées avec un excès de polymère non marqué. Pour chaque point
temporel de la Figure 2.31 une fraction de l’échantillon est prélevé et les polymères libres
sont séparés des nanoparticules par ultracentrifugation. Les nanoparticules, plus denses
que les polymères, forment un culot alors que les polymères restent dans le surnageant.
Le nombre de fluorophores par nanoparticules est mesuré et comparé au nombre initial.
Ce nombre est stable dans le temps, signe que les ligands présents sur les nanoparticules
ne se sont pas échangés avec les ligands non marqués de la solution. Moins de 5 % des
polymères se sont dissociés au bout d’une semaine (Figure 2.31), l’ancrage des ligands est
donc très bon.

Protocole de quantification de la stabilité de l’ancrage des polymères sur les nano-
particules IONP-8-N3s

1 nanomole de IONP-8 recouvertes de polymère P(SPE/N3-bMAPC1) statistique (IONP-8-N3s)
et couplées avec un fluorophore FP647 est incubée avec 500 nanomoles de polymère P(SPE-
bMAPC1) (Mw=8300 g/mol) dans 500 µL de tampon HPS/NaCl 150 mM pH=7,5. À intervalles
définis, 0,1 nanomoles de nanoparticules sont prélevées et ultracentrifugées pendant 30 min à 50 000
tour/min pendant 30 min dans un rotor MLA130. Les nanoparticules tombent dans le fond du tube,
alors que les polymères non liés restent dans le surnageant. La quantité de polymère initial toujours
présent sur la nanoparticule est estimée par absorption à 647 nm, longueur d’onde d’absorption du
fluorophore présent uniquement sur les polymères initiaux.
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Figure 2.31 – Mesure de la constante d’ancrage des ligands sur les nanoparticules IONP-
8-N3s. A : schéma explicatif de l’expérience. B : spectre d’absorption UV/Visible des
IONP-8-N3s marquées avec un fluorophore FP647. C : le ratio de ligands toujours présent
sur la nanoparticule au cours du temps.

Stabilité à différents pH et à forte salinité

La stabilité des nanoparticules à différents pH et dans des conditions de forte sali-
nité a aussi été étudiée (Figure 2.32). Les nanoparticules IONP-11-N3s ont été placées
dans différents tampons, pH=5, 6, 7.5 et 9, à 150 mM en NaCl, et dans une solution de
NaCl saturée (∼5M). Après chaque temps d’incubation les nanoparticules sont centrifu-
gées 10 min à 18000g pour retirer les agrégats potentiels. L’absorbance est comparée avec
l’absorbance de départ pour quantifier le ratio de IONP-11-N3s toujours stables. Les na-
noparticules restent très stables au cours du temps avec moins de 10 % agrégé après 26
jours à température ambiante.

Protocole du test de stabilité à différents pH et à forte salinité

Des IONP-11 recouvertes de polymère P((SPE-N3)-b-MAPC1) (IONP-11-N3s) sont diluées dans
des tampons HEPES et MES à pH 5, 6, 7.5, 9 à 150 mM en NaCl et dans de l’eau à 5 M en
NaCl, puis stockés à température ambiante. À des intervalles de temps définis, un aliquot de la
solution est prélevé, centrifugé à 18 000 g pendant 10 min pour éliminer les agrégats potentiels, puis
l’absorption du surnageant est comparée à l’absorption de la solution initiale.
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Figure 2.32 – Ratio de nanoparticules IONP-11-N3s stables au cours du temps à différents
pH et dans une solution de NaCl saturée.

2.4.2 Interactions non spécifiques

Les ligands zwitterioniques ont pour rôle de rendre les nanoparticules furtives. Être fur-
tives signifie ne pas avoir d’interactions non spécifiques avec son environnement, composé
ici de protéines, organelles, membranes ou ADN. Pour l’application en tant que nano-
sonde magnétique dans le noyau, cette propriété est particulièrement importante car il
est nécessaire que les IONP puissent diffuser librement dans le noyau sans s’accrocher aux
composants du noyau. Cette accroche causerait la perte de la stabilité colloïdale des IONP
et leur agrégation. De plus des interactions non spécifiques pourraient entraîner des amas
de nanoparticules à des endroits non contrôlés du noyau, et être confondus avec la sé-
quence génomique ciblée. Cette furtivité est tout d’abord étudiée in vitro en caractérisant
les interactions entre IONP et protéines modèles, puis dans le cytoplasme d’une cellule et
enfin dans le noyau.

Masquage des fonctions azotures ou amines primaires

Une IONP fonctionnalisée avec des fluorophores ou des protéines a toujours des fonc-
tions azotures ou amines primaires sur ses polymères qui n’ont pas réagi. Ces fonctions
peuvent entraîner des interactions non spécifiques. Pour s’assurer de la furtivité des na-
noparticules, il convient de les masquer. Pour les azotures une réaction est réalisée entre
les IONP-N3 et du DBCO-COO-, (Figure 2.34) issu de l’hydrolyse du DBCO-NHS (Fi-
gure 2.33). Après cette réaction les fonctions azotures sont remplacées par des fonctions
carboxylates, qui sont chargées négativement et donc plus furtives, car la plupart des bio-
molécules sont chargées négativement. Le protocole est décrit ci-dessous. Si la fonction
réactive est une amine à la place de l’azoture, une réaction de couplage peptidique est réa-
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lisée avec du bis(3-sulfo-N-hydroxysuccinimide ester) subérique acide, ou bis(NHS), une
molécule contenant deux fonctions NHS. La première va réagir sur les amines primaires à
cacher du polymère, et la seconde va s’hydrolyser en acide carboxylique, comme décrit en
Annexe 4.3.4. L’excès de bis(NHS) par rapport aux nanoparticules rend peu probable une
réaction de deux nanoparticules sur la même molécule bis(NHS).

Figure 2.33 – Hydrolyse du DBCO-NHS en DBCO acide carboxylique.

Figure 2.34 – Réaction entre les IONP-N3s décorées par les fluorophores et du DBCO-
COOH pour cacher les fonctions azotures résiduelles.

Protocole pour cacher les fonctions azotures résiduelles sur les IONP-N3

Le DBCO-NHS est hydrolysé en le diluant dans du tampon HPS à pH=8,2 pendant 12h. Une
fois hydrolysé, le DBCO-NHS devient du DBCO-COOH. 100 équivalents de ce DBCO-COOH sont
mélangés avec 1 équivalent de IONP-N3-FP647 et réagissent pendant 12h à température ambiante
à l’abri de la lumière. Après réaction les IONP-N3-FP647 sont lavés 4 fois par ultrafiltration sur
membrane 100kDa. Le DBCO-COOH en excès passe à travers la membrane, pas les IONP-N3-
FP647. Les IONP-N3-FP647 ainsi préparés sont conservés à 4°C jusqu’à utilisation. Elles peuvent
être conservées plusieurs semaines.

Étude de la couronne de protéine dynamique

Pour étudier le niveau d’interactions non spécifiques avec des protéines modèles, le
rayon hydrodynamique des nanoparticules est mesuré. En effet une interaction des nano-
particules avec des protéines se traduit par une augmentation du rayon hydrodynamique
comme illustré Figure 2.35.

Pour cette étude la spectroscopie de corrélation de fluorescence (Fluorescence Cor-
relation Spectroscopy, FCS) est utilisée. Elle est choisie car elle permet de mesurer la
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Figure 2.35 – L’adsorption de protéines sur les IONP cause une augmentation du rayon
hydrodynamique.

couronne dynamique de protéines, c’est-à-dire des interactions temporaires des protéines
avec les polymères, car elle mesure le rayon in situ et sans lavage des nanoparticules.
Cette technique déduit le coefficient de diffusion des objets à partir de fluctuation de la
lumière comme la DLS, mais elle mesure la fluorescence des nanoparticules à la place
de la diffusion de la lumière. Cela permet de réaliser des mesures dans des échantillons
complexes, non analysables en DLS car les protéines en grande concentration, qui ont des
rayons hydrodynamiques proches de ceux des nanoparticules, diffusent aussi la lumière et
faussent la mesure. La FCS mesure la fluctuation de l’intensité de fluorescence dans un vo-
lume confocal. Les protéines de la solution, non fluorescentes, ne sont pas détectées. Cette
fluctuation d’intensité de fluorescence est liée au temps de diffusion des nanoparticules
fluorescente dans le volume confocal. Plus elles sont grosses, plus elles diffusent lentement
et plus les fluctuations mesurées sont lentes. Le coefficient de diffusion est calculé à partir
des mesures de fluctuations en traçant une courbe de corrélation G(τ) définie par [80] :

G(τ) = ⟨I(t + τ)I(t)⟩
⟨I(t)⟩2 − 1 (2.4)

Avec I(t) l’intensité lumineuse mesurée à un temps t.
Expérimentalement on obtient par exemple la courbe de la Figure 2.36 :
Cette courbe est ajustée par la fonction suivante, qui prend en compte le passage dans

l’état triplet qui éteint momentanément certains fluorophores :

G(τ) = 1
N

.(
1 − T + T.e( − ( τ

τtriplet
)

((1 + τ
τD

).
√

(1 + κ2. τ
τD

)
) + base (2.5)

N correspond au nombre moyen de particules fluorescentes dans le volume confocal
tautriplet, le temps que passe un fluorophore dans l’état triplet, T la proportion de fluoro-
phores dans l’état triplet. κ est estimé par calibration avec un fluorophore dont on connaît
le coefficient de diffusion, le cyanine 5, Cy5 : (3.6 ± 0.01 × 10−6 cm2s−1, Pico Quant).

Cet ajustement permet d’obtenir τD le temps de diffusion des nanoparticules dans
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Figure 2.36 – Courbe de corrélation G(τ) pour des IONP-8-N3s, fonctionnalisées avec
des fluorophores.

le volume confocal, dont on déduit ensuite le coefficient de diffusion à partir de w0, la
dimension du volume confocal calibrée avec le Cy5 :

D = w2
0

4τD
(2.6)

Le rayon hydrodynamique de l’objet en est ensuite déduit à partir du coefficient de
diffusion D et de la relation de Stokes-Einstein :

RH = kbT

6πηD
(2.7)

avec kb la constante de Boltzmann, T , la température et η, la viscosité dynamique du
milieu.

Le rayon hydrodynamique des nanoparticules est mesuré après incubation avec une
concentration croissante d’albumine de sérum bovin (BSA). L’albumine est la protéine
majoritaire du sang. L’ajout de BSA dans le milieu modifie sa viscosité dynamique, elle est
donc corrigée selon la formule ηsolutionBSA = η0(1+αc) avec η0 la viscosité de l’eau (1cP),
c la concentration de BSA et α la concentration intrinsèque de BSA (α =3.7 mL.g-1) [87,
110]. Le rayon hydrodynamique mesuré n’augmente pas quand la concentration en BSA
augmente (Figure 2.37), signe de l’absence d’interactions entre les protéines et les nanopar-
ticules. Pour étudier les interactions avec un milieu plus complexe, les nanoparticules sont
aussi incubées dans une solution contenant une quantité croissante de plasma de souris. Il
n’y a pas d’augmentation visible du rayon hydrodynamique non plus. L’ajout de plasma
dans la solution augmente aussi la viscosité de la solution proportionnellement à la quantité
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de plasma ajoutée, ce qui est pris en compte avec la formule ηsolutionplasma = η0(1 + ηpp)
avec η0 la viscosité de l’eau (1cP), p la proportion de plasma et ηp la viscosité du plasma,
La valeur prise est celle de la référence [111] : 1,31 cP.

Protocole de mesure du rayon hydrodynamique des IONP par FCS

Les mesures de FCS ont été effectuées sur un appareil MicroTime 200 (PicoQuant). Un laser à
637 nm (Coherent) est réfléchi par un miroir dichroïque et focalisé par un objectif à immersion dans
l’huile (100x, 1,4 NA, Olympus) dans une gouttelette de solution de IONP, 30 µm au-dessus de la
surface de la lamelle. L’émission de fluorescence est ensuite collectée à travers l’objectif, transmise
par le miroir dichroïque et un filtre passe-bande (700/75 nm), focalisée à travers un diaphragme et
couplée à deux photodiodes à avalanche (PDM Series, MPD). Le signal de la photodiode a été traité
par un système HydraHarp (Pico- Quant) et la fonction de corrélation croisée des deux signaux de
photodiode a été calculée par le logiciel MicroTime. [80]. Pour les mesures avec des protéines, les
IONP sont incubées pendant au moins 10 min à température ambiante avec de la BSA (Sigma) ou
du plasma de souris (Innovative Research).

Figure 2.37 – Évolution du rayon hydrodynamique de IONP-8-N3s en fonction de la
concentration en BSA (gauche) ou du ratio de plasma contenu dans le tampon (droite).

Étude de la diffusion dans le cytoplasme

Après avoir démontré les très bonnes propriétés de furtivité des IONP sulfobétaïnes
avec des protéines modèles in vitro, nous nous sommes intéressés au comportement dans
des cellules. Des IONP fonctionalisées avec un fluorophore FP647 ont été micro-injectées
dans le cytoplasme de cellule vivante de type RPE-1. La Figure 2.38 est une image en mi-
croscopie de fluorescence d’une cellule micro-injectée. Cette image montre une répartition
homogène des IONP dans le cytoplasme, qui ne ne semblent pas s’agglomérer ni s’accu-
muler dans un endroit spécifique de la cellule. Cela suggère que la taille des IONP permet
leur diffusion dans le cytoplasme, et donc qu’elles n’ont que peu d’interactions avec les
composants du cytoplasme. En effet le cytosquelette peut être considéré comme un réseau
avec des pores d’une taille d’environ 50 à 70 µm [112]. Une expérience de spectroscopie
de corrélation de fluorescence (FCS) à l’institut Curie avec Bassam Hajj et Elie Balloul
a été réalisée pour confirmer la diffusion libre des nanoparticules dans le cytoplasme. La
courbe d’autocorrélation Figure 2.39 est obtenue. Un ajustement de la courbe permet de
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mesurer un coefficient de diffusion de l’ordre de quelques µm2/s. Cet ordre de grandeur est
cohérent avec une bonne diffusion dans le cytoplasme, comme reporté précédemment pour
des particules de taille similaire qui diffusent librement sans rencontrer d’interactions non
spécifiques [87, 112, 113, 114].

Figure 2.38 – Image au microscope de fluorescence d’une cellule RPE-1 microinjectée
avec des IONP-8-N3s-FP647. Barre d’échelle = 20 µm.
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Figure 2.39 – Courbe de corrélation pour des IONP-8-N3s-FP647 dans une cellule.
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Étude de la diffusion dans le noyau de quantum dots

La diffusion dans le noyau des IONP n’a pas été étudiée par FCS, mais Veer Keizer, à
l’institut Curie, a étudié la diffusion dans le noyau de quantum dots fonctionnalisés avec
le même ligand polymérique sulfobétaïne. L’utilisation de quantum dots, nanoparticules
fluorescentes très brillantes, permet de suivre la trajectoire d’une nanoparticule dans le
noyau si les nanoparticules sont suffisamment diluées. C’est ce qu’on observe Figure 2.40.
En A les points blancs sont des quantum dots visibles en microscopie de fluorescence. En
B sont reconstituées les trajectoires des QD suivis. Ces trajectoires permettent de calculer
le déplacement quadratique moyen des QD. Le déplacement quadratique moyen est lié au
coefficient de diffusion selon la formule :

r2(t) = 4Dt

Le coefficient de diffusion est ici calculé sur des trajectoires de 30ms. Sur des trajectoires
plus longues est mesuré le coefficient α, qui permet de détecter une diffusion anormale et
qui est définie comme :

r2(t) ∝ tα

Un coefficient α de 1 correspond à une diffusion brownienne, un coefficient inférieur à 1
un comportement subdiffusif. Sur la droite de la Figure 2.40 est représenté le coefficient α

en fonction du coefficient de diffusion D mesuré entre 0 et 30ms, sous la forme d’une carte
thermique pour chaque trajectoire. Le coefficient de diffusion est de l’ordre du µm2/s, et
le coefficient α est proche de 1, ce qui décrit un comportement diffusif attendu pour les
nanoparticules [115]. Il semble donc que le polymère sulfobétaïne ait une chimie de surface
qui permet une bonne diffusion dans le noyau.
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Figure 2.40 – Diffusion de QD dans le noyau de cellules vivantes. A : Images brutes des
QD dans le noyau, acquises par microscopie de fluorescence. B : Déplacement des QD au
cours du temps C : Heat map du coefficient de diffusion vs le coefficient α.

Ces deux premières parties ont donc décrit comment sont préparées des nanoparticules
d’oxyde de fer recouvertes de ligands polymères à bloc, avec un bloc sulfobétaïne qui sert à
solubiliser les nanoparticules et les rendre furtives, et un bloc phosphonate pour accrocher
les polymères à la surface. La première partie a présenté la synthèse des nanoparticules
par décomposition thermique, puis la synthèse des ligands polymères. Ensuite l’échange de
ligands qui permet d’accrocher les polymères à la surface de la nanoparticule a été décrit.
La seconde partie a démontré la stabilité colloïdale des nanoparticules dans des milieux
biologiques complexes, ainsi que leur capacité à éviter les interactions non spécifiques avec
des milieux modèles comme avec les composants du cytoplasme et du noyau. Ces IONP
sont donc de bonnes candidates pour servir de nanosondes magnétiques dans le noyau. Il
est à noter que cette chimie de surface furtive peut aussi être utile dans d’autres applica-
tions, par exemple une collaboration est en cours avec l’équipe de David Perrais, Trafic
membranaire synaptique, à l’université de Bordeaux, qui utilise des QD recouverts de li-
gands sulfobétaïnes pour étudier le mouvement de récepteurs synaptiques. Les polymères
sulfobétaïne bloc phosphonate sont aussi utilisés sur un autre type de nanoobjet, des na-
nobâtonnets (nanorods, NR) de phosphate de lanthanes dopés à l’europium qui ont une
luminescence polarisée. Dans le cadre d’une collaboration avec Zijun Wang, Jongwook Kim
et Thierry Gacoin, au Laboratoire de Physique de la Matière condensée à l’École Poly-
technique, il a été montré que le polymère P(SPE-b-MAPC1) permet une bonne solubilité
des NR dans des milieux biologiques, et réduit les interactions non spécifiques [116]. Ces
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travaux sont décrits en Annexe 4.3.4.
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Les nanoparticules d’oxyde de fer
recouvertes de zwitterions pour la
micromanipulation magnétique
d’un locus génomique
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Ce chapitre présente l’utilisation des nanoparticules d’oxyde de fer recouvertes de zwit-
terions pour appliquer une force sur la chromatine. Les différents défis à relever sont l’ac-
croche des nanoparticules sur la chromatine, l’application d’une force sur les nanoparticules
et la quantification de la force.

Dans notre modèle, l’accroche des nanoparticules magnétiques sur la chromatine se fait
via la protéine TetR, un facteur de transcription, qui s’accroche sur la séquence tetO sur
l’ADN. La protéine TetR est fusionnée avec un petit anticorps anti protéine fluorescente
verte (green fluorescent protein, GFP) qui reconnaît une GFP accrochée aux polymères
qui recouvrent les nanoparticules.

Ce chapitre va tout d’abord présenter le système TetR, puis expliquer comment une
GFP est accrochée sur les nanoparticules. Ensuite le ciblage de la chromatine par les nano-
particules microinjectées dans le noyau de cellules vivantes sera étudié. Puis l’application
d’une force sur la chromatine grâce à une pointe magnétique sera présentée. Enfin des
pistes pour quantifier cette force seront développées.

Cette étude a été réalisée en collaboration avec le laboratoire d’Antoine Coulon à
l’Institut Curie, Dynamique Spatio-temporelle des Fonctions Génomiques.

3.1 Comment accrocher des nanoparticules magnétiques sur
une séquence de l’ADN ?

3.1.1 L’accroche est médiée par un facteur de transcription

Il est nécessaire d’accrocher les nanosondes magnétiques solidement et spécifiquement
sur une région précise de l’ADN, appelée locus génomique, afin de pouvoir y appliquer une
force. Il faut aussi pouvoir accrocher un grand nombre de nanoparticules.

En effet, dans ce projet la taille des nanoparticules utilisables est limitée : une trop
grosse nanoparticule ne pourrait pas diffuser librement dans le noyau de la cellule pour
pouvoir atteindre le locus génomique. Etoc et al. [112] rapportent que des nanoparticules
de moins de 25 nm de rayon hydrodynamique diffusent librement dans le cytoplasme.
Bubak et al. [115] rapportent que pour des nanoparticules de plus de 20 nm de rayon
hydrodynamique le coefficient de diffusion dans le noyau diminue. Dans notre étude, les
nanoparticules choisies ont un rayon hydrodynamique de 14 nm, ce qui leur permet de
bien diffuser dans le noyau. L’aimantation induite d’une nanoparticule de cette taille reste
faible, de l’ordre de 5.10-16 emu, il est aussi nécessaire d’accrocher un grand nombre de
nanoparticules sur le locus génomique, pour pouvoir appliquer une force suffisante. Il faut
donc trouver un moyen d’accrocher solidement plusieurs nanoparticules sur un même locus
génomique, ce qui se fera ici grâce à des protéines.

Dans les cellules plusieurs protéines ont la capacité de s’accrocher sur l’ADN, comme les
polymérases, qui répliquent puis transcrivent l’ADN ; les histones, autour desquels l’ADN
s’enroule ; et les facteurs de transcription, qui servent à réguler la transcription de l’ADN,
c’est-à-dire la production d’ARN. Dans cette étude les nanoparticules sont accrochées à
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l’ADN via un facteur de transcription : le répresseur de la tétracycline, TetR.
TetR est une protéine qui régule la production de la protéine tetA, qui est utilisée

par des bactéries pour résister à un antibiotique : la tétracycline. Sur l’ADN, la séquence
codant pour le gène de la protéine tetA est précédée d’une séquence appelée tetO. En
l’absence de l’antibiotique tétracycline, la protéine TetR se lie à la séquence d’ADN tetO
avec une grande spécificité. Cela empêche l’ARN polymérase de transcrire le gène de la
protéine tetA, donc la protéine n’est pas produite. En revanche, la présence de tétracycline
cause un changement de conformation chez TetR qui se décroche alors de la séquence tetO,
ce qui permet la transcription du gène tetA : la bactérie peut alors se défendre contre la
tétracycline [117] [118].

TetR est donc une protéine qui s’accroche de manière très spécifique sur la séquence
tetO selon le schéma Figure 3.1.

Figure 3.1 – Schéma de la structure du complexe TetR-tetO, issu de [118]. Les domaines
de TetR qui se lient à l’ADN sont représentés en bleu.

Dans cette étude, la lignée cellulaire utilisée est la U2OS 263, développée par Janicki
et al. en 2004 [119] pour étudier l’expression des gènes. Cette lignée est issue de la lignée
cellulaire U2OS, d’ostéosarcome humain, et a été génétiquement modifiée pour ajouter,
sur le chromosome 1, ∝ 200 copies d’un bloc de 20 kilobases qui contient, entre autres,
96 sites de liaison tetO. Il y a donc environ 20 000 sites de liaison pour une protéine
TetR, ce qui permet d’accrocher un grand nombre de nanoparticules. Ce locus est une
région condensée et inactive, c’est de l’hétérochromatine, située dans de l’euchromatine.
Cette lignée cellulaire a été beaucoup utilisée en recherche pour étudier des modifications
de la chromatine, le recrutement de l’ARN polymerase II, et la synthèse d’ARN durant
l’induction du gène ajouté [54].

Dans cette étude on souhaite accrocher des IONP à la protéine TetR. Pour cela les
laboratoires d’Antoine Coulon et de Daniele Fachinetti (Mécanismes moléculaires de la
dynamique des chromosomes) ont modifié la lignée U2OS 263 en ajoutant dans son génome
un plasmide codant pour la protéine TetR fusionnée avec un nanocorps anti-GFP et une
protéine mCherry. Un nanocorps est un fragment d’anticorps composé d’un seul domaine
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d’anticorps. Il est donc beaucoup plus petit qu’un anticorps, mais reste capable de se lier
spécifiquement à son antigène, ici la GFP. La mCherry est une protéine fluorescente qui
absorbe la lumière entre 540 et 590 nm et émet entre 550 et 650 nm. Elle est utilisée dans
cette étude pour visualiser la protéine, et donc le locus, en microscopie de fluorescence. La
lignée ainsi modifiée produit cette protéine, appelée TetR-mCherry-αGFP.

Ainsi pour lier une IONP à cette protéine et donc au locus génomique il faut accrocher
une GFP sur les IONP. On obtiendra donc la construction décrite sur le schéma de la
Figure 3.2. Une GFP est accrochée sur les polymères qui entourent la nanoparticule. Dans
le noyau des cellules, la protéine TetR-mcherry-αGFP reconnaît la GFP via le nanocorps
et se lie à la IONP. La protéine reconnaît aussi la séquence tetO répétée de la lignée
U2OS 263, donc la IONP se lie au locus génomique sur le chromosome 1 via la protéine
TetR-mcherry-αGFP. Pour pouvoir visualiser les IONP dans le noyau des cellules, un
fluorophore est ajouté sur les polymères.

Figure 3.2 – Schéma explicatif du ciblage de la chromatine par les IONP. Des IONP
conjuguées à de la GFP sont introduites dans le noyau de cellules. Elles y sont reconnues
par un nanocorps anti-GFP fusionné avec la protéine TetR qui cible la séquence tetO qui
a été ajoutée sur le chromosome 1.
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3.1.2 Accroche d’une protéine sur les nanoparticules : la GFP

Ainsi, pour pouvoir obtenir la construction de la Figure 3.2 dans le noyau des cellules,
il faut préalablement synthétiser des IONP avec de la GFP et des fluorophores. On sou-
haite donc ajouter une GFP sur les IONP. L’accroche de la GFP à la IONP doit être
suffisamment solide pour résister à la force magnétique qui s’appliquera sur les IONP.
L’idéal est donc d’avoir une liaison covalente entre la GFP et la IONP. Ici, une liaison
covalente est créée entre le polymère des IONP et la GFP avec une réaction de chimie
click. Les réactions de chimie click ont un bon rendement, des conditions de réactions
simples et sont bio-orthogonales, c’est-à-dire que les groupes fonctionnels de la réaction
ne réagissent pas sur les groupes fonctionnels habituellement présents dans les systèmes
biologiques, comme les amines, les acides carboxyliques ou les thiols. Cela permet d’avoir
des réactions très spécifiques [120]. Un couplage peptidique précédé d’une activation des
acides carboxyliques peut, par exemple, conduire à la réaction de deux protéines entre
elles, voir à une réticulation, car les protéines possèdent les deux fonctions réactives, les
acides carboxyliques et les amines, donc la réaction de chimie click est plus adaptée. Ici
la réaction est sans catalyseur cuivre, entre un dibenzocyclooctyne (DBCO) et un azo-
ture (N3). Un polymère comprenant des azotures est utilisé pour recouvrir les IONP et le
DBCO est lié à la protéine. Le polymère utilisé est un polymère sulfobétaine avec des azo-
tures en statistique décrit dans la partie 2.2.3, nommé P(SPE/N3-bMAPC1), ou N3stat .
Le DBCO est ajouté par réaction peptidique entre un DBCO-N-hydroxysuccinimidyl ester
(DBCO-NHS) (Figure 3.3) et une GFP.

N

O

O

O

N

O

O

DBCO

NHS

Figure 3.3 – Structure du Dibenzocyclooctyne-N-hydroxysuccinimidyl ester, DBCO-
NHS.

Le NHS est un activateur d’acide carboxylique qui permet de former une liaison pepti-
dique entre le DBCO et des amines primaires de la GFP (présentes sur le bout N terminal
de la protéine et sur les acides aminés lysine). Le schéma de la réaction est présenté Fi-
gure 3.4. Le bon déroulement de la réaction est vérifié par spectrophotométrie UV-visible :
la GFP absorbe à 488 nm avec ε(488 nm) = 55 000 M -1.cm-1 et le DBCO absorbe à 310 nm
avec ε(310 nm) = 12 000 M -1.cm-1 et forme une épaule reconnaissable sur le spectre de la
GFP. La réaction a un bon rendement : une réaction avec 5 équivalents de DBCO-NHS
par rapport à la GFP donne 5 DBCO sur la GFP. 5 DBCO sur la GFP est un nombre un
peu élevé : trop de DBCO pourraient dénaturer la GFP, empêcher sa reconnaissance par
le nanocorps ou introduire des interactions non spécifiques dans la cellule. 1 seul DBCO
par GFP diminue l’efficacité de couplage de la GFP sur les IONP-N3s, donc le nombre de
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DBCO par GFP a donc été fixé à 2. 2 équivalents de DBCO lors de la réaction avec la
GFP donnent 2 DBCO par GFP, cf. le protocole ci-dessous. Le DBCO-NHS s’hydrolyse
facilement au contact de l’eau, il est conservé par aliquots à -20°C dans le DMSO anhydre.

Figure 3.4 – Schéma de la réaction de la GFP avec le DBCO-NHS : réaction peptidique
activée par le NHS.

Protocole synthèse de GFP-DBCO

1 nanomole de GFP (Gene And Cell Technologies) (5 µL), 2 nanomoles (2eq.) de DBCO-NHS
(Sigma-Aldrich) (à 0,5 mg/mL dans le DMSO anhydre) et 20 µL de tampon HPS/NaCl 50/150 mM
pH = 8,2 sont mélangés dans un tube eppendorf. Après 2h de réaction à température ambiante la
GFP est lavée trois fois par ultrafiltration sur membrane avec un seuil de 10 kDa, pour laisser pas-
ser le DBCO-NHS non réagi, mais conserver la GFP de taille 28 kDa. La GFP-DBCO se conserve
quelques jours à 4°C.

La GFP-DBCO réagit ensuite avec les IONP-N3s selon la réaction schématisée Fi-
gure 3.5. Pour l’application envisagée, il est souhaitable de minimiser le nombre de IONP-
N3s sans GFP, mais aussi d’éviter d’avoir trop de GFP sur les IONP-N3s, car cela augmente
leur rayon hydrodynamique, et pourrait causer un encombrement sur le locus génomique
qui réduirait le nombre de IONP-N3s accrochées. Une IONP-N3s avec plusieurs GFP peut
aussi se lier à plusieurs protéines TetR et donc remplir plusieurs emplacements tetO.

Le compromis est fixé à 3 GFP par nanoparticule, car avec ce ratio la quantité de
nanoparticules sans GFP est estimée à 5 %, ce qui est acceptable. En effet, il y a de
nombreuses fonctions azotures par rapport aux GFP introduites, le nombre de GFP par
IONP-N3s suit alors une distribution de Poisson de paramètre λ = 3. Pour 3 GFP par
IONP-N3s il y a alors e-3 = 0.0498 soit 5 % de nanoparticules sans GFP.

10 équivalents de GFP par rapport aux nanoparticules donnent environ 6 GFP par na-
noparticules, donc pour atteindre 3 GFP par nanoparticules, les IONP-N3s sont mélangées
à 5 équivalents de GFP-DBCO selon le protocole décrit ci-dessous.

Figure 3.5 – Schéma de la réaction de la GFP-DBCO avec les IONP-N3s.
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Protocole bioconjugaison de la GFP sur les IONP-N3s par chimie click sans cuivre

1 équivalent de IONP-N3s est mélangé avec 5 équivalents de GFP-DBCO préalablement synthétisés
dans quelques microlitres de tampon HPS/NaCl 10/150 mM pH=7,5. Après 12h de réaction à
température ambiante à l’abri de la lumière, les IONO sont lavées trois fois par ultrafiltration avec
un seuil de 100 kDa pour permettre de conserver les IONP, mais retirer les GFP, de taille 28 kDa,
qui n’ont pas réagi. Les IONP-GFP ainsi synthétisées se conservent plusieurs semaines à 4°C.

L’absorption de la GFP est utilisée pour calculer le nombre moyen de GFP accrochées
sur les nanoparticules. La fluorescence donnerait un signal plus intense, mais il y a un
risque qu’elle soit en partie éteinte par la proximité de la nanoparticule d’oxyde de fer, ce
qui donnerait un résultat faussé. L’absorption est mesurée à 488 nm, le pic d’absorption
de la GFP dans le visible.
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Figure 3.6 – Spectre d’absorption des IONP-N3s après réaction avec des GFP-DBCO
(noir) et des GFP sans DBCO (rouge). L’absorption des IONP-N3s seules a été soustraite.

La Figure 3.6 présente le spectre d’absorption des IONP-N3s qui ont réagi avec de la
GFP-DBCO, en rouge, et en noir le spectre de IONP-N3s qui ont réagi avec de la GFP
sans DBCO, comme contrôle, après lavage. Sur les deux spectres, l’absorption des IONP
seules a été soustraite pour mieux visualiser l’absorption due à la GFP. L’absorbance à
488 nm est plus intense pour les IONP qui ont réagi avec des GFP-DBCO que pour le
contrôle sans DBCO. Il y a aussi une bosse sur le spectre des IONP avec de la GFP sans
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DBCO, cependant le maximum n’est pas à 488 nm, ce qui suggère que cette absorption
n’est pas liée à de la GFP. Les GFP ont donc bien réagi avec les nanoparticules, et
de manière spécifique par chimie click. En prenant un coefficient d’absorption molaire
ε(488 nm) = 55 000M -1cm-1, il y a ici 3 GFP par IONP sur les IONP.

3.1.3 Accroche de fluorophores sur les nanoparticules d’oxyde de fer

Les IONP-GFP sont fluorescentes sur le canal de la GFP, mais cette fluorescence est
peu intense. Un fluorophore est donc ajouté sur les polymères pour pouvoir visualiser
facilement les IONP dans les noyaux des cellules. Le fluorophore utilisé est le FP647-
DBCO (Interchim), il réagit sur les azotures résiduels du polymère comme présenté dans
la partie 2.4.1, selon la réaction du schéma Figure 3.7. Le fluorophore est ajouté en large
excès pour maximiser le nombre de fluorophores par IONP. Un fluorophore AF488 DBCO
(Interchim) peut aussi être utilisé afin que sa fluorescence s’ajoute à celle de la GFP, ce
qui évite de consommer deux canaux de fluorescence sur le microscope.

Propriétés en absorbance

Figure 3.7 – Schéma de la réaction des IONP-GFP avec les fluorophores FP647.

Une fois les fluorophores ajoutés sur les IONP-GFP, le spectre d’absorption en Fi-
gure 3.8 est obtenu.

Le nombre de fluorophores par IONP est compté par absorption à 647 nm, avec ε(647 nm) =
0.25 µM -1cm-1. Il y a par exemple 8 fluorophores FP647 sur les IONP-GFP (8nm de dia-
mètre TEM) de la Figure 3.8.
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Figure 3.8 – Spectre d’absorption des IONP-8-N3s conjuguées à la GFP et au fluorophore
FP647.

Propriétés d’émission et extinction de fluorescence

Les IONP-GFP-FP647 ont le spectre d’émission suivant, Figure 3.9.
Une fois sur les IONP, les fluorophores ont une intensité de fluorescence plus faible

qu’attendu. Une solution de fluorophores libres avec la même absorbance à 647 nm a une
fluorescence de 5 à 20 fois plus intense. Cette extinction est observée pour les fluorophores
FP647, qui absorbent à 647 nm et les AF488, qui absorbent à 488 nm. Cette diminution de
la fluorescence n’est pas due à un transfert d’énergie par résonance de Förster (Förster re-
sonance energy transfer, FRET), car les spectres d’absorption des IONP-N3s et d’émission
du colorant FP647 ne se recouvrent pas, cf. Figure 3.9b. Il semble donc que la proximité
des oxydes de fer crée une extinction de la fluorescence des fluorophores. L’extinction de
fluorescence est aussi observée pour des IONP-N3s avec un seul fluorophore accroché en
moyenne par nanoparticule, ce qui permet de conclure que cette extinction est due à la
présence de la nanoparticule et non à la présence de plusieurs fluorophores mitoyens.

Une extinction de fluorescence de fluorophores à proximité des nanoparticules est bien
connue dans le cas des nanoparticules d’or [121] et a aussi été observée pour les na-
noparticules d’oxyde de fer [122]. Jang et al. [122] ont étudié le niveau d’extinction de
fluorescence d’un fluorophore Cyanine 5,5 autour de nanoparticules d’oxyde de fer entou-
rées d’une coque de silice, en fonction de l’épaisseur de la coque de silice. Le fluorophore
Cyanine 5,5 est un fluorophore un peu plus rouge (excitation 684 nm, émission 710 nm)
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(a) Excitation à 488 nm
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(b) Excitation à 647 nm

Figure 3.9 – Superposition du spectre d’absorption (noir) et d’émission (rouge) des
IONP-GFP-FP647.

que le FP647 utilisé dans cette thèse (excitation 647 nm, émission 675 nm). Comme pour
le FP647, aucun transfert d’énergie de type FRET n’est attendu entre le fluorophore et
les nanoparticules. Pour des nanoparticules de 13 nm de diamètre avec une coque de silice
de 3,5 nm d’épaisseur, la fluorescence est 3,3 % de celle attendue (extinction de 96,7 %).
Une coque en silice bien plus épaisse, de 55 nm d’épaisseur, permet de retrouver la fluo-
rescence attendue, à 98,4 % (extinction de 1,6 %). Pour l’application des nanoparticules
en tant que nanosonde, il n’est pas possible d’introduire une coque de silice aussi épaisse
pour retrouver un bon niveau de fluorescence, mais il est possible d’augmenter la taille du
polymère.

Le taux d’extinction est étudié pour des IONP avec des fluorophores FP647, sans
GFP, de deux tailles différentes (8 et 11 nm de diamètre au TEM) et avec deux polymères
différents : un polymère P(SPE/N3-bMAPC1), avec les azotures répartis de manière sta-
tistique sur la chaîne, appelé polymère N3 stat , de masse molaire 10 000 g/mol, ou un
P(SPE-bMAPC1)-N3, avec un seul azoture ajouté à l’extrémité du polymère, appelé poly-
mère N3 term , de masse molaire 4 000g/mol. Leur synthèse est décrite dans la partie 2.2.3.
Le polymère N3 term est plus court pour éviter un repliement trop important du polymère
sous forme de champignon qui risquerait de cacher l’azoture terminal dans une pelote de
polymère et le rendrait inaccessible pour la fonctionnalisation. Les résultats sont présentés
dans le tableau 3.1. Le nombre moyen de fluorophores accrochés pour chaque IONP est
indiqué, ainsi que le pourcentage de fluorescence obtenu par rapport au niveau attendu (le
niveau attendu est le niveau de fluorescence d’une solution de fluorophore libre de même
absorbance à 647 nm). Dans la dernière colonne est indiqué le nombre de fluorophores
équivalents, c’est-à-dire le nombre de fluorophores libres qui correspond à l’intensité de
fluorescence d’une IONP.

Ces résultats soulignent que l’extinction de fluorescence est plus élevée pour les na-
noparticules de diamètre plus élevé. L’extinction est aussi plus élevée pour le polymère
N3 term , plus petit. Cela peut s’expliquer par une distance plus faible entre le fluorophore
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diamètre des IONP type de polymère nb fluorophore %fluo nb fluorophore éq.
8 nm N3 term 5 8 0,4
8 nm N3 stat 12 20 2,3
11 nm N3 term 23 3 0,6
11 nm N3 stat 34 7 2,4

Table 3.1 – Tableau récapitulatif de l’extinction des fluorophores FP647 accrochés sur
des IONP de différentes tailles et fonctionnalisées avec différents polymères.

et la surface de la nanoparticule. Finalement les nanoparticules plus grosses diminuent
davantage la fluorescence des fluorophores, mais possèdent aussi un plus grand nombre de
fluorophores grâce à leur surface plus grande. Leur intensité de fluorescence est finalement
la même que celle de nanoparticules plus petites. Il aurait été intéressant pour la suite de
l’étude d’avoir des nanoparticules plus fluorescentes, mais cela ne semble pas possible en
gardant les propriétés de taille et de furtivité des nanoparticules. La suite de l’étude est
donc réalisée sur ces IONP.

Avec ces ratios fluorophores/MNP, la présence des fluorophores ne perturbe pas les
propriétés de furtivité, ce sont les mêmes fluorophores que ceux utilisés pour les études
de furtivité dans le chapitre 2. Dans les expériences de micromanipulation suivantes, les
IONP de 11 nm de diamètre cristallin avec le polymère N3 stat sont utilisées. Elles sont
appelées MNP, pour "magnetic nanoparticles".

Cacher les fonctions azotures restantes

Avant l’injection dans les cellules, les dernières fonctions azotures sur les IONP-N3 qui
n’auraient pas réagi sont cachées, car elles risquent de créer des interactions non spéci-
fiques dans les cellules. Les IONP-GFP-FP647 réagissent avec un DBCO-NHS hydrolysé
en DBCO acide carboxylique selon la réaction schématisée Figure 3.10 et le protocole décrit
dans la partie 2.4.2.

Figure 3.10 – Schéma de la réaction des IONP-GFP-FP647 avec du DBCO-NHS hydro-
lysé pour cacher les fonctions azotures résiduelles.
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3.2 Ciblage d’un locus génomique par les nanoparticules
magnétiques

3.2.1 Microinjection et colocalisation

Des nanoparticules magnétiques fluorescentes conjuguées à de la GFP ont ainsi été
synthétisées. La GFP a pour but de cibler la répétition tetO, située sur le chromosome
1, via un nanobody anti-GFP fusionné à une protéine TetR. Le but de ces nanosondes
est d’étudier la dynamique de la chromatine dans des cellules vivantes. Les MNP sont
introduites dans le noyau des cellules par microinjection, puis l’efficacité du ciblage et le
déplacement du locus est étudié par microscopie de fluorescence.

La microinjection consiste en l’injection d’un faible volume d’une solution dans le
cytoplasme ou noyau d’une cellule vivante grâce à une très fine aiguille qui envoie un
flux continu de solution de MNP. En contrôlant la position et la hauteur de l’aiguille,
il est possible d’injecter un volume de solution dans le noyau des cellules (environ 10 %
du volume du noyau) sans compromettre leur viabilité. La Figure 3.11 montre l’image en
transmission des cellules avec l’aiguille au-dessus. L’aiguille est chargée avec une solution de
MNP à 0,1 µM avec 1 mg/mL de polymère P(SPE) libre. L’aiguille, d’un diamètre interne
de 500 nm, a tendance à se boucher. Pour limiter ce phénomène du polymère P(PSE) est
introduit en excès dans la solution injectée. Le verre est une surface très chargée et les
polymères polyzwitterion ont tendance à s’y adsorber. Le polymère en excès a donc pour
but de recouvrir le verre de l’aiguille et ainsi d’éviter les interactions entre les MNP et le
verre qui pourraient boucher l’aiguille. Pour éviter que l’aiguille ne se bouche, la solution
de MNP est aussi centrifugée dans un tube Eppendorf à 12 000 g pendant 5 min pour faire
tomber dans le fond du tube des agrégats potentiels, et uniquement le haut de la solution
est prélevé pour être introduit dans l’aiguille.

Protocole d’imagerie et microinjection des cellules

Les cellules U2OS-263-TetR-mCherry-αGFP sont mises en culture dans une boite de pétri Fluo-
roDish (Ibidi) de 35 mm de diamètre dans leur milieu de culture, au plus tard 12 h avant l’expé-
rience. Les cellules sont imagées avec un microscope à champ large (Nikon, Eclipse Ti2) avec une
lampe Spectra-X light (Lumencor), un objectif à huile 100x/1.49NA (Nikon, CFI Apochromat),
une caméra iXon Life 888 EM-CCD (Andor), une platine HLD117NN (Prior) avec un axe vertical
piézoélectrique, une platine piezo a Nano-ZL100 (Mad City Labs) et une enceinte (Okolab) pour
maintenir l’humidité et la chaleur à 37°C. Le microscope est contrôlé par le logiciel MicroManager.
Le système de microinjection est un InjectMan 4 et FemtoJet 4i (Eppendorf) et l’aiguille est une
aiguille Femtotip (Eppendorf). Pendant toute la durée de l’expérience, une pression de compensa-
tion est appliquée dans l’aiguille. Cette pression permet d’éviter que le milieu de culture ne remonte
dans l’aiguille. Il y a donc toujours un léger flux sortant de l’aiguille, ce qui lui évite aussi de se
boucher. Cette pression est fixée à 70 hPa. Lors de l’injection, la pression est fixée à 80hPa pendant
tout le temps de l’injection, fixé à 0,2 s. L’aiguille femtotip est chargée avec 3 µL d’une solution de
MNP à 0,1 µM avec 1 mg/mL de P(SPE). Ces 3 µL sont prélevés sur le dessus du tube Eppendorf
après centrifugation 5 min à 12 000 g pour être sûr de ne pas charger d’agrégats dans l’aiguille. Au
cours de l’expérience, le couvercle étant retiré du fluorodish pour permettre à l’aiguille d’être en
contact avec les cellules, 500µL d’eau ultrapure et autoclavée sont ajoutés à la boite de pétri pour
compenser l’évaporation. Les images sont acquises avec un temps d’exposition de 100 ms et une
puissance de 5 % sur la lampe Spectra-X. Les Z-stacks sont pris de 3 à -3 µm avec δ=0,3 µm.
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Protocole de culture cellulaire

Les cellules U2OS 263 TetR - mCherry - α GFP sont cultivées dans un milieu DMEM/F12, HEPES,
sans phénol red (ThermoFischer), avec 10 % de sérum de veau fœtal (Sigma-Aldrich) et 1 % de peni-
cilline/streptomycine (Sigma-Aldrich) à 37 °C et 5 % CO2. Les cellules sont repiquées régulièrement,
tous les 2 ou 3 jours, à 1/4 ou 1/8, avec de la TrypLE (Gibco) pour les détacher du fond de la
boite de pétri dans laquelle elles sont cultivées.

Figure 3.11 – Image au microscope en transmission de l’aiguille de micro-injection au-
dessus des cellules. La cellule sous l’aiguille a été injectée.

Pour étudier l’efficacité du ciblage des MNP sur ce locus, la microscopie de fluorescence
est utilisée. Les cellules sont visibles en transmission. La protéine TetR fusionnée avec la
mCherry s’accroche sur sa séquence tetO, donc le canal mCherry permet de voir le locus
génomique à cibler. Les MNP sont visibles sur le canal rouge lointain. La Figure 3.12
montre en A le canal de la mCherry : on distingue 6 cellules avec 6 points lumineux qui
correspondent aux locus. La Figure 3.12B montre les mêmes cellules, mais via le canal
rouge lointain. On voit les MNP qui ont été injectées dans 6 cellules. La Figure 3.12C
est la superposition des deux précédentes figures, avec en vert les MNP-GFP injectées et
en rouge la protéine TetR-mCherry-αGFP. Les locus colocalisent, donc les MNP-GFP ont
bien ciblé le locus. Une cellule en haut au milieu n’exprime pas la protéine de liaison TetR-
mCherry-αGFP, probablement parce que le transgène précédemment inséré a été éliminé
lors d’une recombinaison génétique (fréquentes dans des lignées cellulaires cancéreuses
comme les U2OS). Dans cette cellule les MNP ne s’agrègent pas en un point, preuve que
c’est la présence de la protéine de liaison qui est responsable du recrutement des MNP au
niveau du locus. La cellule centrale n’a pas été injectée.

Cibler la chromatine avec des MNP-GFP fonctionne pour la lignée cellulaire exprimant
la protéine TetR-mCherry-αGFP, mais permet uniquement de cibler la répétition tetO
sur le chromosome 1. Une autre approche a été testée pour pouvoir cibler d’autres loci et

97



Chapitre 3

Figure 3.12 – Image en microscopie de fluorescence de 7 cellules. Le noyau de 6 de ces
cellules est microinjectées avec des MNP-GFP-fluorophore. A : canal de la mCherry, c’est-
à-dire de la protéine TetR-mCherry-αGFP qui s’accumule au locus à cibler B : canal du
fluorophore des MNP injectées dans le noyau C : Superposition de la première (rouge) et
de la deuxième (vert) image.

d’autres lignées cellulaires. Elle est fondée sur l’utilisation de la protéine deadCas9, et est
décrite en Annexe 4.3.4

3.2.2 Accumulation

Une fois injectées dans le noyau les MNP s’accumulent donc au locus. Pour étudier cette
accumulation, des images de cellules injectées ont été prises pendant les vingt premières
minutes après l’injection. L’intensité de fluorescence au niveau du locus est mesurée et
suivie au cours du temps. Le logiciel ImageJ est utilisé pour mesurer la fluorescence du
locus. On observe une augmentation de l’intensité de fluorescence pendant les premières
minutes, puis l’intensité atteint un plateau. Les MNP mettent donc quelques minutes pour
s’accumuler au locus.
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Figure 3.13 – Évolution de l’intensité de fluorescence sur le locus génomique au cours du
temps après injection de MNP GFP dans le noyau de la cellule, sur le canal rouge lointain.

3.2.3 Compter les nanoparticules par locus

Il est intéressant de pouvoir compter le nombre de MNP au locus, notamment pour
pouvoir ensuite déduire la force qui y est appliquée. Pour cela, l’intensité de fluorescence du
locus est utilisée, car elle est proportionnelle au nombre de MNP au locus. Pour avoir accès
à un nombre absolu, il faut connaître l’intensité d’une unique MNP sur ce microscope. Pour
mesurer cette intensité, une très faible quantité de MNP sont injectées dans le cytoplasme
de cellules (concentration de 25 nM de MNP dans l’aiguille). Cette faible concentration
permet de voir des MNP uniques dans le cytoplasme des cellules avec la lampe Spectra-
X à une puissance de 100 % et une exposition de 5 ms. Les MNP sont injectées dans le
cytoplasme, car sa finesse à certains endroits permet de limiter la diffusion en z des MNP.
Ces images permettent de mesurer l’intensité de la MNP pour une lampe Spectra-X à 100 %
(Figure 3.14a). L’intensité d’un objet est proportionnelle à la puissance de la lampe et à
la durée d’exposition, ce qui permet de déduire l’intensité d’une MNP pour les conditions
d’imagerie usuelles (Spectra-X à 5 % et exposition de 100ms). Pour vérifier que les MNP
observées sont bien des MNP uniques et non des agrégats de quelques MNP, un laser de
plus forte puissance, 180 mW, a été utilisé. La densité de points lumineux entre les deux
images Figure 3.14b est comparée. Une densité similaire est observée, ce qui signifie que
le laser ne révèle pas de MNP de plus faible intensité qui seraient invisibles à la lampe, et
donc que les points observés sur la Spectra-X sont bien des MNP uniques. Les mesures sont
faites sur des vidéos des MNP avec une image toutes les 5 ms. Pour mesurer l’intensité de
fluorescence d’une MNP, une zone d’intérêt est sélectionnée autour de la MNP. La somme
des valeurs des pixels de la zone est calculée (outil Rawintden sur ImageJ). À cette valeur
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est soustraite la somme des valeurs des pixels d’une zone de même taille ne contenant
pas de MNP et proche de la zone initiale, pour retirer le bruit de fond. En ajustant la
valeur obtenue dans ces conditions d’imagerie (Spectra-X à 100 % et exposition de 5 ms)
l’intensité lumineuse d’une MNP dans les conditions d’imagerie usuelles (Spectra-X à 5 %
et exposition de 100 ms) est déduite. L’analyse se fait sur des MNP mobiles, c’est-à-dire qui
ont changé de place sur l’image suivante (5 ms plus tard), pour s’assurer qu’elles diffusent,
et éviter d’analyser des agrégats, ou des composants de la cellule. L’intensité des MNP est
mesurée est de 425 u.a de médiane, avec un écart type de 115 u.a (mesure réalisée sur 10
MNP). La médiane est prise en compte, car elle est moins sensible à la perturbation créée
par la mesure d’un agrégat de plusieurs MNP.

(a) Lampe Spectra-X 100 % (b) Laser 638 nm à 180mW

Figure 3.14 – MNP injectées en faible concentration dans le cytoplasme de cellules
vivantes pour mesurer la fluorescence d’une MNP unique.

Cette valeur permet d’estimer le nombre de MNP fixées à un locus. Sur la Figure 3.12B,
le locus le plus lumineux (au milieu à gauche) contient 2 000 MNP, les deux autres locus
de gauche 1 000, et ceux de droite 350. Il y a 20 000 sites de liaison pour la protéine TetR
par cellule, donc environ un site sur dix est occupé pour la cellule avec le plus de MNP.
La quantité de MNP au locus peut varier en fonction de plusieurs facteurs : la quantité de
MNP injectée dans chaque cellule n’est pas constante et l’accessibilité de l’ADN au niveau
du locus et le niveau d’expression de la protéine TetR-mCherry-aGFP peuvent varier.

3.3 Manipulation magnétique

L’accumulation de MNP obtenue sur un locus génomique a pour but d’appliquer une
force sur le locus. Un dipôle magnétique est soumis à une force s’il se trouve dans un
gradient de champ, selon la formule :

F⃗ = ∇⃗(µ⃗ · B⃗)

Avec F⃗ la force exercée sur le dipôle de moment magnétique µ⃗ dans un champ magné-
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tique B⃗.
Il faut donc placer le locus dans un gradient de champ magnétique pour pouvoir ap-

pliquer une force.

3.3.1 Présentation du dispositif de manipulation magnétique

Un aimant avec un rayon de courbure faible permet de créer un fort gradient de champ
magnétique [123]. Le système de manipulation magnétique actuellement développé dans le
laboratoire d’Antoine Coulon est une pointe magnétique qui se place sur le bras motorisé de
l’aiguille d’injection, ce qui permet de contrôler sa position dans l’espace voir Figure 3.15.

Figure 3.15 – Schéma de la pointe magnétique s’approchant d’une cellule. Le locus
génomique (vert) est dans le noyau d’une cellule.

La pointe magnétique est une pointe de tungstène avec un rayon de courbure de 0,5 µm
(ptg20-0,5, Microworld). Pour être magnétique, elle est recouverte de permalloy, alliage
nickel fer de grande perméabilité magnétique, par électrodéposition. La pointe est plongée
dans un bain contenant des sels de fer et de nickel au-dessus d’une plaque de permalloy. Un
courant continu est appliqué entre la pointe et la plaque de permalloy. Les cations métal-
liques sont réduits à la surface de la pointe, formant une couche de permalloy. Le protocole
est décrit dans Yapici et al. [124]. L’électrodéposition a été réalisée par Simon Dumas au
laboratoire Macromolécules et Microsystèmes en Biologie et en Médecine (MMBM). Sur
la Figure 3.16 la pointe de tungstène est visible sous la couche de permalloy. L’électrodé-
position a été réalisée pendant 8h50 à 0,5 mA. Les deux pointes ont été utilisées pour faire
de la manipulation. La première est un peu tordue, car la pointe était située trop près de
la plaque de permalloy pendant l’électrodéposition. Trois aimants permanents en néodyme
(NdFeB) (magnétiques.fr) sont ajoutés plus haut sur la pointe pour la magnétiser.

La pointe est ensuite manipulée jusqu’à être proche de la cellule. Il est possible de faire
varier le gradient du champ magnétique au locus en bougeant la pointe.
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(a) Pointe 1, légèrement tordue,
utilisée Figure 3.17.

(b) Pointe 2,
utilisée Figures 3.19, 3.20, 3.21.

Figure 3.16 – Pointes magnétiques de tungstène après electrodéposition de permalloy.
Chaque image est la superposition des images de la pointe avant et après électrodéposition,
permettant d’apprécier l’épaisseur du dépôt.

3.3.2 Déplacement du locus génomique

Une force est appliquée sur un locus génomique selon le schéma Figure 3.15. Des cellules
sont injectées avec une solution de MNP comme décrit en 3.2.1. La manipulation est
réalisée au moins une heure après, afin de s’assurer que les MNP sont bien accumulées
au locus et que la cellule a bien supporté la microinjection. La Figure 3.17 présente un
exemple de manipulation. Il y a 2 500 MNP au locus, qui est bien visible sous la forme
d’un point blanc. Le locus est immobile pendant plusieurs minutes, puis à t=0 min la
pointe magnétique est approchée du noyau (Figure 3.17a). Une image est prise toutes les
10 secondes. À t=10 min, le locus s’est déplacé en direction de la pointe jusqu’au bord du
noyau (Figure 3.17b), puis ne bouge plus, car il a atteint la membrane nucléaire interne. Sur
la Figure 3.17c est représentée une superposition de toutes les images entre 0 et 12,5 min
selon le type de projection "Maximum Intensity" sur le logiciel ImageJ, ce qui permet de
mettre en valeur la trajectoire du locus au cours du temps. De 0 à 10 min le locus s’est
déplacé de 5 µm, soit une vitesse moyenne de 0,5 µm/min.

Le déplacement du locus au cours du temps selon les axes (x,y) qui définissent le plan
de l’image est représenté Figure 3.18. L’incertitude sur la mesure est estimée en prenant
l’écart maximal réalisé en pointant 5 fois le locus sur la même image. Cet écart est de
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(a) t=0 min

(b) 10 min

(c) Superposition de toutes les images en prenant la valeur maximale de chaque
pixel au cours du film.

Figure 3.17 – Micromanipulation d’un locus génomique lié à des MNP de 11 nm de
diamètre cristallin. Les images sont la somme des images en lumière transmise (montrant
les cellules et la pointe magnétique) et des images dans le canal 637 nm (montrant les
MNP accumulées au locus).
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0,1 µm, soit environ 10 % du diamètre du locus.
Il semble qu’il y ait un obstacle sur le trajet du locus entre 8 et 10 min sur l’axe x

et 6 et 8 min sur l’axe y. Après 10 min, le locus ne bouge plus, il a atteint la membrane
nucléaire. Le déplacement mesuré à partir de 12 min correspond à un mouvement de la
membrane nucléaire. Cette mesure a été réalisée avec la pointe 1.

0 2 4 6 8 10 12 14

0

1

2

3

4

5

6

 

 

x 
(µ

m
)

Temps (min)

(a) Déplacement du locus selon l’axe x.
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(b) Déplacement du locus selon l’axe y.

Figure 3.18 – Déplacement du locus selon les axes x et y, 2 500 MNP au locus. Le locus
s’arrête car il touche la membrane nucléaire.

D’autres déplacements ont été suivis avec la pointe 2 et différentes positions de la
pointe. Sur la Figure 3.19, la pointe est placée sous le locus, qui se déplace alors selon l’axe
y. Les Figures 3.20 et 3.21 représentent le déplacement du même locus, mais avec la pointe
dans deux positions différentes : à droite du locus pour la Figure 3.20 et à gauche/au-dessus
du locus Figure 3.21. La pointe est toujours située suffisamment au-dessus de la cellule selon
l’axe z pour éviter de la toucher, car cela perturberait la cellule qui se rétracterait, faussant
les mesures de déplacements. Sur les Figures 3.19, 3.20 et 3.21, le déplacement du locus
une fois la pointe retirée, c’est-à-dire en absence de champ magnétique, est aussi mesurée.
L’instant où le champ magnétique est retiré est symbolisé par la ligne verticale en pointillés.
Sur les Figures 3.19 et 3.21, le locus ne bouge pas beaucoup une fois le champ retiré alors
que sur la Figure 3.20 il revient à sa position initiale en x. Pour d’autres cellules le locus
ne bouge pas lors de l’application de la force. Sur la Figure 3.17, le locus s’arrête quand il
touche la membrane nucléaire, alors que sur les Figures 3.19, 3.20 et 3.21 il s’arrête avant
d’avoir attend la membrane, sûrement arrêté par un obstacle. Il y a donc une variabilité
entre les cellules. Les vitesses moyennes de déplacement sont aussi variables, et ne sont
pas proportionnelles au nombre de MNP au locus. Sur la Figure 3.18, la vitesse moyenne
est de 0,5 µm/min pour 2 500 MNP au locus, Figure 3.19 0,5 µm/min pour 3 500 MNP au
locus, Figure 3.20 0,25 µm/min pour 1 500 MNP au locus et Figure 3.21 0,83 µm/min pour
1 500 MNP au locus.

Le système a donc permis le déplacement du locus génomique et donc l’application
d’une force sur la chromatine.
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(a) La pointe est située en dessous du locus.
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(b) Déplacement du locus selon l’axe x. La
ligne en pointillés marque l’arrêt du gradient de
champ magnétique.
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(c) Déplacement du locus selon l’axe y. La
ligne en pointillés marque l’arrêt du gradient de
champ magnétique.

Figure 3.19 – Déplacement du locus selon les axes x et y, 3 500 au locus. Le locus s’arrête
avant d’atteindre la membrane, et reste immobile après l’arrêt du gradient de champ.
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(a) La pointe est située à droite du locus.
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(b) Déplacement du locus selon l’axe x. La
ligne en pointillés marque l’arrêt du gradient de
champ magnétique.
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(c) Déplacement du locus selon l’axe y. La
ligne en pointillés marque l’arrêt du gradient de
champ magnétique.

Figure 3.20 – Déplacement du locus selon les axes x et y, 1 500 MNP au locus. Le locus
s’arrête avant d’atteindre la membrane, et retourne vers sa position initiale après l’arrêt
du gradient de champ magnétique.
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(a) La pointe est située à gauche et au-dessus du locus.
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(b) Déplacement du locus selon l’axe x. La
ligne en pointillés marque l’arrêt du gradient de
champ magnétique.
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(c) Déplacement du locus selon l’axe y. La
ligne en pointillés marque l’arrêt du gradient de
champ magnétique.

Figure 3.21 – Déplacement du locus selon les axes x et y, 1 500 MNP au locus. Le locus
s’arrête avant d’atteindre la membrane, et retourne vers sa position initiale en y après
l’arrêt du gradient de champ magnétique, mais pas en x.
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3.3.3 Calibration de la force appliquée sur le locus

Le locus se déplace au cours du temps sous l’effet de la pointe magnétique. Il serait
intéressant de calculer la force appliquée sur le locus, afin de la comparer avec d’autres
forces en jeu dans le noyau des cellules.

Avec le moment magnétique des particules et le gradient de champ magnétique

Deux approches sont envisagées pour mesurer cette force. La première est de déduire
la force de l’équation :

F⃗ = ∇⃗(µ⃗ · B⃗) (3.1)

Avec F⃗ la force exercée sur le dipôle de moment magnétique µ⃗ dans un champ magné-
tique B⃗.

Le moment magnétique s’aligne sur le champ magnétique donc :

F⃗ = µ∇⃗B (3.2)

On cherche donc à connaître le moment magnétique de l’amas de nanoparticules au
locus et le gradient du champ appliqué par la pointe. Le calcul du gradient du champ est en
cours d’étude dans le laboratoire Dynamique Spatio-temporelle des Fonctions Génomiques
par Colin Morand. Le moment magnétique du locus est la somme des moments magné-
tiques des MNP accrochées au locus. Le nombre de MNP au locus peut être déterminé
par fluorescence comme expliqué dans la partie 3.2.3. Le moment magnétique des MNP est
mesuré par magnétomètre à échantillon vibrant (Vibrating-sample magnetometer,VSM),
décrit dans la Partie 2.1.5.

Antoine Coulon et ses collaborateurs ont travaillé sur la manipulation de la chromatine
avec des nanosondes magnétiques avec un autre type de nanoparticules, issues de la ferri-
tine. Les résultats sont présentés dans l’article "Live-cell micromanipulation of a genomic
locus reveals interphase chromatin mechanics" de Keizer et al. [54]. La ferritine est une
protéine intracellulaire qui stocke le fer. Elle forme une cage creuse où le fer est stocké sous
forme d’oxyde de fer. Les nanoparticules magnétiques utilisées dans [54] sont des cages
de ferritine recombinantes avec de la GFP, chargée avec un cœur de fer. La ferritine est
décorée de 24 GFP [53].

Les MNP recouvertes de polymères zwitterioniques et fonctionnalisées avec de la GFP
sont développées pour pouvoir appliquer des forces plus intenses qu’avec les nanoparticules
ferritine. En effet, il est possible de contrôler la taille et la composition de la nanoparticule
d’oxyde de fer lors de sa synthèse, et donc de synthétiser des nanoparticules avec un
moment magnétique plus élevé. Les MNP de 11 nm de diamètre ont un moment magnétique
de l’ordre de 10 fois supérieur à celui des nanoparticules ferritine, cf tableau 3.2.

Les MNP zwitterioniques ne possèdent pas 24 GFP à leur surface, mais 3 en moyenne.
Cela permet à chaque MNP zwitterionique d’occuper moins de sites d’ADN que la ferritine.
Ainsi, en ciblant un même site génomique, on peut s’attendre avec les MNP zwitterioniques

108



Partie 3.3

diamètre des MNP Solvant emu/g emu/MNP
8 nm tampon HBS 47 6,6x10-17

11 nm tampon HBS 71 47x10-17

ferritine 7 nm tampon HBS 54-84 5 - 8 x10-17

Table 3.2 – Moment magnétique de différentes nanoparticules magnétiques d’oxyde de
fer, synthétisées par décomposition thermique, et de la ferritine, synthétisée par voie
aqueuse.

à une force 10 fois supérieure qu’avec les MNP ferritine, et plus encore si plus de MNP
peuvent s’accrocher. Les MNP zwitterioniques ont un moment magnétique supérieur tout
en ayant environ la même compacité que les nanoparticules de ferritine : les MNP ont un
diamètre hydrodynamique de 28 nm (cf partie 2.3.3) pour un diamètre cristallin au TEM de
10,3 ± 1,7 nm. Une mesure de FCS a montré une absence d’augmentation significative du
diamètre hydrodynamique après conjugaison avec la GFP. Les nanoparticules de ferritine
ont un diamètre cristallin au TEM de 7,1 ± 0,5 nm pour un diamètre hydrodynamique de
28 nm [53]. Les diamètres hydrodynamiques sont mesurés par diffusion dynamique de la
lumière (DLS).

Calibration indirecte de la force autour de micropiliers avec des microsphères

Dans l’étude de Keizer et al. [54], les cellules exprimant la protéine TetR-mCherry-
antiGFPnanocorps sont utilisées pour accrocher les nanoparticules ferritines à la chroma-
tine. Un réseau de micropiliers magnétiques en permalloy permet d’appliquer des cycles
de traction-relâchement sur le locus génomique. Le réseau de micropiliers est décrit Fi-
gure 3.22.

Un déplacement génomique de l’ordre du micron par minute, en réponse à des forces
proches du piconewton, a été observé. Ces mesures couplées à des modélisations de poly-
mères ont permis de démontrer que la chromatine est fluide et ne se comporte pas comme
un gel, contrairement à ce qui était auparavant attendu [125, 126, 31]. Le temps et la
valeur de la force nécessaires pour déplacer la chromatine mesurée dans cette étude sont
de l’ordre de grandeur de ceux de moteurs moléculaires, ce qui suggère qu’ils seraient
capables d’organiser le génome dans l’espace. Pour la ferritine la carte des forces créée
autour des micropiliers magnétiques (Figure 3.23) a été élaborée. La carte du champ a
été simulée, puis la carte de force a été calibrée à partir d’une image de ferritine libre en
solution autour des piliers. Le détail est donné dans Keizer et al. [54]. Il est plus simple de
cartographier le champ créé par les micropiliers que celui créé par la pointe magnétique,
mais les micropiliers sont fixes, donc il n’est pas possible de contrôler la position du champ
par rapport au locus. C’est pour cela que le système de pointe magnétique est en cours de
développement.

Pour compléter l’étude de Keizer et al. [54], une autre méthode a été développée pour
calculer la force appliquée au locus, afin de pouvoir confirmer les résultats. Cette fois-ci,
des nanoparticules-ferritine sont accrochées sur des microsphères de polystyrène de 5 µm

109



Chapitre 3

Figure 3.22 – Les micropiliers magnétiques (A) Région de la lamelle de verre montrant
plusieurs micropiliers (carrés noirs) avec des cellules exprimant la protéine tetR-mCherry-
antiGFP. Canal de la mCherry. (B) Schéma des micropiliers (C) Schéma d’une cellule
proche du coin d’un micropilier. Figure issue de [54].

de diamètre. Ces microsphères recouvertes de ferritine sont sensibles au gradient de champ
et sont attirées par les micropiliers. En mesurant leur vitesse, il est possible de trouver la
force à laquelle elles sont soumises grâce à la formule suivante :

F⃗ = kBT

D
v⃗ (3.3)

avec kB la constante de Boltzmann, T la température et D le coefficient de diffusion
des microsphères en l’absence de force, mesuré à partir de l’ajustement de la courbe du
déplacement quadratique moyen des microsphères lors de leur sédimentation.

En mesurant la fluorescence des billes, il est donc possible de relier un niveau de
fluorescence à une force. Cela permet donc de déduire la force appliquée à un locus en
fonction de sa fluorescence, et ce sans compter les MNP au locus, donc sans passer par
la mesure de la fluorescence d’une nanoparticule unique, ce qui limite la propagation des
erreurs. Dans l’étude "Live-cell micromanipulation of a genomic locus reveals interphase
chromatin mechanics" [54] j’ai participé à la fonctionnalisation des microsphères, le contrôle
de leur adsorption sur le verre des lamelles de verre, la mesure de leur coefficient de diffusion
et les expériences d’attraction par les micropiliers.

Les ferritines sont accrochées aux microsphères par des anticorps. Les microsphères de
polystyrène sont carboxylées, mais présentent tout de même des patchs hydrophobes sur
lesquels les anticorps s’adsorbent. Les anticorps sont ensuite réticulés par liaison peptidique
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Figure 3.23 – Carte des forces autour d’un micropilier, exprimé en fN par nanoparticule
de ferritine, issue de [54].

grâce à l’ajout d’EDC qui active les acides carboxyliques. La ferritine est ensuite incubée
avec les microsphères anticorps. La synthèse de ces microsphères ferritine se résume selon
le schéma Figure 3.24 et le protocole décrit ci-dessous.

Figure 3.24 – Schéma de la réaction des microsphère avec des anticorps anti-GFP, puis
avec de la ferritine.

Protocole synthèse des microsphères ferritine GFP

Des microsphères en polystyrène carboxylées de 5 µm de diamètre (Alpha Nanotech) sont recou-
vertes de nanoparticules ferritine GFP grâce à un anticorps monoclonal anti-GFP (3E6, Ther-
moFischer). Après lavage par centrifugation (500 tr/min, 2min) avec un tampon acide 2-(N-
morpholino)éthanosulfonique (MES) 50 mM pH=6,2, les microsphères sont incubées avec 107 an-
ticorps par microsphère pendant 15min sur un agitateur rotatif. Sont ensuite ajoutés 10 µg par µg
d’anticorps de 1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl)carbodiimide (EDC) (Sigma-Aldrich) fraîchement
dilué dans le tampon à pH = 6,2. Après 2heures de réaction à température ambiante, les anticorps
en excès et l’EDC sont lavés par centrifugation (2 000 tr/min, 5min) et les billes sont resuspendues
dans un tampon 20 mM HEPES, 150 mM NaCl, pH = 8.0. Les microsphères recouvertes d’anti-
corps sont ensuite incubées avec 106 ferritine–GFP nanoparticules par microsphères à température
ambiante pendant deux heures avant de laver les ferritines non liées par centrifugation.

Des microsphères recouvertes de ferritine sont ainsi obtenues. La Figure 3.25 gauche
représente les microsphères de polystyrène selon un schéma à l’échelle, et à droite montre
une image des microsphères en fluorescence, qui permet de voir la ferritine GFP autour
des microsphères, et en transmission, pour voir la microsphère seule.

Les microsphères sont ensuite attirées par des micropiliers (Figure 3.26). Ces micropi-
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Figure 3.25 – À gauche un schéma à l’échelle des microsphères recouvertes de ferritine. À
droite en haut une image de microsphère recouverte de ferritine en fluorescence. À droite
en bas la même microsphère en transmission. Figure issue de [54].

liers sont faits de permalloy et sont aimantés par un aimant permanent situé de part et
d’autre du réseau de micropilier. Leur fabrication est décrite dans Bongaerts et al. [127] et
Toraille, Aizel et al. [128]. Les microsphères recouvertes de GFP sont déposées sur la puce
de microaimants en situation très diluée. Pour limiter l’adhésion des microsphères sur la
lamelle de verre, un excès de sérum d’albumine bovin (BSA) est ajouté au tampon et la
puce de microaimants est incubée avec 10 mg de BSA dans 200 µL de tampon pendant
10 min, puis lavée deux fois, avant les expériences de manipulation.

Figure 3.26 – Schéma des micropiliers avec une microsphère recouverte de nanoparticules
ferritine, adapté de [54].

La Figure 3.27a représente un micropilier avec des microsphères ferritine à proximité.
Quand le pilier est aimanté par l’ajout du gros aimant permanent, les microsphères sont
attirées par le micropilier. La Figure 3.27b représente la trajectoire de microsphères attirées
par le pilier.

La force appliquée sur les microsphères est ensuite calculée selon l’équation 3.3. Sur
les graphes de la Figure 3.28, la force appliquée sur la microsphère est tracée en fonction
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(a) Micropiliers et microsphères ferritine, ca-
nal de la GFP. (b) Trajectoires des microsphères.

Figure 3.27 – Les microsphères sont attirées par les micropiliers quand ils sont aimantés
[54].

de sa distance au pilier en micromètre. Les cercles vides sont les mesures de force à partir
de la vitesse instantanée des microsphères. Les lignes sont la valeur de force prédite par la
fluorescence des microsphères et la carte de force (déterminée à partir du gradient de champ
magnétique simulé). Les deux mesures concordent, par conséquent les deux méthodes de
mesure semblent valides. Les analyses ont été réalisées par Antoine Coulon et sont issues
de l’article Keizer et al. [54].
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Figure 3.28 – Tracé de la force appliquée sur les billes en fonction de la distance au pilier
en µm. Les cercles sont la mesure de la force à partir de la vitesse des billes, et en trait
plein est représentée la force déduite du niveau de fluorescence des microsphères et de la
carte de force de la Figure 3.23 [54].

Comparaison de la force mesurée avec les forces en jeu dans le noyau

Sur la Figure 3.23, le gradient de champ créé par le micropilier permet d’appliquer
une force de 0,1 à 1 fN par nanoparticule de ferritine. Pour un locus sur lequel 1000
nanoparticules de ferritine sont accrochées, cela correspond à une force appliquée de 0,1 à
1 pN. Ces valeurs peuvent être comparées avec des valeurs de force obtenues in vitro avec
des systèmes de pinces optiques ou magnétiques. Un brin d’ADN peut être soumis à une
force de plusieurs dizaines de picoNewton sans se casser [129, 130]. La force nécessaire pour
casser l’interaction ADN histone et donc débobiner l’ADN des nucléosomes est estimée à
12 pN [131]. Les forces mises en jeu dans nos expériences sont donc inférieures, et sont
de l’ordre des forces appliquées par des protéines, comme les moteurs moléculaires. La
myosine, un moteur moléculaire qui sert à déplacer des organites sur les filaments du
cytosquelette dans le cytoplasme, génère une force de 4 pN [129]. La condensine, un moteur
moléculaire qui participe à extruder les boucles de chromatine, donc un acteur essentiel
de l’organisation du génome, génère une force de l’ordre de 0,4 pN [32], ce qui est l’ordre
de grandeur de la force appliquée dans l’étude de Keizer et al. [54]. Cette étude a ainsi
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démontré qu’une force de l’ordre de celle des moteurs moléculaires à l’œuvre dans le
noyau est capable de déplacer un locus sur plusieurs microns, donc ces moteurs seraient
capables de réorganiser le génome dans l’espace. Les valeurs de force citées ici étant issues
d’expérience de pinces optiques et magnétiques, uniquement in vitro, il est possible que
dans la cellule les valeurs de force soient en réalité différentes.

Les MNP zwitterioniques ont une aimantation 10 fois supérieure à celle des nanopar-
ticules de ferritine. Les forces applicables peuvent alors atteindre 10pN. Ce sont les forces
mises en jeu par exemple par la protéine ARN polymérase. Ces nanoparticules pourront
donc être utilisées pour étudier d’autres phénomènes. Elles pourront aussi être utilisées
pour appliquer des forces sur d’autres sections de l’ADN, moins répétées, et ainsi étudier
d’autres fractions de la chromatine qui peuvent avoir des comportements différents, en
fonction par exemple du niveau d’expression de leurs gènes.

3.3.4 Conclusion et perspectives

Ce chapitre a présenté une manière d’accrocher des nanoparticules à de la chromatine
pour lui appliquer une force. Une protéine, de la GFP, a été accrochée sur des nanopar-
ticules d’oxyde de fer recouvertes de ligands polysulfobétaïne-bloc phopshonate grâce à
de la chimie click. Les nanoparticules ont ensuite été injectées dans le noyau de cellules
vivantes et ont ciblé de manière efficace un locus génomique sur le chromosome 1 grâce
à une protéine TetR-nanocorps anti-GFP. Des milliers de nanoparticules s’accrochent au
locus en quelques minutes. Le locus a ensuite été déplacé de plusieurs micromètres en
quelques minutes grâce à une pointe magnétique. Enfin deux méthodes de calibration de
la force ont été présentées. Ce système de nanoparticules d’oxyde de fer recouvertes de
zwitterions pourra, à la suite de futures recherches, aussi cibler d’autres locus grâce à une
dCas9, ce qui permettra d’étudier les propriétés de la chromatine à d’autres endroits du
génome.

En effet, l’étude de Keizer et al. remet en question la précédente vision de la chro-
matine comme un polymère rigide, et gélifié à la suite de nombreuses interactions avec
d’autres segments du polymère [125, 126, 31]. Keizer et al. ont démontré que la chromatine
est fluide, et se comporte comme un polymère libre, avec peu d’effet d’interactions avec
d’autres régions de la chromatine dans le noyau pourtant encombré. Il est ainsi possible
qu’il y ait différents domaines, avec des régions où la chromatine a beaucoup d’interactions
et se comporte comme un gel, et d’autres régions où elle serait fluide, ce qui réconcilierait
les deux observations. Ce comportement pourrait être lié à l’état condensé (hétérochroma-
tine) ou décondensé (euchromatine), et aux différences d’activité transcriptionnelle entre
ces états [132].

Les nanosondes magnétiques présentées dans ce chapitre pourraient permettre le dé-
placement d’un locus génomique pour le déplacer dans un autre compartiment ou domaine
topologique associé (TAD). Couplées à des marquages pour mettre en valeur l’activité des
gènes, ces expériences pourront étudier l’influence de la position spatiale et l’environne-
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ment du gène sur la transcription. Cela pourra permettre de déterminer si ce sont les
compartiments qui rendent les gènes actifs, ou si l’activité des gènes crée le comparti-
ment. Est-ce que déplacer un gène actif dans de l’hétérochromatine la transformerait en
euchromatine, ou est-ce que ce déplacement inactiverait le gène ? Cette région à déplacer
ne pourra pas être artificiellement ajoutée comme le segment tetO, les séquences répétées
comporteront moins de répétitions, il est donc nécessaire d’avoir des sondes permettant
d’appliquer une plus grande force avec moins de nanoparticules. L’utilisation des IONP
zwitterioniques, couplée à une accroche par la dCas9, sera donc particulièrement intéres-
sante.

Des propriétés physiques différentes entre régions pourraient être liées à l’état de la
chromatine, condensée ou décondensée, et aux modifications chimiques des queues des
histones. Pour confirmer cette hypothèse, les MNP pourront être utilisées pour appliquer
une force sur un locus en présence ou en l’absence de drogue modifiant les queues des
histones. Il serait ainsi possible d’étudier le rôle des marques d’histones dans un processus
de gélification de la chromatine.
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Étude des interactions de
nanoparticules recouvertes de
zwitterions avec des macrophages
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4.1 Introduction : Le défi du temps de circulation des na-
noparticules dans le sang in vivo

4.1.1 État de l’art

Durant les dernières décennies, de nombreuses nanoparticules ont été développées et
des découvertes prometteuses dans le domaine de la nanomédecine ont été réalisées. Des
progrès ont été faits pour développer des agents de contraste, des agents d’imagerie et des
nanoparticules à visées thérapeutiques grâce à leurs propriétés physiques (photothermie,
magnétothermie), ou des vecteurs pour la délivrance de médicaments. Les nanoparticules
d’or, les quantum dots et les nanoparticules d’oxyde de fer ont été très étudiées, mais
de nombreux autres types de nanoparticules organiques ou inorganiques ont aussi été
développés avec des propriétés intéressantes.

Un important défi qu’il reste à relever pour l’utilisation des nanoparticules en médecine
n’est pas des moindres : réussir à atteindre la zone du corps humain ciblée. Une méthode
privilégiée d’administration des nanoparticules est l’injection par intraveineuse dans la
circulation sanguine. Cette méthode d’administration devrait en théorie permettre aux
nanoparticules de visiter tout le corps via la circulation et de s’accumuler sur leur lieu
d’action, souvent un organe malade ou à imager, par un ciblage actif ou passif. Cependant,
une analyse de la littérature de la nanomédecine du cancer présenté par Wilhelm et al. [133]
met en lumière la faible proportion des nanoparticules qui atteignent une tumeur solide :
0.7% de médiane. C’est un problème, car la dose d’agent thérapeutique ou d’imagerie est
alors trop faible pour avoir un effet thérapeutique ou produire un signal, ou il devient
nécessaire d’injecter une grande quantité de nanoparticules, ce qui augmente la toxicité
du traitement.

Les nanoparticules sont capturées par des macrophages

La plupart des nanoparticules sont détectées et captées par les cellules phagocytaires,
"cellules mangeuses" du système immunitaire. Elles filtrent le sang pour retirer les dé-
bris, bactéries, virus ou des particules étrangères à l’organisme. Les principales cellules
impliquées dans la détection et la capture des nanoparticules sont les macrophages, qui
sont les cellules phagocytaires situées dans les tissus. La plus importante population de
macrophage est les cellules de Kupffer, situées dans le foie. Il y a aussi des macrophages
dans la rate, les ganglions lymphatiques, et tous les tissus. Les macrophages du foie sont
les principaux responsables de la détection et la capture des nanoparticules [134]. Ils sont
accrochés aux parois des vaisseaux sanguins dans le foie. La capture des nanoparticules
par les macrophages les empêche d’atteindre l’organe cible. Une manière de quantifier les
chances des nanoparticules d’atteindre leur cible est de mesurer leur temps de circulation
dans le système sanguin d’un individu. Plus celui-ci est long, plus les nanoparticules ont
une chance élevée de rejoindre leur cible. Ainsi, réussir à augmenter ce temps de circulation
est un enjeu majeur de la nanomédecine. Pour ce faire, il est nécessaire de comprendre les
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phénomènes qui causent la capture des nanoparticules par les macrophages.
L’idée communément admise est que les nanoparticules sont détectées puis capturées

par les macrophages via la couronne de protéines adsorbées à leur surface. Cette reconnais-
sance est un mécanisme complexe auquel participent de nombreuses protéines, appelées
opsonines. Il y a deux catégories principales d’opsonines. La première est les protéines dites
"du complément". Ce sont des protéines du sang chargées de détecter des agents patho-
gènes de manière non spécifique, dans le cadre de l’immunité innée. La deuxième sont les
anticorps, des protéines produites par le système immunitaire adaptatif pour détecter les
agents pathogènes de manière spécifique. Il est à noter que la liste complète des protéines
impliquées dans le mécanisme de reconnaissance est inconnue, et que certaines protéines
du sang peuvent agir à l’encontre de ce mécanisme, comme les dysopsonines, qui ont un
effet inverse et inhibent la reconnaissance par les macrophages [135].

Les macrophages du foie sont particulièrement efficaces pour détecter et capter les
nanoparticules. Plusieurs raisons expliquent cette efficacité ; tout d’abord ils sont nom-
breux, ensuite il existe plusieurs mécanismes de reconnaissance et d’internalisation, décrit
Figure 4.1 : la phagocytose, la macropinocytose et l’endocytose avec ou sans récepteur.

Figure 4.1 – Schéma récapitulatif des différents types de capture de nanoparticules [136].
Tous ces mécanismes ont été rapportés comme utilisés par les macrophages [137].

La phagocytose est le processus par lequel une cellule englobe un gros objet solide,
par exemple une bactérie, qui a été marquée par des opsonines. La macropinocytose est
non spécifique, la cellule englobe un volume du fluide environnant, forme une vésicule
et l’intègre. L’endocytose peut être déclenchée par des récepteurs ou par l’activation de
radeaux lipidiques. On parle dans ce cas d’endocytose sans récepteur. Dans l’endocytose
à récepteur, une vésicule est formée suite à l’activation de récepteurs membranaires. La
vésicule peut être formée grâce à des protéines clathrine ou cavéoline [136]. Des études
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montrent que les nanoparticules interagissent avec plusieurs récepteurs à la surface des
macrophages : les récepteurs éboueurs, qui reconnaissent les lipoprotéines de basse densité,
les récepteurs Fc qui se lient aux anticorps, les récepteurs du complément, qui reconnaissent
les protéines du complément, et aussi les récepteurs de sucres, le mannose et le galactose,
et du folate, la vitamine B9. Les origines des interactions entre les nanoparticules et ces
récepteurs sont encore peu comprises.

L’efficacité des macrophages du foie tient aussi à leur position stratégique : sur la
paroi des microcapillaires du foie. Le système de microcapillaire permet de créer une grande
surface de contact entre le sang et la paroi des vaisseaux, où sont placés les macrophages. De
plus le flux du sang ralentit dans ces microcapillaires, ce qui augmente le temps de contact
des nanoparticules dans le sang avec les macrophages. Ces deux phénomènes permettent
aux macrophages de détecter et donc de capturer une grande proportion des nanoparticules
[137].

Stratégies pour diminuer la capture des nanoparticules par les macrophages

Il paraît donc difficile pour les nanoparticules d’échapper à ces macrophages. Plusieurs
pistes pour y arriver sont tout de même explorées :

La première, la plus radicale, est de tuer les macrophages du foie avec une drogue
spécifique, par exemple des liposomes clodronate [138]. Cela augmente la dose de nano-
particules qui arrive à la tumeur, mais elle plafonne à 2%, ce qui suggère que d’autres
macrophages d’autres tissus ont ingéré les nanoparticules. De plus tuer les macrophages
peut avoir des effets indésirables sur les patients. Une alternative serait de les bloquer avec
par exemple du chlorure de gadolinium [139, 140] ou de la chloroquine [141].

Il est aussi possible de saturer les macrophages avec par exemple un polymère, le
dextran [142], ou une grande quantité de nanoparticules : Ouyang et al. [143] ont trouvé
qu’en injectant plus de mille milliards des nanoparticules dans une souris les cellules de
Kupffer sont débordées, ne captent plus les nanoparticules restantes et donc la dose qui
atteint la tumeur augmente. Le principal inconvénient est la toxicité supplémentaire que
cette saturation peut apporter.

Une autre stratégie est celle du camouflage dans une membrane de globule rouge, pour
s’inspirer de la capacité de circulation de ces cellules[144, 145].

Un organisme utilise des marqueurs, appelés marqueurs du soi, pour distinguer les
éléments qui le constituent des corps étrangers, et éviter que le système immunitaire ne
détruise tout l’organisme. Une solution complémentaire consiste donc à déguiser la nano-
particule avec un de ces marqueurs, par exemple le peptide CD47 qui se lie au récepteur
SIRPα du macrophage et ralentit la capture [146].

Il pourrait par ailleurs être intéressant d’étudier l’utilisation de vasodilatateurs pour
augmenter le diamètre des vaisseaux sanguins et augmenter la vitesse du flux sanguin dans
le foie et donc limiter le temps de contact des nanoparticules avec les macrophages [137].

Aucune de ces stratégies n’a pour l’instant été suffisamment efficace, soit parce que,
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malgré une diminution, la capture des nanoparticules par les macrophages est toujours
trop élevée, soit parce que la toxicité engendrée est trop importante.

La stratégie que nous explorons consiste à rendre les nanoparticules invisibles en sup-
primant leurs interactions avec les opsonines. Si ce sont bien ces protéines qui permettent
aux macrophages de reconnaître les nanoparticules comme des corps étrangers à éliminer,
supprimer l’interaction nanoparticules protéines devrait pouvoir augmenter le temps de
circulation. Recouvrir les nanoparticules de polyéthylène glycol (PEG) est une piste très
répandue, mais il est immunogène : des anticorps anti-PEG existent dans le corps, ou
peuvent apparaître après des injections multiples, ce qui fait qu’en cas d’injections mul-
tiples le PEG est détecté et éliminé [147]. Les zwitterions sont aussi connus pour limiter
l’adsorption des protéines et sont de bons candidats comme polymères pour une chimie
de surface furtive.

4.1.2 Les polymères zwitterioniques, de bons candidats pour améliorer
le temps de circulation

Les polymères zwitterioniques ont montré de bonnes propriétés pour limiter l’adsorp-
tion des protéines dans l’article de Debayle et al. [87]. La Figure 4.2 montre des résultats
d’adsoprtion de protéines pour trois types de zwitterions : un sulfobétaïne (a), un car-
boxybétaïne (b) et un phosporylcholine (c). (i) présente la structure du zwitterion, (ii) des
résultats d’adsorption de la couronne dure par dosage avec de la fluorescamine, comme
décrit en Annexe 4.3.4, (iii) la mesure du rayon hydrodynamique par spectroscopie de
corrélation de fluorescence (FCS) et (iv) la mesure de la diffusion dans le cytoplasme de
cellules vivantes par suivi de particule unique, comme décrit partie 2.4.2. Le zwitterion
sulfobétaïne montre le meilleur comportement in vitro, avec une absence ou très faible
couronne dure ou dynamique lors d’incubations avec de l’albumine de sérum bovin, ou du
sérum, et in cellulo, où son comportement est diffusif. La phosphorylcholine présente de
l’agrégation in vitro mais diffuse bien in cellulo.

Dans le premier chapitre de cette thèse des résultats intéressants ont également été
présentés pour les nanoparticules d’oxyde de fer recouvertes de ligand sulfobétaïne bloc
phosphonate. Dans la partie 2.4.2 l’absence de couronne de protéine dynamique a été
démontrée après incubation avec des quantités croissantes de BSA, et des proportions
croissantes de plasma. Ces nanoparticules ont aussi prouvé leur caractère diffusif dans le
cytoplasme d’une cellule vivante lors d’une expérience de FCS.

Ces résultats montrent que les protéines ne s’accrochent pas sur les nanoparticules
fonctionnalisées par un zwitterion sulfobétaïne, ni in vitro, ni in cellulo. Si in vivo les
opsonines ne s’accrochent pas non plus, cela pourra diminuer la capture des nanoparticules
par les macrophages.

In vivo, les zwitterions ont montré de très bon temps de circulation pour des macro-
molécules modifiées. Zhang et al. [148] ont encapsulé une protéine, l’uricase, dans un gel
de carboxybétaïne. Le carboxybétaïne utilisé dans cette étude n’est pas le même que celui
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Figure 4.2 – Influence du type de zwitterion attaché à la surface de QD sur l’adsoprtion de
protéines et la diffusion dans le cytoplasme. (i) structure d’un zwitterrion (a) sulfobétaïne,
(b) carboxybétaïne, (c) phosporylcholine. (ii) nombre moyen de BSA adsorbé par QD après
incubation dans une solution de BSA ou de sérum humain complet, couronne dure (iii)
Rayon hydrodynamique des QD mesuré par FCS en fonction de la concentration en BSA
(noir) ou dans du sérum (rouge). La flèche rouge représente une agrégation des QD. (iv)
Tracé en densité des mesure de mobilité par suivi de QD unique dans le plan α−log(D60ms)
comme présenté section 2.4.2 Les lignes blanches en pointillées représentent les conditions
d’un mouvement brownien. Issu de [87].

Figure 4.2 car il possède deux carbones entre les deux ions, contre quatre Figure 4.2. Cette
nanoparticule organique a montré un temps de demi-vie dans le sang de 135 heures, et des
injections répétées n’ont pas montré de réaction immunogène, ce qui est prometteur.

Fonctionnaliser des nanoparticules avec des zwitterions pourrait donc être une stratégie
pour réduire la capture par les macrophages et augmenter le temps de circulation des
nanoparticules.

4.2 Suivi de la circulation et la biodistribution de nanopar-
ticules d’oxyde de fer chez des souris par IRM

4.2.1 Analyses des propriétés RMN des nanoparticules

Le temps de circulation de nanoparticules d’oxyde de fer recouvertes de ligands zwit-
terions sulfobétaïne a donc été analysé, pour voir si une faible adsorption de protéines
in vitro et in cellulo conduirait à un temps de circulation prolongé de nanoparticules, et
une reconnaissance limitée par les macrophages. Des analyses de temps de circulation des

122



Partie 4.2

oxydes de fer sur des souris par imagerie par résonance magnétique nucléaire (IRM) ont
été réalisées in vivo dans la souris à Chimie Paris avec Clémentine Lesbats, Sarah Boumati
et Bich-Thuy Doan.

L’IRM est une technique d’imagerie fondée sur les propriétés de résonance magnétique
nucléaire (RMN) du noyau d’hydrogène, un proton. Elle mesure un contraste qui dépend
du temps de relaxation des protons de l’eau. Chaque proton possède un moment magné-
tique aligné sur son axe de rotation. Pour les mesures de RMN un champ magnétique
extérieur B0 est appliqué qui aligne les moments magnétiques. Leur somme crée un vec-
teur d’aimantation macroscopique M aligné sur le champ, selon l’axe z. Lors de l’excitation
du système par une impulsion radiofréquence B1 les moments magnétiques se retrouvent
dans le plan (x,y) perpendiculaire à z. À la fin de l’excitation par B1 l’aimantation globale
revient à son état initial d’équilibre, c’est-à-dire que l’aimantation sur l’axe z Mz va passer
de 0 à son maximum M0, l’aimantation avant l’application de B1, et l’aimantation dans
le plan xy Mxy va revenir à 0, selon les équations 4.1 et 4.2. Deux temps caractéristiques
peuvent ainsi être décrits, T1 le temps caractéristique de la relaxation longitudinale selon
l’axe z, et T2 le temps caractéristique de la relaxation transversale.

Mz(t) = M0.(1 − e−t/T1) (4.1)

Mxy(t) = M0.e−t/T2 (4.2)

Ces temps varient en fonction de l’environnement de l’atome d’hydrogène. Il est donc
possible de différencier certains types de tissus, notamment les tissus adipeux. Cependant,
le contraste entre deux types de tissus différents est le plus souvent faible. Pour pallier ce
problème, et ajouter un marquage fonctionnel, un agent de contraste est souvent utilisé.
Il fait varier les temps T1 ou T2. Les nanoparticules d’oxyde de fer modifient les propriétés
magnétiques locales et réduisent le temps T2, ce sont donc principalement des agents T2,
ce qui rend leur présence détectable en IRM. L’efficacité d’un agent de contraste est définie
par sa relaxivité r. En présence d’un agent de contraste, la relaxation est modifiée selon
la formule :

1
T 1,2

= 1
T 01,2

+ r1,2.[Fe] (4.3)

avec T1,2, ie T1 ou T2 le temps de relaxation observé, T 0
1,2 le temps de relaxation des

protons sans agent de contraste, r1,2 le taux de relaxation des nanoparticules d’oxyde de
fer et [Fe] la concentration en fer.

La relaxivité est donc la pente de la droite obtenue en traçant 1
T en fonction de la

concentration en fer d’un échantillon de nanoparticules d’oxyde de fer.
Ces mesures sont faites à 7 Tesla sur un spectromètre Bruker Avance 300 à 300 MHz,

le même appareil qui est utilisé pour l’imagerie de la souris. Les échantillons sont des tubes
remplis de nanoparticules d’oxyde de fer de 8 nm de diamètre cristallin de concentration
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en fer croissante. La concentration en fer a été mesurée par ICP. Pour calculer le r1 la
séquence "Rapid acquisition with relaxation enhancement at variable TR" RARE-VTR est
utilisée, et la séquence "multi-slice multi-echo spin-echo" MSME est utilisée pour mesurer
le r2. Les résultats sont présentés Figures 4.3 et 4.4. Sur ces figures, il est clairement visible
que les nanoparticules d’oxyde de fer sont des agents r2 car le contraste est bien meilleur
en T2. Il est mesuré r1 = 1, 15 s-1 mM -1 et r2 = 68, 6 s-1 mM -1. Plus la valeur de r2/r1

est haute, plus l’agent de contraste T2 est considéré bon. Ici r2/r1 = 59, 65 pour des
nanoparticules de 8nm de diamètre cristallin. Cette valeur est correcte, par exemple pour
l’agent de contraste commercial Cliavist®, composé de nanoparticules d’oxyde de fer de
4nm de diamètre agrégées en clusters de 55 à 65 nm, elle est de 78 à 7T [103].

(a) Image des tubes pondérée T1
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Figure 4.3 – Calcul de la relaxivité r1 pour les nanoparticules d’oxyde de fer de diamètre
cristallin de 8 nm.

(a) Image des tubes pondérée T2
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Figure 4.4 – Calcul de la relaxivité r2 pour les nanoparticules d’oxyde de fer de diamètre
cristallin de 8 nm.
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4.2.2 Suivi des nanoparticules par IRM après injection

L’IRM permet donc de suivre la biodistribution des nanoparticules d’oxyde de fer après
leur injection dans le sang. Les nanoparticules étudiées ont un diamètre cristallin de 8 nm
et sont recouvertes de ligands polysulfobétaïne bloc phosphonate (P(SPE-b-MAPC1)),
de masse molaire 5900 g/mol. 100 µL d’une solution de IONP à 10 mM en Fe (souris 1)
ou 20 mM en Fe (souris 2 et 3) à 150 mM en NaCl sont injectées dans la queue de la
souris BALB/c anesthésiée. Le volume total de sang dans une souris est d’environ 2mL.
La concentration en fer dans le sang de la souris est donc de 0,5 mM pour la souris 1 et
de 1 mM pour la souris 2, soit une concentration en IONP de 50 nM (souris 1) ou 100 nM
(souris 2 et 3). Une acquisition dynamique est réalisée pendant 40 min avec l’injection au
bout de 3 min. Une acquisition est ensuite réalisée à 3h, 5h, 24h, 48h, et 6 jours après
l’injection. Les résultats sont présentés Figures4.6b, 4.7b et 4.8b. Une barre verticale à
3 min symbolise l’injection.

Figure 4.5 – Description des organes visibles sur la coupe transverse de souris. À gauche,
avant injection des nanoparticules, au milieu, 40 min après injection, et à droite 6 jours
après injection.

L’acquisition RMN est faite sur une coupe transverse de la souris. Les organes visibles
sur cette coupe sont indiqués Figure 4.5. La première image montre la coupe avant injec-
tion, et les deux secondes après injection. Le foie et la rate sont bien visibles, ils deviennent
noirs après injection. Des muscles et un rein sont aussi visibles. L’artère est bien visible
avant injection, en blanc. Le signal T2 des nanoparticules d’oxyde de fer est un hyposi-
gnal : la présence des IONP induit un obscurcissement de l’image. L’analyse est réalisée
en sélectionnant des zones correspondant aux organes suivants : le foie, la rate, l’artère et
un tube d’eau situé à côté de la souris pour normaliser le signal. Le signal de la zone d’un
organe est divisé par la valeur du signal sur le tube d’eau.

3 souris ont été injectées. La première a été injectée avec une solution de IONP de
concentration de 10 mM en fer. De manière surprenante, aucun changement de contraste
n’est visible pendant les 40 premières minutes, même dans l’artère. Au bout de trois heures,
une légère diminution du signal est visible dans le foie et la rate. Au bout de 6 jours le
signal dans le foie et la rate est toujours légèrement inférieur au signal avant injection.

Le signal étant faible, les deux souris suivantes ont été injectées avec deux fois plus
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(a) Souris 1, Image IRM de la coupe transverse au cours du temps.
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(b) Souris 1, évolution du signal IRM au cours du temps. La barre verticale symbolise l’injection.

Figure 4.6 – Souris 1, 100 µL de IONP à 10 mM en fer injectés.

de IONP (concentration de 20 mM en fer). Pour ces deux souris, une diminution forte du
signal est visible dans les artères après injection, signe que les IONP sont bien visibles dans
le sang. Pour la souris 3 au bout de 10 min une forte diminution du signal est visible dans
la rate et le foie, ce qui est normal, car ces organes sont richement vascularisés. 3 heures
après l’injection, le signal dans l’artère est revenu à son niveau initial, signe que les IONP
ont été éliminées du sang, mais le signal reste faible dans le foie et la rate parce que les
IONP y sont capturées.
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(a) Souris 2, Image IRM de la coupe transverse au cours du temps.
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(b) Souris 2, évolution du signal IRM au cours du temps.

Figure 4.7 – Souris 2, 100 µL de IONP à 20 mM en fer injectés.
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(a) Souris 3, Image IRM de la coupe transverse au cours du temps.
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(b) Souris 3, évolution du signal IRM au cours du temps.

Figure 4.8 – Souris 3, 100 µL de IONP à 20 mM en fer injectés.
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Le signal S mesuré sur les images IRM est lié au temps T2 selon la formule :

S

S0
∝ e

− T E
T2 (4.4)

avec TE le temps d’écho, temps entre l’impulsion de B1 et le recueil de l’écho de spin. Or

1
T 2

= 1
T 02

+ r2.[Fe] (4.5)

donc

S

S0
∝ e−r2.c.T E (4.6)

Tracer le logarithme du signal en fonction du temps permet donc d’accéder à l’évolution
de la concentration en IONP au cours du temps. La Figure 4.9 trace 1 − ln(S) et présente
donc l’évolution de la concentration en IONP dans les artères et dans le foie de la souris 2.
On suppose que la vitesse de capture des IONP par les macrophages est proportionnelle à
leur concentration et suit donc une cinétique de premier ordre, la courbe est alors ajustée
avec une fonction mono-exponentielle de la forme :

a0 + a.e
−(t−t0)

tc (4.7)

avec t0 = 5 min et tc = 20 min Les deux courbes semblent être correctement ajustées par
cette fonction (affichée en orange).
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(a) Concentration en IONP au cours du temps,
pour le sang.
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(b) Concentration en IONP au cours du temps,
pour le foie.

Figure 4.9 – Concentration en IONP au cours du temps déduite du signal RMN, dans
le sang et le foie, pour la souris 2.

Le temps caractéristique de circulation des IONP dans le sang semble donc être de
20 minutes. Cette valeur est supérieure à celle de l’agent de contraste commercial Clia-
vist® fonctionnalisé avec du dextran (6 min) ou celle de nanoparticules d’oxyde de fer
fonctionnalisées avec de l’acide polyacrylique (5 min), mais est inférieure à celle de na-
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noparticules d’oxyde de fer fonctionnalisées avec du PEG 2k(82 min) ou 5k (60 min) de
diamètre hydrodynamique similaire [103]. Cependant dans les expériences avec du PEG
[103] la dose de nanoparticules injectées était plus faible que dans notre expérience avec
les zwitterions, 100 µL à 5 mM en fer contre 100 µL à 10 ou 20 mM en fer injectés. Il est
possible que les résultats de circulation puissent être meilleurs en injectant des quantités
de IONP différentes ou avec un polymère sulfobétaïne de taille différente.

4.2.3 Perspectives

Le temps de circulation obtenu pour les nanoparticules d’oxyde de fer recouvertes de
ligands sulfobétaïne n’est pas très élevé. Les IONP sont détectées dans le foie et la rate,
ils ont donc été captés par des macrophages. Ce résultat est étonnant, car les IONP in
vitro n’interagissent pas avec les composants du sérum et du plasma. Cela suggère qu’ils
ne sont pas ou peu recouverts d’opsonines dans le sang. Les osponines sont les protéines ou
biomolécules qui étiquettent les particules comme des corps étrangers que les macrophages
doivent capturer. En leur absence on se demande donc comment les IONPs sont détectées
par les macrophages comme étant une particule étrangère à ingérer. Pour répondre à cette
question, nous avons décidé d’investiguer sur un modèle plus proche de ce qui se passe
dans la souris que les études in vitro sur du sérum, c’est-à-dire étudier les interactions
entre les IONP et des cellules de macrophages en culture.

4.3 Études du comportement des nanoparticules in vitro

4.3.1 Présentation des deux types de nanoparticules utilisées, les nano-
particules d’oxyde de fer et les quantum dots

Des nanocristaux fluorescents de semi-conducteurs, appelés Quantum Dots (QD), sont
utilisés dans ce projet, car ils peuvent aussi être fonctionnalisés avec des zwitterions,
et leurs propriétés de fluorescence facilitent leur détection. Ce sont des QD avec un
cœur de cadmium et sélénium et une coque de sulfure de cadmium puis sulfure de zinc
(CdSe/CdS/ZnS) [149]. Leurs spectres d’absorption et d’émission sont présentés Figure 4.10.

Ils sont fonctionnalisés avec des ligands sulfobétaïne ou phosphorylcholine (décrit Fi-
gure 4.2) et un bloc d’accroche vinylimidazole. La synthèse des ligands est décrite par
Tasso et al. [90] et Debayle et al. [87]. Les zwitterions sulfobétaïne et phosphorylcholine
sont comparés.
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Figure 4.10 – Spectre d’absorption et d’émission des QD.

Les IONP utilisées ici sont fonctionnalisées avec un polymère P(SPP/NH2-bMAPC1)
de masse molaire 13 000 g/mol. Le monomère N-(3-aminopropyl)méthacrylamide, situé en
statistique sur la chaîne de polymère sulfobétaïne, apporte une fonction amine primaire au
polymère. Un fluorophore FP647-NHS est accroché sur l’amine par couplage peptidique.
Les IONP réagissent avec du bis-NHS en excès pour cacher les fonctions amines restantes
après le couplage avec le fluorophore ce qui permet de ne pas introduire d’interactions
non spécifiques dues aux amines primaires, comme rapporté par Debayle et al. [87]. Ces
réactions sont décrites Chapitre 2.

4.3.2 Étude in vitro avec des composants du sang

Dans les travaux de Debayle et al. [87] le rayon hydrodynamique de QD recouverts
de différents zwitterions a été étudié dans du sérum. Il est aussi intéressant d’étudier le
plasma, qui a une composition différente et plus riche [58]. Le plasma et le sérum sont
du sang dont on a retiré toutes les cellules, mais le sérum est le surnageant obtenu après
coagulation et centrifugation du sang alors que le plasma est le surnageant de sang non
coagulé, obtenu après centrifugation du sang auquel on a ajouté des anti-coagulants. Le
plasma est plus riche que le sérum, car la coagulation enferme plus de composants du sang
qui sont éliminés par centrifugation. Il est donc intéressant d’étudier le comportement des
nanoparticules dans le plasma, modèle plus proche du sang.

Tout d’abord, la stabilité des oxydes de fer vis-à-vis de l’anticoagulant est vérifiée en
les incubant avec deux anticoagulants les plus utilisés, le citrate à 3,8% et l’héparine à
60 µg/mL. Les IONP fonctionnalisées avec un colorant sont incubées avec les anticoagu-
lants, et sont centrifugées à différents intervalles de temps pour vérifier leur stabilité. La
stabilité ne diminue pas pour l’héparine, et diminue de 5% pour le citrate après 24 heures,
peut-être car le citrate concurrence les phosphonates pour l’accroche sur la surface des
IONP (Figure 4.11). Le plasma utilisé dans la suite de l’étude est du plasma de souris
BALB/c stabilisé à l’héparine (Innovative Research).

Des mesures de rayons hydrodynamiques par spectroscopie de corrélation de fluores-
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cence (FCS) ont été réalisées sur les QD après incubation avec du plasma (Figure 4.12),
pour compléter l’étude de Debayle et al. [87]. Les mesures ont été réalisées avec un
laser à 488 nm, et le rayon a été calibré avec le temps de diffusion de la fluorescéine
(4, 25 ± 0.01 × 10−6 cm2s−1, Pico Quant). Ces expériences ont été réalisées par Nicolas
Kuszla, que j’ai co-encadré en projet de recherche dans le laboratoire. Les nanoparticules
ont été incubées dans du tampon avec un ratio croissant de plasma, de 0 à 90%. La vis-
cosité du plasma est prise en compte, en pondérant la viscosité du milieu en fonction de
la quantité de plasma présent. La valeur prise est celle de la référence [111], 1,31 cP. Pour
les QD sulfobétaïne on observe une très légère augmentation du rayon hydrodynamique,
d’environ 1nm. (Figure 4.12). Peut-être que des petits composants du plasma s’adsorbent,
ou la viscosité du plasma utilisée pour le calcul du rayon hydrodynamique est sous-estimée.
En revanche pour les QD phosphorylcholine une nette augmentation du rayon hydrodyna-
mique est visible, qui va jusqu’à l’agrégation à 90% de plasma. Les composants du plasma
interagissent donc avec les ligands phosphorylcholine.
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Figure 4.11 – Test de stabilité des IONP dans une solution de citrate à 3,8% et d’héparine
à 60 µg/mL.

L’agrégation des QD phosphorylcholine dans le plasma pourrait être liée à la protéine
C réactive (C-reactive protein, CRP). C’est une protéine du plasma et un marqueur de l’in-
flammation dont la concentration dans le sang chez l’homme est comprise entre 0.8 mg/L
and 3.0 mg/L, mais qui augmente d’un facteur pouvant aller jusqu’à 10 000 lors d’une in-
flammation. Son rôle est de repérer les cellules et bactéries mortes pour activer le système
du complément, une partie du système immunitaire inné. Ce repérage se fait, car la pro-
téine C réactive se lie notamment à la phosphatidylcholine (ou lécithine), un composant
majeur des membranes de cellules. Lorsque les cellules meurent, les phosphatidylcholines
deviennent disponibles pour se lier à la protéine C- réactive et sont alors détectées. Les
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Figure 4.12 – Rayon hydrodynamique mesuré en FCS pour des QD phosphyrylcoline
(PC) ou sulfbobétaïne (SB) en fonction de la proportion de plasma dans le milieu d’incu-
bation.
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(a) QD phosphorylcholine
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(b) QD sulfobétaïne

Figure 4.13 – Rayon hydrodynamique mesuré en FCS pour des QD phosphyrylcoline (a)
ou sulfbobétaïne (b) en fonction de la concentration en CRP dans la solution. En orange,
la mesure a été réalisée dans une solution contenant 2,5 mM de calcium pour activer la
CRP, en vert la solution contient de l’EDTA pour s’assurer de l’absence de calcium et
désactiver la CRP.

phosphatidylcholines possèdent à leur extrémité un zwitterion phosphorylcholine. C’est
cette fonction qui est détectée par la CRP, uniquement en présence de calcium. Il paraî-
trait donc possible que ce soit la protéine C réactive qui se lie à la phosphorylcholine. On
cherche à savoir si cette protéine serait également capable de reconnaître le sulfobétaïne.

Pour cette étude, des mesures de rayon hydrodynamique ont été réalisées en incu-
bant des QD recouverts de phosphorylcholine et de sulfobétaïne avec de la CRP purifiée
(Prospec Bio). Les incubations ont été réalisées à deux concentrations, 10 mg/mL, qui
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correspond à une légère inflammation, et 100 mg/mL, qui correspond à une plus grosse
inflammation. Les incubations sont aussi réalisées dans deux conditions : avec du calcium
à 2,5 mM - soit la concentration de calcium dans le sang - et avec de l’éthylènediamine-
tétraacétate (EDTA), complexant fort qui complexe le calcium et permet de s’assurer de
son absence dans la solution. La solution avec du calcium correspond donc à une CRP
activée, et avec l’EDTA à une CRP désactivée, incapable de se lier au phosphorylcholines.
Les résultats sont présentés Figure 4.13. Pour la phosphorylcholine, avec la CRP activée,
on observe une augmentation du rayon hydrodynamique pour 10 mg/mL de CRP, et pour
100 mg/mL une agrégation des QD. La CRP désactivée ne cause pas d’augmentation du
rayon. Il semble donc que la CRP reconnaisse les ligands phosphorylcholines des QD. Au
contraire, pour les QD sulfobétaïne, il n’y a pas d’augmentation significative du rayon
hydrodynamique, ni de différence entre la CRP activée ou non. Il semble donc que la CRP
ne puisse pas reconnaître le sulfobétaïne, ce qui confirme que le sulfobétaïne est un bon
candidat pour la furtivité des nanoparticules dans la circulation sanguine.

4.3.3 Études des interactions entre nanoparticules et cellules

Des études sont ensuite réalisées sur des cellules, afin de mieux comprendre les interac-
tions nanoparticules/cellules, et surtout nanoparticules/macrophages, et donc les raisons
de la capture des nanoparticules in vivo. Ces interactions sont étudiées sur deux lignées
cellulaires : la lignée de macrophage de souris RAW 264.7 - lignée immortelle de macro-
phage de souris, considérée comme un bon modèle de macrophage - et les cellules HeLa
- lignée de cellules humaines immortelles la plus ancienne et la plus commune - utilisée
comme contrôle pour discerner les mécanismes propres aux macrophages des mécanismes
en cours aussi sur les cellules classiques. Des images des cellules RAW 264.7 et Hela sont
présentées Figure 4.14.

(a) Cellules RAW 264.7 (b) Cellules HeLa

Figure 4.14 – Cellules observées au microscope optique
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Protocole de culture cellulaire

Les cellules de macrophages de souris RAW 264.7 proviennent du laboratoire de Jacques Fattaccioli
à l’Institut Pierre-Gilles de Gennes (IPGG). Elles ont été achetées à l’European Collection of
Authenticated Cell Cultures (Public Health England, United Kingdom), référence 91062702. Elles
sont cultivées dans des flacons de culture cellulaire T75 avec du DMEM 4.5 gL (Thermo Fischer,
référence 21969035), dans lequel est ajouté 10% de sérum de veau fœtal (Sigma-Aldrich), 1% de
pénicilline/streptomycine et 2 mM de L-Glutamine (Thermo Fischer). La culture est réalisée à
37°C et 5% CO2. Les cellules sont repiquées régulièrement, tous les 2 à 3 jours, à 1/5 ou 1/10, et
détachées du fond du flacon avec un grattoir à cellules.

Les cellules HeLa sont cultivées dans le même milieu de culture que les RAW 267.4, à 37°C et 5%
CO2. Elles sont repiquées tous les 3 ou 4 jours à 1/8. Elles sont détachées du flacon avec de la
TryPLE (Thermo Fischer) après lavage au tampon PBS.

Étude des interactions entre QD et cellules par imagerie

Les interactions nanoparticules/cellules ont d’abord été étudiées par imagerie de fluo-
rescence, grâce aux propriétés de fluorescence des QD. Ces expériences ont été faites par
Nicolas Kuszla. Les QD sont incubés avec les cellules dans du milieu de culture pendant
une heure, temps supérieur au temps caractéristique de capture des nanoparticules in
vivo mesuré dans les expériences précédemment présentées partie 4.2.2. Après incubation
les cellules sont lavées, fixées avec du paraformaldéhyde (PFA) pour les conserver, puis
imagées sur un microscope à champ large.

Protocole étude des interactions QD et macrophages par imagerie

Préparation des échantillons pour l’imagerie
Les cellules sont incubées pendant 3 jours dans des chambres de culture sur lames à 8 compartiments
(LabTek). Un temps d’incubation de 3 jours permet aux cellules d’être bien accrochées sur la lamelle
de verre et de ne pas se décrocher lors du lavage des cellules. Il a été essayé de recouvrir les puits
de polyallylamine en en incubant 0,1 mg/mL d à pH=8 pendant 10 minutes, mais cela n’a pas
amélioré l’accroche des cellules à la lamelle de verre. Les cellules sont incubées avec 50 000 cellules
RAW 267.4 par puits et 25 000 cellules HeLa (plus grosses) dans 500 µL de milieu de culture. Les
cellules sont ensuite incubées 3 jours à 37°C à 5 % de CO2. Au bout de 3 jours le milieu de chaque
puits est retiré par aspiration. Les cellules sont lavées avec 500 µL de milieu DMEM. 500 µL du
milieu d’incubation sont ajoutés, dont la composition varie selon l’étude réalisée. Les cellules sont
incubées avec des QD à 50 ou 200 nM une heure à 37°C à 5 % de CO2. Au bout d’une heure le milieu
d’incubation est retiré, les cellules sont rincées avec 500 µL de PBS. 400 µL de paraformaldéhyde
(PFA) à 4 % sont ajoutés pour fixer les cellules. Le PFA réagit pendant 30 min à température
ambiante, avant d’être retiré. Les puits sont ensuite remplis avec 400 µL de PBS. Ils peuvent être
conservés quelques jours à 4°C recouverts de parafilm.

Imagerie et analyse des résultats
Les puits sont imagés avec un microscope champ large, une lampe, un miroir dichroïque à 480nm,
un filtre passe haut en émission à 485nm et en excitation 450/50nm. La fluorescence d’une cellule est
mesurée en prenant la moyenne de la valeur des pixels d’une zone entourant la cellule multipliée
par l’aire de la zone. La valeur moyenne est tout d’abord soustraite de la moyenne d’une zone
sans cellule. Ensuite la valeur de la fluorescence retenue pour une condition est la moyenne de la
fluorescence des cellules, et la barre d’erreur est l’erreur à la moyenne, soit l’écart type sur la valeur
des cellules divisée par la racine du nombre de cellules analysées.

La Figure 4.15 présente des QD internalisés par les macrophages. En effet on voit qu’il
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n’y a pas de QD au niveau du noyau, signe qu’ils sont dans le cytoplasme de la cellule et
non pas accrochés dessus. Le niveau de fluorescence sur les QD est mesuré et est utilisé
pour quantifier le niveau d’interaction entre les QD et les macrophages.

Figure 4.15 – Macrophages RAW 267.4 incubés avec des QD. Image en microscopie de
fluorescence.

Étude des interactions des macrophages avec des QD fonctionnalisés avec dif-
férentes chimies de surface La Figure 4.16 présente le niveau de fluorescence mesuré
pour des QD sulfobétaïne et phosphorylcholine incubées avec des cellules RAW et HeLa.
Les incubations sont réalisées à deux concentrations différentes, 50 et 200 nM en QD. Ces
concentrations sont comparables à celles des souris suivies en IRM partie 4.2.2, qui avaient
50 ou 100 nM de IONP dans le sang. On observe que les cellules RAW capturent plus de
QD que les HeLa, ce qui était attendu, car ce sont des macrophages. Le nombre de QD
capturés augmente avec la concentration. Les QD phosphorylcholine sont plus capturés
que les QD sulfobétaïnes. Un contrôle positif a été réalisé avec des QD-NH2, la fonction
amine positive a été décrite par Debayle et al. [87] comme augmentant fortement l’inter-
action des QD avec les biomolécules, et effectivement l’accroche des QD sur les cellules est
bien plus élevée pour les QD-NH2 (Figure 4.17).
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Figure 4.16 – Intensité de fluorescence mesurée sur des cellules RAW ou HeLa après
incubation avec des QD sulfobétaïne ou phosphorylcholine à deux concentrations, 50 nM
ou 200 nM.
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Figure 4.17 – Intensité de fluorescence mesurée sur des cellules RAW ou HeLa après
incubation avec des QD sulfobétaïne, ou sulfobétaïne avec des amines primaires, à deux
concentrations, 50 nM ou 200 nM.

Étude des interactions des QD avec des macrophages en présence de plasma
Pour imiter le comportement de nanoparticules dans la circulation sanguine au contact
des macrophages, les QD sont incubés avec du plasma de souris, Figure 4.18. Les QD
phosphorylcholine sont incubés dans du DMEM sans sérum de veau fœtal, ou dans du
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plasma de souris, avec des cellules RAW ou HeLa (Figure 4.18a). On observe qu’en présence
de plasma, les QD phosphorylcholine interagissent plus avec les cellules RAW, mais moins
avec les cellules HeLa. Il a été vu en FCS que les QD phosphorylcholine se lient à des
composants du plasma. Il semble que ces composants permettent d’augmenter la capture
des QD phosphorylcholine pour les cellules RAW, ce sont peut-être des opsonines. Ces
composants permettent au contraire de diminuer les interactions avec les cellules HeLa,
car il n’y a pas de récepteurs de ces opsonines sur les cellules HeLa. Le comportement avec
les cellules RAW est différent pour les QD sulfobétaïne, Figure 4.18b. Une augmentation
de la quantité de plasma dans un milieu DMEM conduit à une diminution de la capture.
Cela suggère que les QD sulfobétaïne n’interagissent pas avec les opsonines du plasma,
comme vu sur les expériences de mesure de rayon hydrodynamique. Au contraire il est
possible que les opsonines se lient sur les récepteurs des macrophages et prennent la place
de QD qui interagissaient avec des interactions moins spécifiques.
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Figure 4.18 – Intensité de fluorescence mesurée sur des cellules RAW ou Hela après
incubation avec des QD dans le milieu de culture DMEM ou dans du plasma.

Étude de l’influence du polymère sulfobétaïne On cherche à comprendre les causes
des interactions QD sulfobétaïne/macrophage. Une hypothèse est que les QD reconnaissent
les polymères sulfobétaïnes. Pour la tester, des QD sulfobétaïne sont incubés avec des
cellules RAW avec et sans 10% de plasma dans le milieu, et avec et sans un excès de
polymère sulfobétaïne libre dans le milieu, à 1 mg/mL (Figure 4.19). On observe que l’ajout
de polymère libre diminue le taux de capture des nanoparticules par les macrophages.
Lorsque les QD sont incubés avec le polymère libre, le niveau de capture est le même
avec et sans plasma. Le polymère libre prendrait donc la place des QD à la surface des
macrophages, ce qui suggère que les macrophages reconnaissent les QD via leurs ligands
sulfobétaïnes. Les polymères jouent le rôle d’un leurre pour saturer les macrophages, cette
piste pourrait être explorée pour réduire la capture des macrophages in vivo.
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Figure 4.19 – Intensité de fluorescence mesurée sur des cellules RAW après incubation
avec des QD dans le milieu de culture DMEM avec ou sans plasma, et avec ou sans
polymère libre sulfobétaïne.

Les études des interactions QD/cellules par imagerie illustrent l’efficacité supérieure
des QD sulfobétaïne par rapport aux QD phosphorylcholine pour réduire la capture des
QD par les macrophages. Les QD sulfobétaïne présentent une faible interaction avec les
macrophages quand ils sont incubés dans le plasma. Les cellules RAW interagissent avec
le polymère sulfobétaïne libre, ce qui peut être une piste pour saturer les macrophages in
vivo et augmenter le taux de nanoparticules qui atteignent leur cible.

Étude des interactions entre IONP et macrophages par cytométrie en flux

Les analyses par imagerie nécessitent d’analyser les cellules une par une et sont donc
longues à réaliser et à analyser. On souhaite compléter l’étude avec des mesures plus pré-
cises, rapides, et qui permettent d’analyser un plus grand nombre de cellules, un protocole
a donc été développé avec un cytomètre en flux.

La cytométrie en flux est une technique qui permet de mesurer certaines caractéris-
tiques optiques de cellules en suspension. Les caractéristiques sont mesurées sur cellule
unique et de manière très rapide ce qui permet d’en analyser plusieurs milliers ou dizaines
de milliers en quelques minutes. Un flux de la suspension de cellules passe dans un ca-
pillaire devant un faisceau laser. Des détecteurs mesurent la fluorescence de chaque objet
détecté, la diffusion de la lumière dans l’axe du laser (forward scatter) qui est liée à la
taille de l’objet, et la diffusion de la lumière à 90°C (side scatter) qui est liée à la forme et
la granularité de l’objet.

Cette technique permet de mesurer rapidement et de manière quantitative la fluores-
cence d’un grand nombre de cellules incubées avec des nanoparticules.

Ces expériences sont faites avec des IONP stabilisées par des sulfobétaïnes conjuguées
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à des fluorophores FP647 sur des cellules RAW 267.4. en collaboration avec Yuzhou Pu,
doctorant et et Juichi Bainvel-Sato, stagiaire au laboratoire.

Figure 4.20 – Principe de fonctionnement d’un cytomètre en flux, [150].

Protocole cytométrie en flux

Les cellules RAW 267.4 sont incubées dans une plaque 6 puits jusqu’à ce qu’elles recouvrent environ
60% du fond du puits. Le milieu de culture est retiré et remplacé par du DMEM pur (sans sérum
de veau fœtal) pour étudier l’interaction entre cellules et IONP en l’absence de protéines. Les
IONP sont ensuite ajoutées au milieu de culture puis les cellules sont incubées une heure avec les
IONP. Après une heure le milieu est retiré par aspiration, les cellules sont lavées avec 1mL de PBS,
puis 500 µL de tampon PBS est ajouté dans chaque puits. Les cellules sont alors grattées avec un
grattoir à cellule. L’échantillon de cellules dans le PBS est pipetté vigoureusement pour défaire les
agrégats de cellules qui fausseraient la mesure de fluorescence en cytométrie. L’absence d’agrégat
de cellules est vérifiée au microscope. La solution de cellules dans le PBS est ensuite mise dans les
tubes spéciaux du cytomètre.

Analyse avec le cytomètre en flux Guava EasyCyte (Merck Millipore)
Chaque échantillon est agité pendant 3 secondes avant le prélèvement pour être homogène. Le flux
dans le cytomètre est réglé à 0.6 µL/s. Il y a environ 500 cellules/µL dans les échantillons. La mesure
de fluorescence est réalisée sur le canal "RedR", avec un laser qui excite à 642nm et une émission
mesurée à 661 nm avec une largeur de 15nm. Avant chaque série de mesures le gain du cytomètre
est réglé pour maximiser l’écart entre l’échantillon de plus fort et de plus faible fluorescence. Il
est généralement d’environ 10 pour un maximum à 1000. Un seuil est appliqué sur la valeur de
diffusion latérale nécessaire pour considérer une variation de fluorescence comme une cellule. Pour
chaque échantillon la fluorescence de 5 000 ou 10 000 cellules est mesurée.

Pour chaque cellule le détecteur mesure la fluorescence du fluorophore FP647, qui est
lié à la quantité de IONP liées à la cellule. Le cytomètre mesure 5 000 ou 10 000 cellules
par condition et trace ensuite la fréquence de chaque intensité de fluorescence obtenue.

Le graphe Figure 4.21 présente les histogrammes normalisés pour des cellules incubées
avec des quantités croissantes de IONP fluorescentes. Plus la quantité de IONP est élevée,
plus les cellules sont fluorescentes. Pour les cellules incubées sans IONP (courbe bleue) le
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niveau de fluorescence mesuré est très faible et correspond à l’autofluorescence des cellules.
Pour des concentrations élevées, les cellules sont plus fluorescentes et la distribution est
plus large. La moyenne des fluorescences mesurées est prise en compte pour quantifier le
niveau d’interaction IONP/cellule, et est tracée sur le graphe Figure 4.22a. La distribution
de fluorescence est large, mais comme la mesure a été faite sur un grand nombre de cellules,
l’erreur à la moyenne est très faible, de l’ordre de la taille du carré sur la Figure 4.22a.
Le cytomètre donne des résultats sous la forme de la Figure 4.21, mais pour la suite de
l’étude le résultat donné sera celui de la moyenne des intensités de fluorescence mesurées
sur l’échantillon. À noter que l’ajustement du gain du cytomètre est fait entre chaque série
de mesures, donc le niveau de fluorescence mesuré n’est pas comparable entre les graphes.
Une mesure a été répétée trois fois dans les mêmes conditions, l’écart type mesuré entre
les trois mesures est de 14%. Les autres mesures n’ont pas été réalisées en triplicat, mais
on peut supposer que la dispersion des mesures sera du même ordre de grandeur.
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Figure 4.21 – Distribution de la fluorescence mesurée pour des cellules RAW incubées
avec une concentration croissante (de 0 à 100 mM) de IONP décorées de 30 fluorophores.
Le maximum des courbes est normalisé à 1 pour faciliter la visualisation. Mesuré par
cytométrie en flux.
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Figure 4.22 – Étude de l’influence du nombre de fluorophores par IONP sur la capture
par les macrophages. Mesuré par cytométrie en flux.

Étude des interactions des IONP avec des macrophages en présence de plasma
L’influence de l’incubation des nanoparticules dans du plasma, précédemment étudiée par
imagerie (Figure 4.18) a été aussi étudiée par cytométrie en flux (Figure 4.23). Le niveau
de fluorescence de cellules RAW incubées sans nanoparticules dans le DMEM, avec 100 nM
de nanoparticules (38 fluorophores par IONP) dans le DMEM, et avec 100 nM de IONP
dans du plasma de souris pur a été étudié. Une diminution d’un facteur 8 est observée
entre les cellules incubées avec des IONP dans du DMEM et du plasma. Ces résultats
confirment les résultats obtenus par imagerie : les composants du plasma interagissent
avec les macrophages et cette interaction diminue le taux de reconnaissances des IONP.
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Figure 4.23 – Fluorescence pour des cellules RAW incubées sans IONP dans du DMEM,
avec 100 mM de IONP avec 38 fluorophores/IONP dans du DMEM, et avec 100 mM de
IONP dans du plasma de souris pur, mesuré par cytométrie en flux.

Étude de l’influence des fluorophores sur les interactions IONP/macrophages
Sur la Figure 4.22a les IONP sont conjuguées à 30 fluorophores. Cette étude a aussi été
réalisée avec des IONP conjuguées à 60 fluorophores en moyenne, Figure 4.22b. Le compor-
tement est différent : en effet pour des IONP avec 30 fluorophores on observe une évolution
linéaire de l’interaction IONP/macrophage avec l’augmentation de la concentration, alors
que pour les IONP avec 60 fluorophores le niveau de fluorescence sature beaucoup plus
vite. Il est possible que les sites d’interactions à la surface des macrophages soient saturés
au niveau du plateau. L’atteinte plus rapide du plateau pour les IONP avec 60 fluorophores
est le signe d’une plus grande interaction des IONP avec les macrophages. Ces résultats
semblent indiquer que le nombre de fluorophores sur les polymères a une influence sur
les interactions entre macrophages et IONP. Pour étudier cette influence, une étude a été
réalisée sur les interactions entre IONP et macrophages en fonction du nombre de fluo-
rophores accrochés sur les IONP. La Figure 4.24 présente le niveau de fluorescence pour
des cellules incubées avec des IONP liées à un nombre croissant de fluorophores. Pour un
nombre de fluorophores inférieur à 30, le niveau de fluorescence des cellules est stable. Pour
un nombre de fluorophores supérieur, le niveau de fluorescence augmente, signe que les
cellules interagissent avec les fluorophores. Cette courbe a été tracée en prenant en compte
l’augmentation de la fluorescence par IONP quand le nombre de fluorophores augmente.
Le nombre de fluorophores par IONP pour la suite de l’étude sera toujours inférieur à 30.
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Figure 4.24 – Influence du nombre de fluorophores sur les IONP sur leur interaction avec
les cellules RAW. Mesuré par cytométrie en flux.

Étude des interactions des macrophages avec les polymères P(SPP/NH2-bMAPC1)
Il apparaît que, même avec un faible nombre de fluorophores par IONP, les IONP inter-
agissent avec les macrophages, comme observé en imagerie avec les QD. L’hypothèse est
que le polymère autour des IONP soit reconnu par les macrophages. Pour la tester une
quantité constante de IONP est incubée avec des cellules, mais avec une quantité croissante
de polymère libre. Le polymère libre est incubé avec les macrophages 10 min avant l’ajout
de IONP. Le polymère est celui qui recouvre les IONP, soit ici le polymère P(SPP/NH2-
bMAPC1). Les résultats sont présentés Figure 4.25. L’étude est réalisée avec deux échan-
tillons de IONP, un possédant 5 fluorophores en moyenne par IONP, et l’autre 11. Les
deux échantillons ont un comportement similaire : l’augmentation de la concentration en
polymère libre dans le milieu lors de l’incubation diminue les interactions avec les macro-
phages. Cette interaction semble ensuite faire un plateau autour de 30 % de l’interaction
sans polymère libre. Ces résultats suggèrent que les polymères seuls interagissent avec les
macrophages et prennent la place des IONP sur les lieux d’interactions des IONP à la sur-
face des macrophages, par exemple des récepteurs de surface. Il est cependant étrange que
les interactions IONP - macrophages ne tendent pas vers 0 pour les hautes concentrations
de polymères. Ce plateau pourrait être dû à un autre mécanisme de reconnaissance et de
capture des QD par les macrophages, qui ne passeraient pas par le récepteur saturé par
les polymères libres.
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Figure 4.25 – Étude de la capture des IONP par les macrophages en fonction de la
concentration de polymère libre P(SPP/NH2-bMAPC1) dans la solution, pour des IONP
marquées par 5 ou 11 fluorophores. Mesuré par cytométrie en flux.

Étude des interactions des macrophages avec les polymères P(SPE) L’ajout
d’un polymère P(SPP/NH2-bMAPC1) diminue les interactions IONP/macrophage. On
se demande quelle fonction du polymère interagit avec les macrophages, et quelle est
l’influence de la taille de l’objet reconnu par le macrophage. Des IONP recouvertes de
polymère marqué sont incubées avec des macrophages et avec des quantités croissantes
de polymère libre sulfobétaïne deux tailles différentes : 10 000 g/mol et 100 000 g/mol,
pour étudier l’influence de la taille de l’objet (Figure 4.26). Peut-être qu’un polymère
plus gros est plus efficace pour se lier aux récepteurs de surface des macrophages. La
diminution de l’interaction est moins forte que Figure 4.25, lorsque les polymères libres
sont du P(SPP/NH2-bMAPC1), soit avec des monomères avec une fonction amine et
un bloc phosphonate, en plus du poly(sulfobétaïne). Ce sont peut-être ces fonctions qui
interagissent avec la membrane. Il est aussi possible que l’ajout de polymère P(SPP/NH2-
bMAPC1) ait comblé des trous dans la couverture de polymère des IONP. Si c’est via
ces trous, qui laissent la surface de la IONP accessible, que les macrophages reconnaissent
les IONP, les combler partiellement in situ permettrait de diminuer la capture. Il n’y a
pas de différence entre les cellules incubées avec les polymères de 10 000 ou 100 000 g/mol.
Peut-être que pour le mécanisme de reconnaissance du polymère par le macrophage la
taille n’intervient pas, mais comme la diminution n’est franche dans aucun des deux cas
il est difficile de conclure.
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Figure 4.26 – Étude de la capture de IONP en fonction de la concentration en polymère
libre de la solution. Deux polymères libres poly(sulfobétaïnes) ont été utilisés, de 10 000
et 100 000 g/mol. Mesuré par cytométrie en flux.

4.3.4 Conclusions et perspectives sur ce projet

Ce projet a pour but d’étudier la circulation dans le sang des nanoparticules recou-
vertes de polymères zwitterioniques. Des nanoparticules d’oxyde de fer recouvertes de
ligands poly(sulfobétaïnes) avec un bloc d’accroche phosphonate ont un temps caractéris-
tique de circulation mesuré par IRM de 20 minutes environ chez la souris. Ils sont capturés
dans le foie et la rate, très certainement par le système immunitaire, dont principalement
des macrophages. Plusieurs expériences ont été réalisées pour expliquer cette capture et
tenter de la diminuer. Les interactions de nanoparticules avec du plasma, biofluide modèle
le plus proche du sang, ont été étudiées. Les composants du plasma ne collent pas sur des
quantum dots et nanoparticules d’oxyde de fer recouverts de ligands poly(sulfobétaïne).
Les QD recouverts de ligands poly(phosphorylcholine) en revanche, s’agrègent dans le
plasma. La capture des nanoparticules par des macrophages immortels en culture a en-
suite été étudiée par imagerie, avec des quantum dots, et par cytométrie en flux, avec
des nanoparticules d’oxyde de fer. Avec l’imagerie il est possible d’observer comment les
nanoparticules se répartissent au niveau de la cellule, et de déterminer si la nanoparticule
est collée sur la membrane ou internalisée. La cytométrie en flux ne donne pas cette in-
formation, mais permet d’analyser le niveau de fluorescence d’un plus grand nombre de
cellules, et plus rapidement. Il a été montré que les QD sulfobétaïne interagissent moins
avec les macrophages que les QD phosphorylcholine. Il semble qu’une partie de la recon-
naissance des nanoparticules par les macrophages passe par le ligand poly(sulfobétaïnes),
et qu’il y ait plusieurs mécanismes de reconnaissance et de capture. Injecter un excès de
poly(sulfobétaïne) dans la circulation pourrait diminuer la capture des nanoparticules.
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Cette étude est encore en cours, les résultats pourront être confirmés et approfondis et les
hypothèses vérifiées par de futures expériences.

Dans le futur, il serait intéressant d’étudier les interactions macrophages/cellules avec
des modèles se rapprochant encore des conditions in vivo, par exemple avec des nanopar-
ticules qui circulent dans des canaux recouverts de macrophages mimant des vaisseaux
sanguins. Ces expériences pourraient permettre d’étudier l’influence de la circulation et
du flux sur la reconnaissance et la capture des nanoparticules.
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perspectives

Conclusion générale

Après le premier chapitre introductif, le chapitre 2 présente la synthèse et la carac-
térisation des nanoparticules d’oxyde de fer recouvertes de zwitterions. Ce sont des na-
noparticules de maghémite, d’un diamètre cristallin d’environ 10 nm, synthétisées par dé-
composition thermique. Les ligands sont des copolymères à bloc, avec un bloc sulfobétaïne
qui permet la solubilisation des nanoparticules dans l’eau et lui confèrent des propriétés
de furtivité, et un bloc phosphonate qui permet l’accroche sur la nanoparticule. Leur syn-
thèse par polymérisation RAFT est décrite. Un protocole d’échange de ligand a été mis
au point pour échanger les ligands de synthèse par les ligands zwitterioniques. La stabilité
colloïdale et le faible niveau d’interactions non spécifiques des nanoparticules recouvertes
de ligand poly(sulfobétaïne - bloc phosphonate) est vérifiée par diffusion dynamique de la
lumière (DLS) et spectroscopie de corrélation de fluorescence (FCS).

Dans le chapitre 3 la bioconjugaison de la GFP sur les ligands de la nanoparticule a
été réalisée avec succès. Cette GFP permet de cibler un locus génomique sur une lignée
cellulaire, de manière rapide et spécifique. Des milliers de nanoparticules s’accrochent au
locus. La manipulation des nanoparticules présentes au locus est ensuite réalisée grâce à
une pointe magnétique qui crée un gradient de champ qui attire les nanoparticules. Les
nanoparticules d’oxyde de fer réussissent donc à micromanipuler un locus génomique sur
plusieurs microns en quelques minutes. Deux pistes pour mesurer la force appliquée sur le
locus génomique sont explorées.

Le chapitre 4 étudie l’interaction entre des nanoparticules et le système immunitaire.
Les nanoparticules d’oxyde de fer ne forment pas de couronne de protéines in vitro et in
cellulo, peut-être que cela les rend invisibles vis-à-vis des macrophages ? Une étude chez
la souris par IRM a invalidé cette hypothèse, car le temps caractéristique mesuré de circu-
lation dans le sang n’est que de 20 min. Des études des interactions entre nanoparticules
et macrophages en culture ont ensuite été réalisées, par imagerie et par cytométrie en
flux. Des méthodes d’analyse ont ainsi été développées. Elles ont confirmé les résultats de
Debayle et al. [87] : le sulfobétaïne est le zwitterion le plus furtif. Il apparaît qu’une partie
de la reconnaissance des nanoparticules par les macrophages passe par les zwitterions,
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quand une autre partie en est indépendante. Une stratégie pour augmenter la circulation
pourrait être de leurrer et saturer les macrophages avec du polymère libre.

Perspectives

Les résultats du chapitre 2 sont encourageants pour la fonctionnalisation de nanopar-
ticules avec des ligands sulfobétaïne. Les polymères développés pourraient continuer à être
adaptés à d’autres types de nanobjets, comme cela a été fait avec les nanobâtonnets de
phosphate de lanthanes. Un groupe d’accroche phosphonate peut être utilisé car il est ca-
pable de complexer plusieurs oxydes. Il est aussi possible de modifier la fonction d’accroche
pour cibler d’autres surfaces.

À court terme, les perspectives du chapitre 3 incluent l’estimation du gradient de champ
créé par la pointe magnétique pour connaître la force appliquée sur les nanoparticules
par celle-ci. Ensuite les nanosondes pourront être utilisées pour étudier la physique de
la chromatine. Il pourrait être utile de rendre les nanoparticules plus magnétiques, en
augmentant un peu la taille de la nanoparticule ou en optimisant sa composition. Il sera
aussi intéressant de pouvoir cibler d’autres régions du génome, afin d’étudier l’influence
de la position de l’application de la force.

Les expériences de ciblage et manipulation avec des nanoparticules recouvertes de
zwitterions ont montré une grande spécificité du ciblage, et un comportement furtif des
nanoparticules dans les cellules. Il me semble que la fonctionnalisation sulfobétaïne est tout
à fait adaptée pour des études impliquant des nanoparticules et des cellules, et pourra être
étendu à d’autres problématiques de recherche. Une collaboration est par exemple en cours
avec l’équipe de David Perrais, Trafic membranaire synaptique, à l’université de Bordeaux,
qui utilise des quantum dots recouverts de ligands sulfobétaïnes pour étudier le mouvement
de récepteurs synaptiques.

Cette thèse a permis de développer deux méthodes pour étudier l’interaction entre
des nanoparticules et des macrophages, par imagerie et par cytométrie en flux. Elles vont
continuer à être utilisées au laboratoire pour tenter de comprendre comment les macro-
phages détectent et captent les nanoparticules recouvertes de zwitterions. Plusieurs types
de nanoparticules vont être étudiés, comme des quantum dots ou des nanoparticules d’or,
afin d’évaluer l’influence de la surface de la nanoparticule dans l’interaction. Il serait aussi
intéressant d’étudier par IRM chez la souris l’influence de l’injection de nanoparticules
avec une grande dose de polymère libre visant à saturer les macrophages.

Pour continuer à mieux comprendre la capture des nanoparticules par les macrophages,
il serait intéressant de construire un modèle d’étude reproduisant le flux du sang dans les
microcapillaires du foie, afin d’étudier l’influence du flux, et s’il pourrait être un paramètre
à contrôler pour diminuer la capture.

Il me semble que les macrophages sont incroyablement efficaces à détecter et capter
tout corps étranger injecté dans la circulation sanguine. Pour limiter la capture par le
système immunitaire, d’autres modes d’administration des nanoparticules peuvent aussi
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être envisagés, en fonction de l’activité voulue de la nanoparticule, par exemple par inha-
lation si on souhaite cibler les poumons, par injection sous la peau, ou directement par
injection dans une tumeur. Cela permettrait de limiter le passage des nanoparticules dans
le foie, et donc la capture par les macrophages s’y trouvant. Limiter cette capture permet-
trait d’augmenter l’efficacité des nanoparticules et de réduire leur toxicité, car la dose de
nanoparticules pourra être réduite.
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Dosage du Fer(II) et Fer(III) dans les nanocristaux par l’or-
thophénanthroline

Pour doser le fer avec l’orthophénanthroline (ophen), les nanoparticules sont préala-
blement dissoutes dans de l’acide chlorhydrique, typiquement 50 µL de solution d’oxyde de
fer décapés à 20 µM dans 400 µL d’acide chlorhydrique à 1M, pendant une heure à l’étuve
à 60°C. Le volume est à ajuster si la valeur trouvée ne tombe pas dans la gamme. Des
MNPs décapées sont utilisées pour qu’elles soient solubles dans l’acide chlorhydrique. Voir
le protocole de décapage Partie 2.3.1.

Préparation de la gamme

Une gamme d’étalonnage est préparée avec 5 échantillons ayant une concentration en
Fe(III) croissant, 50, 100, 200, 300, 350 µM. Pour un volume total de 3 mL de solution,
sont ajoutés 600 µL de tampon acétate à pH=5, 0,5/0,15 acétate/NaCl, 300 µL d’acide
ascorbique à 20 mg/mL et 45 µL d’ophen à 6,6g/L. La solution d’ophen est dans 1/2
éthanol/eau pour améliorer sa solubilité. L’absorbance du complexe est mesurée à 508 nm.

Figure 27 – Courbe d’étalonnage du dosage avec l’ortophénanthroline.
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Couplage peptidique par intermédiaire d’ester actifs

Les réactions de couplage peptidique, c’est-à-dire les réactions covalentes entre une
amine primaire et un acide carboxylique pour former une liaison amide, ont été très uti-
lisées dans le cadre de cette thèse. Pour que la réaction soit efficace l’acide carboxy-
lique est activé sous forme d’ester. La réaction est décrite Figure 28. L’acide carboxylique
réagit avec le 1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl)carbodiimide (EDC) en présence de N-
hydroxysuccinimide (NHS) ou un dérivé soluble dans l’eau, le sulfo-NHS. L’acide carboxy-
lique réagit d’abord avec l’EDC, plus réactif mais moins stable, puis avec le NHS. Cette
réaction se fait dans le DMSO anhydre ou dans l’eau tamponnée à pH=6 si le produit NHS
est utilisé tout de suite, car il est sensible à l’hydrolyse dans l’eau. Pour créer la liaison
amide, l’acide carboxylique activé avec le NHS est ensuite mis en contact avec l’amine
primaire (2 sur le schéma). Si l’amine primaire est soluble dans le DMSO, le solvant choisi
est le DMSO anhydre. Si l’amine n’est soluble que dans l’eau le pH de cette étape doit être
contrôlé. En effet un pH trop élevé causerait l’hydrolyse du composé NHS trop rapidement,
et un pH trop faible entraînerait la protonation de l’amine ce qui réduit sa réactivité. Le
compromis est trouvé à pH=8,2. Les tampons contenant des amines sont à éviter, dans
cette thèse l’acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane sulfonique (HEPES) est utilisé.
La réaction dure deux heures à température ambiante.

Figure 28 – Réaction de couplage peptidique, Fischer Scientific.
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Polymère sulfobétaïne bloc phosphonate pour des nanobâ-
tonnets de terre rare à émission polarisée

Présentation des nanobâtonnets

Zijun Wang, Jongwook Kim et Thierry Gacoin, au Laboratoire de Physique de la Ma-
tière condensée à l’École Polytechnique, travaillent sur des nanobâtonnets (nanorods, NR)
de phosphate de lanthanes dopés à l’europium qui ont une luminescence polarisée. Cette
propriété permet aux NR de servir de nanosonde pour étudier les contraintes de cisaille-
ment dans des canaux microfluidiques [151]. Ces résultats sont prometteurs et permettent
d’envisager l’utilisation de ces NR pour étudier des flux dans des milieux biologiques, par
exemple autour de cellules ciliées. Pour pouvoir arriver à cette utilisation, les NR ont
besoin eux aussi d’être stables dans un milieu biologique. Les polymères poly(zwitterion
bloc phosphonate)(P(SPE-b-MAPC1)) présentés ci-dessus ont permis d’obtenir des NR
stables dans des milieux physiologiques tout en conservant leurs propriétés optiques. Ces
résultats sont rassemblés dans l’article "Zwitterionic Polymers towards the Development
of Orientation-Sensitive Bioprobes", Zijun Wang, Fanny Delille, Sophie Bartier, Thomas
Pons, Nicolas Lequeux, Bruno Louis, Jongwook Kim et Thierry Gacoin [116]. Dans ce
projet j’ai réalisé la synthèse des polymères, échangé avec Zijun, Jongwook et Thierry
pour élaborer le protocole de greffage des polymères sur les NR, et étudié les interactions
des NR recouverts de polyzwitterion avec de l’albumine de sérum bovin (BSA).

Les NR utilisés dans cette étude sont des nanobâtonnets de phosphate de lanthanes
monazite dopés à l’europium LaPO4 : 5%Eu3+, ce qui leur donne leur propriété de lumi-
nescence. Ils ont une longueur moyenne de 150 nm et un rapport d’aspect entre 18 et 35
Figure 29. Leur synthèse est décrite dans l’article de Zijun Wang [152].

Figure 29 – Microscopie électronique à balayage des NR fonctionnalisés avec un histo-
gramme de la distribution de longueur, issu de "Zwitterionic Polymers towards the Deve-
lopment of Orientation-Sensitive Bioprobes", [116].
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Greffage des ligands zwitterioniques sur les nanobâtonnets

Après synthèse, les NR sont stables dans une solution d’acide nitrique de pH=1 à 3
grâce à la répulsion électrostatique entre les charges de surface, dues aux ions La3+ et
Eu3+. Le protocole de greffage a été élaboré par Zijun en discussion avec nous. Les NR
sont mélangés avec le polymère P(SPE-b-MAPC1) et sont soniqués pendant une heure.
Puis le pH de la solution est remonté jusqu’à un pH neutre pour permettre de déprotonner
l’acide phosphonique du groupe MAPC1 afin qu’ils puissent se lier aux ions à la surface
du NR. Les NR sont ensuite chauffés par micro-ondes à 100°C pendant 1 heure. Les NR
sont finalement lavés par ultrafiltration pour retirer l’excès de polymère. Le passage des
NR au micro-ondes permet d’augmenter la stabilité colloïdale post greffage. 1

Plusieurs caractérisations des NR fonctionnalisés ont été faites au Laboratoire de Phy-
sique de la Matière Condensée Figure 30. Une analyse thermogravimétrique montre qu’un
échantillon de NR fonctionnalisé chauffé de la température ambiante à 800°C à 10°C/min
perd 4,3% de sa masse avant 300°C, ce qui correspond à une perte d’eau, puis 19,2% de sa
masse entre 300 et 580°C, ce qui correspond à la décomposition du polymère. Cette perte
de masse équivaut à une densité de greffage de 3 mg/m2, qui est de l’ordre de grandeur
de ce qui a été mesuré sur les nanoparticules d’oxyde de fer par ICP-AES Partie 2.3.4.
Les analyses de DLS montrent que les NR sont stables et ne forment pas d’agrégats une
fois fonctionnalisés. Une étude en fonction du pH montre une stabilité des NR sur une
gamme de pH entre 4 et 12 en présence de sel. L’absence de stabilité à faible pH est due à
la reprotonation des phosphonates : en effet les pKa des phosphonates sont situés autour
de 2 pour la première acidité et de 7 pour la deuxième [67]. La reprotonation cause le
décrochage des ligands et donc la perte de stabilité des NR.

Figure 30 – Étude de la stabilité colloïdale des NR recouverts de polymères zwitterio-
niques. À gauche : Analyse thermogravimétrique des NR fonctionnalisés, chauffage de la
température ambiante à 800°C à 10°C/min. Au milieu : Le rayon hydrodynamique mesuré
par DLS des NR avant fonctionnalisation et après fonctionnalisation dans une solution de
NaCl à 150 mM ou saturée. À droite rayon hydrodynamique mesuré en DLS en fonction
du pH à force ionique fixée équivalente à 150 mM NaCl. Caractérisations faites par Zijun
Wang, issues de [116].

1. Cette étape a également été essayée pour le greffage sur les nanoparticules d’oxyde de fer, mais n’a
pas permis de diminuer le nombre d’agrégats produits lors de l’échange.
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Conservation de l’émission polarisée

Les NR de LaPO4 : 5%Eu3+ ont des propriétés d’émission polarisée qui en font des
potentielles sondes d’intérêt. Il est important que la fonctionnalisation par les polymères
conserve ces propriétés. C’est ce qui a été vérifié au Laboratoire de Physique de la Matière
Condensée. La Figure 31 présente l’émission polarisée des NR zwitterioniques en phase
nématique excités à 394 nm avec une lumière polarisée parallèlement ou perpendiculaire-
ment à l’orientation des NR. Le spectre est différent en fonction de la polarisation, donc
la polarisation de l’émission est conservée avec la fonctionnalisation par les zwitterions.

Figure 31 – Spectre d’émission polarisé de NR recouverts de polymères zwitterioniques,
excitation à 394 nm. Le polariseur a un angle de 90° entre les deux spectres (noir et orange)
[116].

Étude de la couronne dure de protéines autour des nanobâtonnet

Il est nécessaire pour être stable dans un milieu biologique complexe que les NR aient
des interactions limitées avec le matériel biologique, comme les protéines. L’interaction
des NR de type couronne dure avec de l’ albumine de sérum bovin (BSA) a été étudiée en
incubant les NR avec une solution à 1 mM en BSA et en dosant la quantité de BSA restant
sur les NR après plusieurs lavages, pour éliminer les BSA non liées ou faiblement liées aux
NR. Le dosage a été fait avec de la fluorescamine, molécule qui devient fluorescente en
présence d’amines, ici les amines primaires présentes sur la BSA (Figure 32), selon le même
protocole que celui pour étudier la couronne dure autour de QD dans [87].

Les résultats sont présentés Figure 33. La quantité de BSA par NR est estimée en
considérant une taille fixe de NR de 150 nm de long et 10 nm de large. Le seul de détection,
obtenu à partir de l’écart type sur la mesure du blanc, c’est-à-dire le niveau de fluorescence
mesuré dans une solution sans BSA, est de 0,16 BSA par NR. Après 6 lavages, 0,8 BSA
sont détectées sur les NR, ce qui correspond à une protéine pour 6 000 nm2 de surface de
NR, un niveau très faible. Les ligands zwitterioniques sont donc efficaces pour éviter la
formation de couronne dure.
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Figure 32 – Réaction entre la fluorescamine et les amines primaires. Seul le produit de
la réaction est fluorescent [80].
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Figure 33 – Niveau de fluorescence à la longueur d’onde de la fluorescamine, en gris pour
les surnageants après les 4, 5 et 6 ème lavages et en rouge pour les NR incubés avec la
BSA après le 6 ème lavage. La droite en pointillé représente le bruit de fond, l’intensité
mesurée dans un échantillon ne contenant pas de protéine.

Protocole de mesure de la couronne dure de protéines sur les nanobâtonnets de
phosphate de lanthanes

Les nanobâtonnets (NRs) (0.027% fraction volumique, 38 nM de NRs, 66 µL) sont incubés dans
une solution de 1 mL de BSA à 1 mM (26000 BSA par NR) dans un tampon HEPES/Na 10 mM,
NaCl 50 mM (pH=7,5) pendant une heure. Les nanoparticules sont ensuite lavées par six cycles
de centrifugation à 23 000 g pendant 5 minutes. Après chaque cycle le surnageant contenant les
protéines non adsorbées est retiré et les NRs sont redispersés dans le tampon HEPES/Na. Après
le dernier cycle de centrifugation les NRs sont redispersés dans 1,5 mL de tampon HEPES/Na
buffer 0.1 M pH=8.5. Le dernier surnageant contient une quantité de protéines sous le seuil de
détection. La quantité de protéines est mesurée par fluorescence avec le test à la fluorescamine. La
fluorescamine réagit avec les amines primaires de la BSA en formant un produit très fluorescent
(Figure 32). La concentration de protéine est estimée grâce à une calibration en utilisant de la BSA.
1.5 mL d’une solution de concentration connue de BSA dans le tampon HEPES/Na 0.1 M pH=8.5
est mélangé avec 0.5 mL de fluorescamine à 0.3 mg/mL dans l’acétone. La fluorescence est mesurée
à 518 nm avec une excitation à 390 nm (Figure 34).
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Figure 34 – Calibration du test à la fluorescamine avec des concentrations connues de
BSA.

Ainsi un autre type de nanoobjet, les nanobâtonnets de phosphate de lanthanes, ont
été recouverts de polymères sulfobétaïne bloc phosphonate avec succès. Un protocole de
greffage des ligands a été élaboré, la conservation des propriétés de luminescence polarisée
a été vérifiée, et il a été mis en évidence qu’une protéine modèle ne s’accroche pas sur les
nanobâtonnets. Les polymères sulfobétaïnes bloc phosphonate permettent donc à plusieurs
types de nanoparticules d’aller vers une application dans des milieux biologiques.
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Essai d’une autre stratégie d’accroche de nanoparticules sur
la chromatine avec des Quantum Dot

Cibler la chromatine avec des MNP-GFP fonctionne pour la lignée cellulaire exprimant
la protéine TetR-mCherry-αGFP, mais permet uniquement de cibler la répétition tetO
sur le chromosome 1. Une autre approche a été testée pour pouvoir cibler d’autres loci
et d’autres lignées cellulaires. Elle est fondée sur l’utilisation de la protéine deadCas9.
La protéine Cas9 fait partie du système CRISPR-Cas qui permet aux bactéries de se
défendre contre des virus. Les virus injectent leur ADN dans les bactéries afin qu’elles le
répliquent et produisent de nouveaux virus. Le système CRISPR-Cas permet de détecter
ces segments d’ADN étrangers et de les couper pour les retirer du génome de la bactérie.
La protéine Cas9 est celle qui, liée à un ARN guide, reconnaît la séquence d’ADN, s’y
lie et la coupe. La deadCas9 (dCas9) est une version mutée de la Cas9. Les nucléases qui
coupent l’ADN ont été désactivées, elle permet uniquement de cibler la séquence d’ADN
complémentaire de son ARN guide, sans le couper. Cette protéine permet donc de cibler
différentes séquences de l’ADN, en changeant l’ARN guide auquel elle se lie.

Accrocher des MNP à la dCas9 permettrait donc de cibler d’autres régions du génome.
Le laboratoire Dynamique Spatio-temporelle des Fonctions Génomiques d’Antoine Coulon
collabore avec le laboratoire Édition du génome, réparation de cassures double-brin de
l’ADN et réponses cellulaires, au Muséum national d’Histoire naturelle (MNHN). Ces
derniers ont purifié une protéine dCas9 fusionnée avec une streptavidine monomérique. La
streptavidine est une protéine qui a une très forte interaction avec la biotine, une petite
molécule. Cette interaction est une des plus fortes interactions non covalentes connues,
avec une constante de dissociation du complexe streptavidine-biotine (Kd) de l’ordre de
10-15M. Ce lien est très utilisé pour accrocher des biomolécules entre elles ou sur une
surface. La streptavidine est formée de 4 monomères, chacun pouvant se lier à une biotine.
Ici la dCas9 est fusionnée avec une streptavidine modifiée mSA2 afin d’être monomérique,
pour éviter qu’une protéine strepavidine ne se lie à plusieurs biotines et ne forme des
agrégats. La mSA2 possède une affinité moins forte avec la biotine que la strepativine non
modifiée, mais qui reste très élevée, Kd∝10-9M. La protéine dCas9-mSA2 purifiée pourrait
donc se lier à des nanoparticules possédant des biotines à leur surface. Dans cette étude
des QD, nanocristaux de semi-conducteurs fluorescents, ont été utilisés pour faciliter la
visualisation des nanoparticules.

Synthèse des QD-biotine

Des quantum dots (QD) fonctionalisés par des polymères P(SPP/NH2), donc avec des
fonctions réactives amines, sont utilisés pour créer des QD-biotine. La biotine est une
petite molécule possédant une fonction acide carboxylique qui peut être modifiée sans
compromettre la reconnaissance de la biotine par la streptavidine. Cette fonction acide
carboxylique est donc activée pour pouvoir réagir sur les amines primaires présentes sur
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les QD-NH2. La biotine est activée par réaction avec de l’EDC/NHS (Figure 35) comme
décrit précédemment.
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Figure 35 – Schéma de la synthèse de biotine-NHS.

La biotine réagit ensuite sur les QD-NHS par réaction peptidique, Figure 36. Le pro-
tocole est décrit ci-dessous.

Figure 36 – Schéma de la synthèse de QD biotine.

Protocole synthèse de QD-biotine

Les QD-biotine sont préparés à partir de QD recouverts d’un polymère P(SPP/APMA-bVIM),
c’est-à-dire un polymère polysulfobétaine - méthacrylamide, avec des monomères APMA (1/7), et
un bloc vinylimidazole pour l’accroche. le bloc APMA permet l’accroche d’une biotine par NHS.
Synthèse de la biotine NHS :
Le NHS est ajouté par réaction peptidique sur l’acide carboxylique de la biotine. De la biotine
(Sigma) (40 µmol, 9,6mg) est mélangée avec de l’EDC/HCl (60 µmol, 11.5mg) et du NHS (60 µmol,
7mg) dans du DMSO anhydre. La réaction dure 1h30 à température ambiante. La biotine-NHS
ainsi obtenue est aliquotée et conservée à -20°C sans purification.
Cette biotine-NHS est utilisée pour faire des QD-biotine en faisant réagir des QD-NH2 (1 nmol,
24 µL à 42 µM ) avec 200 équivalents de la biotine NHS (2,5 µL à 80 mM) auquels sont ajoutés
10 µL de tampon HPS/NaCl 0,5/0,15 M à pH=8,2. Après 2heures de réaction les QD sont lavés
par ultrafiltration. Les amines résiduelles réagissent avec un excès de bisNHS comme décrit dans
la partie 2.4.1.

Reconnaissance QD-biotine - streptavidine

Pour vérifier l’efficacité du lien biotine - strepavidine, les QD-biotine sont incubés avec
des billes d’agarose recouvertes de strepatividine ou de biotine (Sigma-Aldrich), pour faire
un contrôle.

Après incubation pendant 10 min, les billes sont lavées par centrifugation. Sur la Fi-
gure 37, les tubes Eppendorf en haut sont les billes après incubation et trois lavages. Les
tubes en bas sont le surnageant du premier lavage. La première colonne est l’incubation
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des billes streptavidine avec des QD-biotine. La seconde, l’incubation de billes biotine avec
des QD-biotine, et la troisième, les QD-NH2 (avant réaction avec la biotine) incubées avec
des billes streptavidine. On observe que dans le cas de l’incubation des QD-biotine avec
des billes streptavidine tous les QD sont restés sur les billes, sans QD dans le surnageant,
alors que dans les autres conditions les QD restent dans le surnageant. Les QD-biotine
s’accrochent donc de manière efficace à des protéines streptavidine.

Figure 37 – Étude de l’efficacité de la reconnaissance des QD-biotine par la streptavidine,
avec des billes d’agarose. Les tubes sont placés sur une table UV qui révèle la présence
de QD. En haut : à gauche billes streptavidine + QD-biotine. Au milieu : billes biotine +
QD-biotine. À droite : billes streptavidine + QD-NH2. En bas, le premier surnageant issu
du lavage des billes du tube supérieur.

Bioconjugaison QD-biotine et protéine dCas9

L’étape suivante est de vérifier l’accroche des QD-biotine sur la protéine dCAs9-mSA2
après incubation textitin vitro. Cette étude a été réalisée dans le laboratoire Dynamique
Spatio-temporelle des Fonctions Génomiques avec Julia Ronsch. Les QD-biotine et la
dCas9 sont incubés à différents ratios QD/dCas9, et l’efficacité du couplage est étudiée en
observant la migration sur gel de l’échantillon.

Le gel utilisé est un gel de polyacrylamide en conditions natives, c’est à dire non dé-
naturantes, donc les protéines gardent leur conformation, ce qui permet à la streptavidine
de rester liée à la biotine. Un courant continu est appliqué à chaque extrémité du gel, qui
provoque la migration de l’échantillon chargé dans le gel. La vitesse de migration dépend
de la charge et la taille des objets. Le gel est tamponné à pH neutre avec du tampon
bis-Tris. Les QD sont chargés légèrement négativement : leur potentiel zêta est de -10mV
[87], ce qui leur permet de migrer dans le gel vers l’anode. La dCas9 a un point isoélec-
trique de 9, elle est donc chargée positivement à pH neutre. Pour qu’elle puisse migrer

165



Annexes

dans le gel du bleu de Coomassie G-250 est ajouté à l’échantillon. Cette molécule se lie
aux protéines sans les dénaturer et leur donne une charge négative. Une dCas9 liée à un
QD est beaucoup plus grosse qu’une dCas9 seule, elle migrera donc plus lentement dans
le gel.

Figure 38 – gel d’électrophorèse. A : l’image de fluorescence, les QD sont visibles. B le gel
est teint par du bleu de Coomassie, les protéines sont visibles. Les premières et dernières
colonnes, visibles uniquement sur la figure B et marquées PM, sont des marqueurs de poids
moléculaire.

1 2 3 4 5 6 7

QD-
biotine dCas9

dCas9
+QD-
biotine

dCas9
+QD-
biotine

dCas9
+QD-
biotine

dCas9
+QD-
SPE

QD-SPE

dCas9 :QD ratio 1 : 1 1 : 2 1 : 0,5 1 :1

dCas9-mSA2 0 5 µM 5 µM 5 µM 5 µM 5 µM 0

QD 5 µM 0 5 µM 10 µM 2,5 µM 5 µM 5 µM

Table 1 – Description du contenu des puits du gel de la Figure 38.

La Figure 38B est une image du gel teint avec du bleu de Coomassie, qui marque les
protéines, et semble aussi marquer les QD. Les colonnes tout à droite et tout à gauche
sont des marqueurs de poids moléculaire. Le puits 2 contient la dCas9 seule. La bande qui
a le plus migré correspond à un poids moléculaire de 160 kDa, ce qui correspond au poids
moléculaire attendu. D’autres bandes sont visibles à des poids moléculaires plus élevés, ce
qui signifie que la dCas9 forme des agrégats. La Figure 38A est le même gel observé en
fluorescence : seul les QD sont visibles. Le puits 1 contient uniquement des QD-biotine, et
le puits 7 uniquement des QD-SPE, non fonctionnalisés avec de la biotine. Ils migrent dans
le gel à cause de leur potentiel zêta négatif. Les puits 3, 4 et 5 contiennent des QD-biotine
qui ont été incubés avec différents ratios de dCas9. Les puits 1 et 3 ont été chargés avec
la même quantité de QD. Les QD visibles dans le gel ont migré autant que les QD sans
dCas9, ce qui signifie que ces QD n’ont pas interagi avec la dCas9. Mais la tache est moins
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intense, ce qui suggère que moins de QD ont migré. Il est possible que le complexe QD
- dCas9 n’entrent pas dans le gel, peut être parce que le complexe est trop gros, cette
diminution d’intensité serait due à un une interaction QD / dCas9. Un contrôle a été fait
en incubant des QD-SPE, c’est-à-dire sans biotine, avec la dCas9. Ces QD (puits 6) ont
la même migration,et à la même intensité, que les QD-SPE sans dCas9, donc il n’y a pas
d’interaction entre ces QD et la dCas9. L’interaction entre dCas9 et QD-biotine semble
donc spécifique. Les QD semblent donc convenir pour des marquages de locus génomiques.

Protocole réaction QD-Cas9 et gel d’électrophorèse

Les QD sont incubés avec de la dCas9 à 5 µM dans 20 µL de volume total, avec du tampon KCl à
300 mM, pendant 20 min à 24°C. Il y a sept échantillons différents décrits dans le tableau1. Le gel
de polyacrylamide utilisé est un gel NativePage 4-16 % Bis- Tris (Lifes technologies). 7,5 µL de la
solution sont mélangés avec 2,5 µL de NativePAGE Sample Buffer, 1 µL NativePAGE 5 % G-250
Sample Additive et sont chargés sur le gel. La migration du gel se fait à 150 V avec un générateur
BioRad.

Injection des QD-dCas9 dans le noyau des cellules vivantes

(a) QD-biotine 1 µM comme
contrôle

(b) QD-biotine–dCas9-mSA2
1 µM (1 :1)

(c) QD-SPE + dCas9-mSA2
1 µM (1 :1)

Figure 39 – Images prises au microscope de fluorescence sur le canal des QD après
injection des QD dans les noyaux de cellules vivantes.

Sur la Figure 39a, des QD-biotine sans dCas9 sont injectés dans trois noyaux de cellules.
Ils se répartissent uniformément dans le noyau sans former d’agrégats. Sur la Figure 39b,
des QD-biotine incubés avec de la dCas9 sont injectés dans les noyaux de cellules. Les
QD forment ici des agrégats partout dans le cytoplasme des cellules et sur la membrane
des cellules. Sur la Figure 39c, des QD-SPE incubés avec la dCas9 sont injectés. Le même
type d’agrégats dans le cytoplasme est observé, ce qui est étonnant, car sur le gel d’élec-
trophorèse ils ne semblaient pas interagir avec la dCas9. Il semble que la dCas9 forme des
agrégats, comme vu in vitro. La protéine a peut-être eu des problèmes de stockage, ou cette
version n’est peut-être pas très stable. Ainsi, ces QD-biotine-dCas9-mSA2 ne conviennent
pas pour cibler un locus génomique.

Les protéines purifiées sont difficiles à manipuler et peuvent se dégrader vite. Une
piste en cours d’étude dans le laboratoire d’Antoine Coulon serait de modifier une lignée
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cellulaire avec un plasmide pour qu’elle exprime une dCas9-αGFP, afin que la cellule
produise sa propre dCas9. Il serait alors possible de cibler un autre locus génomique que
celui de la séquence tetO.
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MOTS CLÉS

Nanoparticules d’oxyde de fer, Zwitterion, Ligands de surface polymériques, Bioconjugaison, Micromanipula-

tion, Physique de la chromatine

RÉSUMÉ

Dans le noyau des cellules, l’ADN est replié selon une architecture complexe multi échelle. Notre compréhension des
principes physiques qui régissent cette organisation complexe n’est pas complète. Pour l’étudier, il serait utile de pouvoir
appliquer directement une force sur les chromosomes in vivo. Dans cette thèse est présentée une nouvelle nanosonde
magnétique qui peut s’accrocher à un locus génomique précis et y appliquer une force. Cette nanosonde est une nano-
particule d’oxyde de fer recouverte de ligands polymériques. Le premier défi est d’éviter les interactions non spécifiques
entre les nanoparticules et des biomolécules dans l’environnement intranucléaire très encombré. Pour y parvenir, nous
avons conçu un copolymère à bloc pour recouvrir les nanoparticules. Le premier bloc contient des zwitterions sulfobé-
taïne qui sont très efficaces pour éliminer les interactions non spécifiques. Le second bloc contient plusieurs groupes
phosphonates qui permettent l’accroche des polymères sur la surface de la nanoparticule. La stabilité de l’accroche sur
le long terme et l’absence d’interactions entre des protéines et le revêtement polymérique choisi a été étudiée in vitro
et dans des cellules vivantes. Le deuxième défi est de conjuguer des protéines spécifiques à la nanoparticule qui vont
permettre de cibler les séquences d’ADN choisies. Nous avons optimisé la conception du polymère pour atteindre une
conjugaison contrôlée et efficace des protéines de ciblage sur la surface des nanoparticules, par chimie click sans ca-
talyseur cuivre. Les nanoparticules sont fonctionnalisées avec de la protéine fluorescente verte (GFP), qui se lie dans
le noyau à un nanocorps anti-GFP, fusionné à une protéine qui se lie à une séquence d’ADN spécifique dans le modèle
cellulaire utilisé. L’efficacité du ciblage des nanoparticules sur l’ADN a été étudiée après microinjection d’une solution de
nanoparticules dans le noyau de cellules vivantes. Le ciblage est rapide, de l’ordre de plusieurs minutes, et spécifique,
et les interactions non spécifiques sont évitées. Des milliers de nanoparticules se lient au locus génomique. Le locus
a été manipulé avec une pointe magnétique qui produit un fort gradient de champ. Le locus est soumis à une force de
l’ordre du piconewton qui peut déplacer le locus génomique sur plusieurs micromètres. Cet outil sera utile pour étudier la
mécanique des chromosomes, et l’organisation et les fonctions du génome.

ABSTRACT

In a cell nucleus, the genome is folded in a complex architecture. Our understanding of the physical principles respon-
sible for this complex organization is still limited. It would be useful to be able to directly exert and measure forces on
chromosomes in vivo to study these questions. In this project, we present a novel magnetic nanoprobe that can bind to a
specific genomic locus and apply a force to this locus. This nanoprobe is an iron oxide nanoparticle coated with specific
polymeric ligands. The first challenge lies in avoiding nonspecific interactions between the nanoprobes and biomolecules
in the very crowded intranuclear environment. To achieve this, we have designed a specific diblock copolymer to coat the
nanoparticles. The first block contains sulfobetaine zwitterions that are very efficient to eliminate nonspecific interactions.
The second block contains multiple phosphonate anchoring groups to ensure long term anchoring stability. The anchoring
stability of the polymer to the nanoparticle surface has been checked and the absence of interactions with proteins with
the selected polymer coating has been assessed in vitro and in live cells. The second challenge is to conjugate specific
proteins that will enable the targeting of selected DNA sequences. We have optimized the design of the polymer archi-
tecture to achieve controlled and efficient binding of targeting proteins to the surface of our nanoparticles, via copper-free
click chemistry. Here we functionalize our nanoparticles with fluorescent dyes for visualization and with GFP, which will
bind to an anti-GFP nanobody domain, fused to a fluorescent protein and a domain that binds a specific DNA sequence
in our cell model. The efficiency of the targeting has been assessed after microinjection of the nanoparticle solution in the
nucleus of living cells. It is quick and specific, without nonspecific interactions. Thousands of nanoparticles can bind the
genomic locus. Manipulation of the genomic locus has been performed with a magnetic tip that produces a strong ma-
gnetic field gradient. In this gradient, the locus is submitted to a force on the piconewton range that can move the genomic
locus over several micrometers. This tool will be helpful to study chromosome mechanics and genome functions.
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