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Introduction 

Les nanoparticules (NPs) sont des objets dont les trois dimensions sont de 

l’ordre du nanomètre (10-9 m). Elles représentent une révolution scientifique et 

technologique dans le domaine de la recherche et de l'industrie depuis les années 90 : 

à cette échelle, ces objets possèdent des propriétés uniques qui diffèrent souvent de 

celles du matériau massif. Ces propriétés suscitent un intérêt croissant dans le 

domaine biomédical et les NPs font donc l’objet de nombreuses recherches que ce soit 

en thérapie ou en diagnostique. Les applications sont multiples : thérapie 

anticancéreuse par hyperthermie, délivrance de médicaments, imagerie optique 

et/ou par résonance magnétique, etc.  

Ces NPs sont, dans la plupart des cas, injectées directement dans le sang. Un 

problème se pose : avant d’atteindre leur site cible, les NPs interagissent tout d’abord 

avec les molécules de l’environnement dans lesquelles elles sont injectées, en 

particulier les protéines. Il se forme ce qu’on nomme une « couronne protéique » ou 

protein corona, (PC). Celle-ci influence les comportements biologiques des NPs tels 

que leurs cytotoxicités (toxicité pour les cellules), leurs biodistributions (répartitions 

dans les organes) ou encore leurs internalisations (capacité à s’introduire dans les 

cellules), et va donc avoir un impact sur l’efficacité de ces NPs et leur sureté. 

La PC est donc à prendre en compte dans l’élaboration des nanoparticules à 

visée biomédicale. La formation et la composition de cette couronne sont elles-mêmes 

influencées par les paramètres intrinsèques aux nanoparticules comme leur taille, 

leur forme ou leur chimique de surface. Il est important de : 

→ caractériser et comprendre les interactions des différentes NPs avec les 

protéines  

→ d’étudier l’influence des protéines sur les comportements biologiques 

(biodistribution, internalisation, toxicité…) 

→ de contrôler ces couronnes protéiques pour optimiser l’efficacité des nano-

systèmes. 

L’équipe BH2N (Bio-Hybrid Nanoparticles & Nanostructures) de l’Université de 

Bourgogne développe des nanoparticules à des fins biomédicales, notamment pour 

l’imagerie médicale (magnétique (IRM), nucléaire (SPECT, TEP) et pour la thérapie 

(comme la radiosensibilisation de tumeurs ou la thérapie photodynamique). Ce travail 

de thèse est le premier à être réalisé au laboratoire sur la thématique de la couronne 

protéique. Ce domaine de recherche est particulièrement vaste du fait de la variété 

des nanoparticules existantes et des protéines susceptibles d’être impliquées dans la 

formation de la PC. Cette thèse ne prétend donc pas étudier la PC dans toute sa 

généralité. Nous nous sommes fixés comme objectif de poser des jalons pour la 

poursuite de cette thématique au laboratoire en faisant un état des lieux des besoins 

qui transparaissent dans la littérature, en identifiant et en synthétisant des 

nanoparticules d’intérêt pour l’étude de la PC et finalement en étudiant des résultats 

d’analyse de la PC afin de vérifier la cohérence de l’ensemble. Ce travail se situe donc 

à la frontière entre la synthèse de nanoparticules à des fins biomédicales et l’étude 

de cette couronne protéique.  
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Les objectifs de ce travail sont donc : 

1. D’étudier les différents aspects impactant la PC, de faire un point sur la 

recherche à ce sujet et définir les challenges rencontrés. 

2. De constituer une bibliothèque de NPs comportant, entre deux 

échantillons, un seul paramètre variable. Ceci comprend la synthèse de 

nanoparticules inorganiques, la fonctionnalisation de leurs surfaces 

(adsorption ou greffage de molécules spécifiques), la caractérisation de ces 

systèmes et la vérification de leur stabilité en milieu biologique. 

3. De caractériser, in vivo, la couronne protéique et d’étudier l’impact de 

différents paramètres sur sa formation et sa composition. 

Le premier chapitre de ce manuscrit est une étude bibliographique du 

contexte. Il commence par une première partie présentant la diversité des 

nanoparticules utilisées dans le domaine biomédical et souligne l’impact des 

différents paramètres intrinsèques aux nanoparticules sur les propriétés biologiques 

des NPs. Les NPs sont variées, et les choix des systèmes étudiés sont donc justifiés. 

Les travaux porteront sur les nanoparticules d’oxyde de fer (SPIONs), d’or (AuNPs), et 

les fonctionnalisations de surface sont les polymères (PEG Polyéthylène Glycol et PVA 

Polyvinyle Alcool), le glutathion et le citrate. Les propriétés et applications des 

nanoparticules d’oxyde de fer et d’or sont donc détaillés. La deuxième partie de ce 

chapitre aborde le sujet de la couronne protéique.  Les interactions mises en jeu à 

l’interface nanoparticule-milieu biologique sont explorées et la complexité des 

systèmes est une fois de plus mise en valeur en étudiant l’impact de la PC sur les 

propriétés biologiques des NPs. Le choix de travailler in vivo est explicité et justifié 

dans la revue insérée en fin de ce chapitre. 

Le deuxième chapitre porte sur la synthèse et la caractérisation des 

nanoparticules inorganiques. Il se décompose en deux parties principales, l’une 

portant sur les SPIONs et l’autre sur les AuNPs. Dans chaque partie, un résumé 

succinct des différentes méthodes de synthèse existantes est conduit, puis les choix 

des protocoles de synthèses sont explicités. Les analyses des nanoparticules 

synthétisées, avec et sans fonctionnalisation, ainsi que leurs stabilités colloïdales 

sont ensuite présentées. Une troisième brève partie aborde les nanoparticules de 

silice, issues de courtes expérimentations mais venant compléter la banque de NPs 

synthétisées. 

Dans le troisième chapitre, un point est fait sur les techniques de 

caractérisation de la couronne protéique et des interactions nanoparticules-

protéines. Puis les paramètres de la chimie de surface de SPIONs (taille / charge des 

polymères en surface) sont étudiés dans une manipulation in vivo : les couronnes 

protéiques des nanoparticules sont caractérisées par spectrométrie de masse. Les 

données de protéomiques qui en résultent impliquent une exploration de différentes 

approches statistiques. Le chapitre conclut par l’article découlant de cette expérience 

in vivo. 
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Chapitre 1 : Contexte et méthodologie 

Le domaine de la couronne protéique connait un essor depuis une vingtaine 

d’année comme le montre l’évolution du nombre d’article de revue traitant de ce sujet 

en Figure 1.  

Ce terme spécifique a été introduit en 2007 par le groupe de Dawnson et al. 

bien que l’importance des interactions nano-objets-protéines soit identifiée depuis 

1960 [1], [2]. Les investigations et notre représentation de cette couronne ont 

fortement progressé grâce à l’amélioration des techniques de caractérisation, au 

passage de l’ex vivo à l’in vivo ou encore à la prise en compte de cette couronne dans 

la conception des nano-systèmes. L’expression couronne biomoléculaire est 

également utilisée de nos jours. Cette partie définie le cadre de ce travail en mettant 

en avant la complexité et la disparité à la fois des systèmes mais aussi des méthodes 

d’étude. 

Dans un premier temps, les différentes variétés de nanoparticules utilisées 

dans le domaine biomédical sont présentées. Puis le choix des systèmes retenus pour 

cette thèse -  nanoparticules d’oxyde de fer, nanoparticules d’or et leurs 

fonctionnalisations - est justifié puis détaillé. Dans un second temps, la 

problématique de la couronne protéique est abordée en commençant par sa définition 

puis en présentant les mécanismes à l’interface nano-bio. L’accent est finalement mis 

sur la couronne protéique in vivo et sur le choix des méthodes appropriées pour son 

étude. 

I. Les matériaux nanostructurés pour les 

applications biomédicales 

I.A. La diversité des nanoparticules  

I.A.1. Nanoparticules inorganiques et organiques 

 Il existe une multitude de nanoparticules différentes qui est illustrée 

sommairement en Figure 2. Le premier paramètre qui distingue une nanoparticule 

Figure 1 : nombre de publications (bleu) et de revues (rouge) par année pour le terme « protein 

corona ». Source : Web of Science, janvier 2023. 
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d’une autre est sa composition. On distingue deux types de nanoparticules : 

inorganiques et organiques. 

Les nanoparticules organiques sont des systèmes synthétiques ou 

naturels  constitués de molécules organiques tels que les micelles, les dendrimères, 

les liposomes, les nanoparticules polymériques, la ferritine, les nanosystèmes à base 

d’ADN (Acide DésoxyriboNucléique), etc [3].  

Les nanoparticules inorganiques peuvent être constituées de matériaux très 

divers : or, argent, oxydes de fer ou d’autres métaux, lanthanides, silice, quantum 

dots (chalcogénures de métaux, avec ou sans coquille), bismuth, lanthanides, 

carbone, bimétalliques, etc [4][5].  

 D’une manière générale, les NPs organiques ont une meilleure biocompatibilité 

que les NPs inorganiques [3]. Mais ces dernières présentent les intérêts d’être plus 

facilement fonctionnalisables, modulables en taille et en forme [6], d’augmenter 

l’efficacité de certains traitement grâce à un temps de circulation plus élevé et une 

meilleure pénétration dans les tissus [7]. Elles peuvent également être exploitées pour 

leurs propriétés physiques uniques : électroniques, catalytiques, magnétiques, 

optiques, thermiques ou encore radiosensibilisantes. L’un des avantages à utiliser 

des nanoparticules inorganiques est le couplage possible avec d’autres 

fonctionnalités, tandis que nombre de NPs organiques délivrent passivement le 

médicament [8]. Ces spécificités vont guider le choix des nanoparticules en fonction 

de l’application visée. 

Le développement de nanoparticules multifonctionnelles peut conduire à 

l’élaboration de nanosystèmes dits hybrides, composés de différents matériaux ou à 

la fois de matériaux inorganiques et organiques, pour bénéficier des avantages de 

chacun : coating de lipides sur une nanoparticule inorganique, quantums dots 

adsorbés à la surface d’une nanoparticule polymérique, etc [9]. 

Dans la suite de ce chapitre et dans cette thèse, nous nous focalisons sur les 

nanoparticules inorganiques. La justification du choix des nanoparticules de cette 

Figure 2 : illustration de la diversité des nanoparticules. 
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étude et la description de leurs propriétés font l’objet d’un paragraphe particulier 

(I.B). 

I.A.2. Structure des nanoparticules et impact sur les propriétés 

biologiques 

I.A.2.a) Taille 

Les nanoparticules possèdent, comme mentionné plus haut, des propriétés 

remarquables et propres à leur taille. Celle-ci peut varier de quelque nm à plusieurs 

centaines de nm. Cette sensibilité à la taille est parfaitement illustrée avec les 

propriétés optiques des quantums dots [10]. De nombreuses publications ont 

démontré l’influence de la taille des nanoparticules sur leurs propriétés 

biologiques telles que leur temps de circulation, leur efficacité du ciblage, leur 

internalisation ou encore sur leur profondeur de pénétration [11].  

Même si leurs comportements biologiques doivent être étudiés au cas par cas, 

certaines tendances générales se dégagent : une taille comprise entre 10 et 200 nm 

serait préférable afin d’éviter une clairance trop rapide [12] car le mode d’élimination 

des nanoparticules dépend de leur taille. Poon et al. [13] propose un schéma 

récapitulatif du devenir des nanoparticules dans le corps qui est repris sur la Figure 

3 : celles d’une taille  morphologique inférieure à 5,5 nm sont soumises à la filtration 

glomérulaire et évacuées via l’urine. Les plus grosses sont dégradées ; si cela n’est 

pas possible elles sont captées par les cellules de Kupffer (macrophages du foie) ou 

éliminées via les hépatocytes. [13] 

Il est à noter que la « taille » peut désigner deux valeurs : la taille 

« morphologique » de l’objet en lui-même déterminée par exemple à partir d’images 

TEM (Transmission Electron Microscopy), et la taille hydrodynamique qui inclue la 

double couche d’ions se formant autour d’une particule au sein d’un fluide et qui 

est déterminée par DLS (Dynamic Light Scattering). Cette valeur dépend donc du 

milieu et reflète l’identité et le mouvement des particules au sein du fluide. Pour 

cette raison, et parce que la taille hydrodynamique tient compte de la 

fonctionnalisation de surface, cette valeur sera celle de référence dans les chapitres 

suivants.  

Les publications citées dans cette section indiquent souvent les deux tailles 

mais certaines mentionnent uniquement le diamètre morphologique ou le diamètre 

hydrodynamique. 
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L’efficacité des traitements est directement liée au temps de circulation qui est 

lui-même impacté par la taille des nanosystèmes. Dans la majorité des cas, plus la 

nanoparticule est petite, plus sa demi-vie est longue (Figure 4). Cependant cette 

tendance n’est pas toujours respectée car d’autres paramètres peuvent aussi jouer 

un rôle, comme la charge, la chimie de surface, la flexibilité, la forme ou encore la 

composition du cœur des particules. Sun et al. [14] expliquent que les particules 

sortent de la circulation sanguine par les capillaires sinusoïdes (comme l’endothélium 

du foie, de la rate ou des ganglions lymphatiques) via les parois paracellulaires, ou 

dans les tissus lorsque la barrière endothéliale est abîmée (comme pour les tumeurs), 

si leur taille et leur rigidité leur permettent de s’adapter à la taille et à la forme du 

substrat. 

La taille influence également la biodistribution et la capacité à pénétrer les tissus. 

Cependant, comme mentionné ci-dessus, ce paramètre est en synergie avec d’autres 

et on ne peut avancer là encore que des tendances [14]. Des résultats contradictoires 

ont également été rapportés dans la littérature : par exemple, des publications 

démontrent qu’une plus petite taille permet une meilleure accumulation dans les 

tumeurs, tandis que d’autres attestent de l’exact opposé [15], [16].  

Figure 3 : les différentes voix d’élimination des nanoparticules dépendant de leur taille. 

Extrait de [12]. 
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Au niveau cellulaire, la taille détermine partiellement les mécanismes 

d’internalisation. Les nanoparticules sphériques les plus grosses sont phagocytées et 

les plus petites sont endocytées par différentes voies qui dépendent ou non de la 

clathrine ou de la cavéoline, ou par macropinocytose [12],[11]. On retrouve aussi 

l’influence de ce paramètre sur l’accumulation cellulaire [13], ainsi que sur la 

localisation sub-cellulaire [17].  De plus, ces différences dans les mécanismes 

d’internalisation et la capacité d’internalisation jouent un rôle dans la cytotoxicité 

[18], [19]. [12] 

I.A.2.b) Morphologie / Rapport d’aspect  

Nous venons de voir que la taille impacte de nombreux aspects des 

comportements biologiques en synergie avec d’autres paramètres. Le second 

paramètre majeur considéré ici est la forme. 

Les nanoparticules peuvent avoir des morphologies variées (Figure 5) : sphère, 

triangle, cube, polyédre avec des facettes, cylindre plein (bâton) ou creux (tube), 

aiguille, bipyramide, étoile, disque… [20]. Toutes ces formes sont développées pour 

Figure 5 :  variété en forme des nanoparticules. 0D : isotrope. Extrait de Wu et al. 2016 

Figure 4 : Relation entre la taille de nanoparticules (or et quantum dots) et le 

temps de circulation. La longueur des lignes représentant le coating de PEG 
est proportionnelle à la taille du PEG. D’une manière générale, les plus grosses 
particules ont un temps de circulation plus court, indépendamment de la taille 

du PEG. Extrait de [11].  
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optimiser les propriétés et envisager des applications nouvelles impliquant par 

exemple des auto-assemblages et des couplages de fonctionnalités [11], [21]. 

Ces formes résultent en général des différences d’énergie de surface et des 

différences de réactivité (Figure 6, extraite de [22]). Ces dernières sont dues 

principalement au nombre et au type de sites de basse coordination (arêtes, coins, 

terrasses, défauts).  

Les propriétés physiques et 

chimiques dépendent de la forme des 

nanoparticules. C’est par exemple le cas 

pour les propriétés optiques (résonance 

plasmon de surface) des nanoparticules 

métalliques [23] mais également pour les 

propriétés thermiques.  L’hyperthermie est 

doublement impactée par la forme car 

après internalisation, l’arrangement inter 

nanoparticulaire affecte lui aussi la 

réponse thermique [24].  

La forme influence de même les 

interactions nanoparticules – media 

biologiques et donc leur mobilité. 

Il est donc établi que certaines 

propriétés biologiques sont impactées. 

Selon les cas, la forme accroit ou non la toxicité des nanoparticules, le temps de 

circulation, la biodistribution, l’internalisation cellulaire et le temps de rétention dans 

les cellules, ou encore la capacité de pénétration dans les tissus [25]. Par exemple, la 

capacité de pénétration de la membrane cellulaire par une particule peut être liée à 

la courbure locale de la particule au point de contact [11]. 

Tirer des tendances générales sur la forme est hasardeux dans la mesure où 

actuellement des contradictions sont observées selon les cas [25.] 

En plus des paramètres précédents, les 

nanosystèmes sont fréquemment composés de plusieurs 

matériaux afin d’améliorer leurs propriétés ou de combiner 

plusieurs propriétés.  C’est le cas par exemple des 

structures cœur-coquille qui permettent entre autre, 

d’outrepasser les problèmes de cytotoxicité de certaines 

NPs métalliques en les encapsulant dans des structures 

mésoporeuses. Des nanoparticules de type « Janus » 

composées de plusieurs phases de différents matériaux 

peuvent également être synthétisées (Figure 7) [26]. 

Pour cette étude, située dans un contexte 

fondamental, nous travaillerons sur le modèle le plus 

simple : la sphère. 

Figure 6 : Illustration des variations d’énergies sur les 
sites de basses coordinations : exemples des énergies 
de liaison et de cohésion du CO sur des nanoparticules 
d’Au cubique (A-E), icosaédrique (C-F)  et 

cuboctaèdrique (D-G), calculées par DFT. Extrait de 

[20] . 

Figure 7 : diversité des 
nanoparticules Janus, extrait de 

[24]. 
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I.A.3. Chimie de surface 

Le dernier point principal de l’identité d’une nanoparticule est sa chimie de 

surface. Lorsque les nanoparticules concernées sont dispersées en suspension, on 

parle de colloïdes.  

I.A.3.a) Stabilité colloïdale 

La stabilité colloïdale des 

nanoparticules est un aspect majeur qui 

conditionne leur utilisation dans des 

milieux biologiques. Leur surface étant très 

réactive, les nanoparticules tendent à 

diminuer leur énergie de surface en se liant 

de manière covalente les unes aux autres 

pour former des agrégats (Figure 8). En 

plus de potentiel impacts toxicologiques, 

cette agrégation détériore les propriétés 

physico-chimiques des suspensions et par conséquent leur efficacité biologique. Elle 

n’est donc pas souhaitée. Les principales forces mises en jeu sont les forces 

électrostatiques, de Van der Walls, de répulsion stérique et de déplétion.  Par ailleurs 

la sédimentation, équilibre entre la force de la gravité, du mouvement brownien et 

des interactions hydrodynamiques [27], est directement liée à cette agrégation. 

Nombres de paramètres comme la taille, la morphologie ou la composition 

chimique du cœur de la nanoparticule influent sur cette stabilité [28]. Cependant, la 

chimie de surface en est le principal acteur et intervient pour parer, corriger et 

optimiser un manque de stabilité. C’est la raison pour laquelle ce point est abordé 

dans cette sous-section chimie de surface. Le premier critère que doit remplir une 

fonctionnalisation correcte est de résulter en une suspension stable. La stabilité 

nécessite d’être à la fois temporelle et résistante même après changement 

d’environnement notamment après introduction dans des milieux biologiques plus 

ou moins complexes, à pH 7,3 - 7,4 et avec une force ionique de 150 mM, à 37°C.  

I.A.3.b) Fonctionnalisations 

i. Stabilisation 

L’origine de la stabilisation peut être électrostatique ou stérique. Une 

stabilisation électrostatique s’effectue à l’aide de l’adsorption ou du greffage de 

molécules chargées sur la surface en augmentant l’efficacité de la répulsion 

électrostatique de la double couche d’ions [29]. Une stabilisation par répulsion 

stérique implique des polymères ou autres grosses molécules organiques en 

empêchant les particules d’interagir entre elles. Certaines fonctionnalisations 

exploitent ces deux aspects. Dans ce cas, on parle parfois de répulsion électrostérique 

[30]. 

ii. Biocompatibilité 

En plus de cette fonction de stabilisation, les fonctionnalisations ont pour 

objectifs d’améliorer la biocompatibilité des nanoparticules en masquant leur surface 

inorganique, très réactive notamment pour les nanoparticules métalliques, au milieu 

biologique [31]. Elles permettent par ailleurs d’ajuster en particulier la charge de 

surface, qui influence la compatibilité via par exemple son impact sur l’adsorption de 

Figure 8 : illustration de l’instabilité d’une suspension 
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protéines plasmatiques, les interactions cellulaires et la stabilité, ou encore la 

stimulation des cellules immunitaires [32]. Le caractère hydrophobe a lui aussi son 

importance : une surface hydrophile serait moins toxique [33]. Ce point de 

biocompatibilité est repris dans la partie II.B, il dépend grandement des séquences 

biologiques déclenchées par les interactions avec l’environnement, notamment des 

interactions particules-protéines. 

iii. Théranostique 

Les molécules greffées peuvent avoir une fonctionnalité spécifique. La première 

est d’augmenter le temps de circulation. On parle alors de capacité de furtivité (stealth 

capacity en anglais). C’est le cas des coatings polymériques [comme le PEG : 

Polyéthylène Glycol, POx : Poly(2-Oxazoline), ou les poly-zwitterioniques] ou de 

certaines molécules biologiques comme le CD47 (Cluster de Différentiation 47, 

protéine transmembranaire aux propriétés anti-phagocytaire) [34]. Une seconde 

fonctionnalité possible est la thérapie immédiate. Certaines nanoparticules sont 

synthétisées uniquement dans le but de délivrer un médicament. Celui-ci est 

directement adsorbé de manière non covalente à la surface ou réticulé via une autre 

molécule. C’est par exemple le cas du dextran [35]. D’autres fonctionnalités peuvent 

être mises en place comme l’imagerie, le ciblage actif, la biocatalyse, le suivi cellulaire 

etc, via le greffage de ligands spécifiques : molécules fluorescentes, oligonucléotides, 

anticorps, peptides, marqueurs tumoraux, enzymes… [36], [37].  

Enfin, on peut souligner que certaines fonctionnalisations sont spécifiquement 

élaborées pour leurs propriétés réactives à l’environnement (« environnent-

responsive »). Cela signifie que leurs propriétés physico-chimiques évoluent suite à 

l’exposition à un stimuli externe (température, pH, force ionique, etc) favorisant par 

exemple la délivrance d’un traitement [38]. 

L’ingénierie de cette surface aboutit souvent au greffage ou à l’adsorption de 

différentes molécules/agents résultant en une nanoparticule dite multifonctionnelle 

[39]. 

iv. Stratégies 

Les fonctionnalisations s’effectuent par différentes conjugaisons.  

Les liaisons covalentes particule-molécule, ou greffages, sont les plus stables 

et constituent donc l’outil le plus exploité pour les nanoparticules de certains 

matériaux. C’est le cas de la liaison Au-S utilisée pour la fonctionnalisation de 

nanoparticules d’or par des molécules portant des groupements thiols [40]. Dans le 

cas de molécules biologiques, un agent de couplage peut être nécessaire afin d’éviter 

l’altération des fonctions des molécules en question qui ne présentent pas de 

fonctions directement liantes aux particules [36]. 

Les conjugaisons peuvent aussi être de nature non covalentes : interactions 

électrostatiques, interactions π-π ou encore liaisons hydrogènes [41]. 

Un coating amorphe peut aussi être ajouté : c’est le cas classique de la 

synthèse d’une couche de silice directement sur la surface des nanoparticules, par 

exemple sur nanoparticules magnétiques [42]. Dans le même esprit de synthèse 

directe en surface, une croissance épitaxiale peut être effectuée. Cette étape résulte 

en des systèmes hybrides et rejoint finalement la partie I.A.2.b). 
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I.A.3.c) Conclusion sur la chimie de surface 

Les molécules greffées ou adhérées à la surface des nanoparticules sont variées 

(Figure 9). La chimie de surface impacte les nanoparticules à travers la modification 

de leurs charge, taille hydrodynamique, hydrophobicité, réactivité avec la présence 

ou non de groupements particuliers. C’est donc l’un des acteurs principaux des 

phénomènes se produisant à l’interface nanoparticule-milieu biologique. Elle impacte 

aussi significativement les comportements biologiques, notamment la toxicité, la 

quantité absorbée par les cellules et la voie d’internalisation (et donc aussi la 

cinétique) [43], [44]. Elle doit donc être maîtrisée et caractérisée, la réponse biologique 

étant impactée par chaque paramètre de ce coating, jusqu’à la densité du ligand 

choisi [45]. 

  

I.A.4. Conclusion sur les nanoparticules développées à des fins 

biomédicales 

 L’élaboration de nanoparticules destinées à une application biomédicale 

comprend la synthèse des particules, le passage en milieu aqueux si besoin, et la (ou 

les) fonctionnalisations. Ce premier point illustre la multiformité des nanoparticules 

et la richesse des possibilités de chimie de surface. Il en résulte que le nombre de 

systèmes différents est très important. Ainsi, pour l’étude des interactions 

nanoparticules-protéines, un premier choix doit être fait au niveau des objets étudiés. 

C’est pourquoi, avant d’aborder l’aspect biologique, la prochaine section justifie et 

approfondie les systèmes choisis

Figure 9 : différents type de fonctionnalisations de nanoparticules.  
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I.B. Positions de l’étude : choix des modèles 

La Figure 10 présente les pourcentages de publications, articles de revue 

compris, s’intéressant à un type de nanoparticules donné en fonction du ou des 

matériaux inorganiques composant les nanoparticules. Ils ont été obtenus en 

recherchant « nanoparticles bioapplication » dans la base de données de Google 

Scholar. Il est à noter que dans nombre de nanosystèmes, les matériaux sont couplés 

(structures core-shell, NPs de Janus, bimétallique). L’étude est faite sur les 300 

premières publications du moteur de recherche correspondant, datant des années 

>2000. 

Elle illustre de manière éloquente la prédominance des nanoparticules 

d’oxydes de fer, des lanthanides, de la silice et des métaux or et argent représentant 

les trois quarts des publications. 

 Dans notre étude, nous avons souhaité nous intéresser à des nanoparticules 

communément utilisées. Nous avons écarté les lanthanides qui n’ont pas été jusqu’à 

présent beaucoup étudié dans l’équipe ou au laboratoire. La mise au point de leur 

synthèse présentait un risque un peu plus grand et qui n’était pas justifié par les 

objectifs de cette thèse. Notre choix de nanoparticules s’est donc finalement porté sur 

l’oxyde de fer, l’or et, dans une moindre mesure, la silice (séparément).  

I.B.1. Nanoparticules d’oxyde de fer 

Les nanoparticules d’oxyde de fer sont les plus étudiées des nanoparticules 

destinées à des fins biomédicales. L’engouement est dû à leurs propriétés chimiques 

et physiques particulières qui seront décrites dans la suite, leur faible coût de 

synthèse et leur compatibilité biologique aisément accessible via des 

fonctionnalisations [46], [47]. 

I.B.1.a) Structure : 

Les propriétés des oxydes de fer sont les conséquences directes de 

l’agencement particulier des atomes et de la composition chimique [48]. Ces oxydes 

existent avec différents niveaux d’oxydation : II (FeO), III (α-Fe2O3, γ-Fe2O3), II et III 

(Fe3O4). Les nanoparticules superparamagnétiques utilisées dans le cadre biomédical 

concernent en particulier la magnétite Fe3O4, la maghémite γ-Fe2O3 et l’hématite α-

Fe2O3, formes oxydées de la magnétite (équation ci-dessous).  

4 Fe3O4 + O2 →  6 γ-Fe2O3 → 6 α-Fe2O3 

Figure 10 : pourcentages de publications en fonction du type du(des) matériau(x) étudié(s) (mai 2023). 
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i. Magnétite :  

La magnétite possède une structure spinelle inverse. 

La structure spinelle, AB2O4, est constituée d’un empilement de 8 sous-unités 

cubique face centré (cfc) d’ions O2- (= 32 O) dont les sites interstitiels, reliés entre eux 

par leurs arêtes, sont occupés partiellement par des cations A2+ et B3+. La structure 

cfc présente 4 sites octaédriques et 8 sites tétraédriques. Dans la spinelle, 1/2 des 

32 sites octaédriques sont occupés par des cations B3+, et 1/8 des 64 sites 

tétraédriques sont occupés par des cations A2+. On a donc 32 O, 8 A et 16 B. Dans le 

cas d’un spinelle dite inverse comme la magnétite, les cations A2+ occupent les sites 

octaédriques et non tétraédriques : 1/4 des sites octaédriques sont occupés par B3+, 

1/4 des sites octaédriques sont occupés par A2+, et 1/8 des sites tétraédriques sont 

occupés par B3+.  

La spinelle inverse Fe3O4 s’écrit donc :  

[𝐹𝑒3+]8
𝑡𝑒𝑡[𝐹𝑒3+𝐹𝑒2+]8

𝑜𝑐𝑡𝑂32   ou   [𝐹𝑒3+]𝑡𝑒𝑡[𝐹𝑒3+𝐹𝑒2+]𝑜𝑐𝑡𝑂4 

Les propriétés ferrimagnétiques s’expliquent par l’orientation des spins. Les 

orbitales 3d sont partiellement remplies avec 4 et 5 électrons célibataires pour Fe2+ 

et Fe3+. Seuls les électrons non appariés des ions Fe2+ sont responsables du 

magnétisme du matériau (Figure 11).[49] 

Figure 11 : structure de la magnétite (a),  extrait de la thèse d’A. Lak [48]  (b)(c) répartition 
des électrons des orbitales 3d dans les différents sites. Les spins globaux des Fe3+ des sites 

octaédriques et tétraédriques s’annulent. L’électron en rouge, dont la direction du spin est 

opposée à celle des autres, peut passer de site octaédrique en site octaédrique. 
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v.  Maghémite 

Sa structure provient de l’oxydation de la spinelle 

inverse de la magnétite. Sa particularité est que Fe 

n’existe que sous la forme du cation Fe3+, les Fe2+ 

ayant été oxydés. Elle se caractérise par l’existence 

de lacunes réparties dans les sites octaédriques 

(Figure 12, extraite de [50]) :  

[𝐹𝑒3+]𝑡𝑒𝑡[𝐹𝑒3+Ø]𝑜𝑐𝑡𝑂3 

La répartition de ces cations varie. Ainsi, la 

maghémite, notée γ-Fe2O3, existe sous plusieurs 

formes en fonction de la répartition des lacunes, 

aléatoire ou non [50].  Enfin, il est à noter que 

l’oxydation peut être partielle. 

vi. Conclusion 

Cette différence de structure cristalline impacte notamment les propriétés 

magnétiques des nanoparticules. La magnétite possède une magnétisation de 

saturation à température ambiante et une susceptibilité magnétique plus haute  ce 

qui la rend plus appropriée pour les applications biologiques [51]. Cependant la 

magnétite s’oxyde facilement [4]. Un coating adéquat permet de limiter cette 

oxydation [52]. 

Afin de s’affranchir de ces problèmes d’oxydation partielle, nous avons choisi 

pour notre étude la maghémite. 

I.B.1.b) Propriétés 

i. Superparamagnétisme  

La taille des cristallites des oxydes de fer nanométriques (< 20 nm) induit un 

changement des propriétés magnétiques par rapport au matériau massif 

ferrimagnétique ou ferromagnétique. Chaque particule contient un seul domaine de 

Weiss dans lequel tous les moments magnétiques sont alignés car la création d’une 

paroi est trop coûteuse en énergie [53]. Ceci induit le superparamagnétisme : 

l’aimantation peut se renverser spontanément sous l’effet de la température. Le temps 

moyen entre deux renversements se nomme le temps de relaxation de Néel ΤN. En 

l’absence de champ magnétique extérieur, et au temps t > ΤN, l’aimantation apparaît 

nulle : c’est l’état superparamagnétique. A la différence d’un matériau 

paramagnétique, il n’existe pas de température de Curie, température à laquelle 

l’aimantation permanente disparait. L’application d’un champ extérieur peut orienter 

l’aimantation des nano-objets superparamagnétiques présentant l’avantage d’être 

dépourvu d’aimantation rémanente en l’absence de champ extérieur, d’avoir une plus 

basse saturation magnétique et une plus grande susceptibilité magnétique comparé 

au matériau massif paramagnétique [54]. On parlera donc dans la suite de 

SPIONs pour SuperParamagnetic Iron Oxide Nanoparticles. 

ii. Propriétés biologiques 

Les propriétés biologiques telles la toxicité, la clearance (la vitesse et la voie 

d’élimination des nanoparticules), la biodistribution ou l’internalisation cellulaire 

dépendent notamment, comme nous l’avons vu plus haut, de la taille des 

Figure 12 : Structure de la maghémite.  
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nanoparticules et de leur chimie de surface. La fonctionnalisation de surface permet 

d’obtenir des SPIONs biocompatibles et une stabilité colloïdale satisfaisante [55], [56]. 

Certains médicaments sont plus performants lorsqu’ils sont conjugués à ces 

particules, qui augmentent par exemple leur solubilité ou leur temps de circulation, 

ou impactent leur toxicité [57]. 

I.B.1.c) Applications biomédicales des SPIONs 

Les SPIONs sont des systèmes développés à des fins théranostiques. Ils sont 

parmi les rares nanomédicaments circulant sur le marché européen avec un coating 

de dextrane (CosmoFer, INFeD, Ferrisat) et sont prescrits pour le traitement de 

l’anémie [58]. Ces nanoparticules trouvent d’autres applications cliniques hormis la 

forme médicamenteuse, comme agent de contraste en IRM par exemple (Resovist®, 

Endorem®…)[59].  

Les propriétés magnétiques des SPIONs sont utilisées en IRM (Imagerie par 

Résonance Magnétique) pour le diagnostic, et dans les traitements anti-cancéreux 

par hyperthermie [60], [61] . Les travaux d’Espinosa et al [62] mettent en valeur les 

atouts de ces NPs en couplant leurs capacités photothermiques et magnétiques : en 

envoyant à la fois un champ magnétique et un laser IR sur les NPs, les résultats de 

thérapies anti-cancéreuses in vivo sont indéniablement améliorés, et ce à faible dose 

de NPs. 

Ce sont également des agents de délivrance de médicaments via leurs 

propriétés magnétiques avec l’application d’un champ externe ou à l’aide d’un 

greffage spécifique qui guide les NPs vers un site cible afin d’optimiser la délivrance 

d’un traitement. Un tel ciblage est appelé « actif ». Le ciblage dit « passif » est 

aussi possible : il s’agit de l’accumulation dans les tumeurs de nanoparticules due à 

l’effet EPR (Enhanced Permeability and Rentention effect) [59]. Un autre type de 

délivrance est la magnétofection (= transfection magnétique ; délivrance d’acides 

nucléiques) [63].  

Les SPIONs sont aussi utilisés pour la réparation tissulaire, la thérapie par 

ablation thermique, la séparation magnétique (de cellules ou molécules), ou encore 

la thérapie par chélation [36], [61]. 

Leur taille peut varier de quelques nm à plusieurs dizaines de nm en fonction 

des applications souhaitées. La gamme des nanoparticules développées pour les 

traitements anticancéreux va de 5 à 100 nm. C’est celle que nous visons.  

I.B.2. Nanoparticules d’or 

I.B.2.a) Généralités  

 Les nanoparticules d’or sont des objets à intérêt multidisciplinaires : leurs 

applications se retrouvent dans les domaines de l’optique, des capteurs, de l’énergie, 

en catalyse, en électronique ou encore en médecine [64][65].  
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L’or cristallise selon une structure cubique face centrée. Les nanoparticules 

d’or ont la particularité de pouvoir être facilement synthétisées sous diverses formes, 

tailles et structures (Figure 13), allant jusqu’à la maîtrise de particules possédant un 

nombre déterminé d’atomes d’or dans le cas des clusters (agrégats) Au20, Au55, etc 

[66].  

L’or ne s’oxyde pas [67] et présente l’avantage d’être biocompatible et stable 

chimiquement excepté dans le cas des très petites NPs (<5 nm [68]).[69] 

Enfin, les nanoparticules d’or sont aussi facilement fonctionnalisables, en 

particulier avec des molécules thiolées, en raison de l’affinité et de la robustesse de 

la liaison Au-S [70].  

I.B.2.b) Résonance plasmon de surface localisée 

La principaple caractéristique des nanoparticules d’or est l’existence de la 

résonance plasmon de surface localisée (LSPR) : lorsqu’un champ électromagnétique 

illumine une nanoparticule métallique dont les dimensions sont inférieures à la 

longueur d’onde de la lumière incidente, les électrons libres oscillent collectivement. 

Lorsque cette oscillation collective est en résonance avec la fréquence de l’onde 

incidente, une forte extinction se produit due à l’absorption et la diffusion de l’onde 

Figure 14 : schéma de la résonance plasmon de surface. 

Figure 13 : diversité des morphologies des nanoparticules d’or : clichés TEM. Echelles de 

100 nm. Extrait de [67]. 



Positions de l’étude : choix des modèles 

17 
 

incidente. Ceci correspond à la résonance plasmon de surface localisée (LSPR), 

illustrée Figure 14 [71]. 

La position et la largeur de cette bande de résonance sur le spectre d’extinction 

sont déterminées par la taille et la forme des nanoparticules (exemples en Figure 15), 

l’environnement dans lequel elles se trouvent, ainsi que leur état d’agrégation. Le 

spectre d’extinction permet de revenir à la taille et à la concentration des NPs, nous 

le verrons au chapitre 2. La fenêtre biologique qui correspond au domaine de 

longueur d’onde pour lequel la longueur de pénétration de la lumière dans les tissus 

est maximale est comprise entre 650 et 900 nm. Il est utile de placer la LSPR dans 

cette fenêtre en adaptant la morphologie des particules ou en élaborant des 

structures cœur-coquille [72], [73]. 

La résonance plasmon de surface localisée donne aux nanoparticules d’or des 

propriétés thermiques. Après l’absorption optique correspondante, les électrons 

oscillants transfèrent leur énergie cinétique au réseau cristallin de la particule via 

des interactions électron-phonon. Ensuite la chaleur emmagasinée est transmise à 

l’environnement via des interactions phonons-phonon.  

Par ailleurs, les nanoparticules d’or de quelques nanomètres voient une 

nouvelle propriété apparaître. Le mécanisme sous-jacent est celui du confinement 

quantique et se manifeste essentiellement dans des clusters de moins de 1000 

atomes environ : le nombre d’électrons libres étant largement réduit, la bande 

continue classique des métaux est rompue et les électrons se retrouvent sur des états 

d’énergies discrets quantifiés. Suite à une exposition lumineuse, les électrons 

s’excitent vers des états d’énergies plus élevés, puis se désexcitent en émettant de la 

lumière. Les nanoparticules d’or sont donc luminescentes. Cette luminescence 

Figure 15 : Impact de la taille et de la forme des nanoparticules d’or sur la position de la résonance 
plasmon : clichés TEM des NPs et spectres UV-visibles correspondants. Echelles de 100 nm. Extrait 

de [67]. 
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concerne les objets d’une taille inférieure à 2.2 nm qui est d’un ordre de grandeur 

inférieur à ceux qui vont être synthétisés dans cette thèse [74]. 

I.B.2.c) Applications biomédicales des AuNPs 

Les propriétés mentionnées ci-dessus permettent l’utilisation des 

nanoparticules dans divers domaines biomédicaux. Elles sont souvent des agents 

doubles, couplant imagerie et thérapie [73]. 

Tout d’abord, elles sont utilisées en imagerie i) après greffage de molécules 

fluorophores, ii) en utilisant leur résonance plasmon ou encore iii) par leur 

luminescence intrinsèque. La publication de Wu et al  [75] revoit en détail les 

différents modes d’exploitation des NPs d’or en imagerie et l’avantage de la LSPR : 

l’imagerie «directe » (microscopie à contraste interférentiel différentiel, microscopie en 

champ sombre…), le monitoring via l’effet SERS (Surface-Enhanced Raman 

Spectroscopy) et l’imagerie de fluorescence. On retrouve aussi des greffages d’agent 

de contraste comme le gadolinium permettant des applications en IRM (Imagerie par 

Résonance Magnétique)  [76]. Dans certains cas, les nanoparticules d’or sont utilisées 

en imagerie dite multimodale, où différentes propriétés sont exploitées et les 

techniques croisées.  

Les applications en thérapie concernent notamment les propriétés anti-

cancéreuses. Les propriétés thermiques dues à la LSPR permettent des applications 

utilisant l’hyperthermie [77]. Le numéro atomique de l’or (79) et sa forte absorption 

des rayons X sont d’intérêt pour des applications en radiothérapie [78]. Les 

nanoparticules d’or sont aussi utilisées en thérapie photodynamique [79].  

Enfin, la délivrance de médicament est aussi possible. Leurs propriétés 

optiques permettent une libération photo-régulée des substances actives [80].   

I.B.3. Fonctionnalisations de surface 

Le choix des molécules a été guidé 

par la possibilité de fonctionnaliser 

toutes les différentes nanoparticules 

choisies précédemment afin de 

permettre des comparaisons et de 

pouvoir distinguer l’influence des cœurs 

et celle des fonctionnalisations. La 

Figure 16, extraite de la publication 

d’Hajipour et al. [81],    illustre les 

différents coatings utilisés dans les 

publications étudiant la couronne 

protéique. La grande majorité concerne 

des NPs qui n’ont pas de coating ou 

celui-ci n’est pas déclaré. Les polymères 

(PEG PolyEthylèneGlycol, PVA PolyVinyl Alcool, PVP PolyVinylPyrrolidone) sont les 

coatings les plus étudiés. 

Les molécules de fonctionnalisations retenues sont le PEG, le PVA, le citrate 
et le glutathion pour les raisons précisées ci-dessous. 

 
Le polyéthylène glycol (PEG) est la molécule standard de fonctionnalisation de 

nanoparticules (Figure 16). Soluble dans l’eau, flexible, de longueur de chaîne 

Figure 16 : fonctionnalisation de surface : pourcentage des 

publications de nanoparticules traitant directement ou 
indirectement de la couronne protéique. ND = non informé. 

Etude extraite de [78], sur 1700 publications. 
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variable et avec des groupements fonctionnels variés en terminaison de chaîne 

(Figure 17), elle permet une stabilisation stérique et/ou électrostatique selon le choix 

des groupements terminaux de la molécule. Les principales propriétés d’un coating 

de PEG sont la stabilité colloïdale qu’il apporte, sa biocompatilibité et la capacité à 

augmenter le temps de circulation des NPs [82]. 

Le PEG est déjà utilisé sur certains médicaments commercialisés, comme la 

doxorubicine, traitement anti-cancéreux (ou DOXIL aux Etats-Unis)[83] ou le 

macrogol comme laxatif. Des fonctionnalisations avec du PEG-SH de poids 

moléculaire 2000 g/mol sous forme solide (CAS 134874-49-0) et 350 g/mol (CAS 

651042-82-9) ont été effectuées afin d’obtenir des nanoparticules d’oxyde de fer avec 

la même molécule en surface que celle sur les nanoparticules d’or. 

 

Le polyvinyl alcool (PVA) est un autre 

polymère linéaire biocompatible, inerte et 

stable utilisé pour le coating de 

nanoparticules. Contrairement au PEG, il 

n’existe pas l’heure actuelle pas de nano-

médicament comprenant du PVA. Cependant, 

le nombre d’essai in vitro les étudiant est en 

augmentation [84]. 

 Le citrate est de même largement utilisée 

dans les synthèses de NPs, occupant à la fois le 

rôle d’agent stabilisateur et celui de réducteur. 

Cette molécule est par ailleurs naturellement 

présente dans le corps humain (produit du 

cycle de Krebs). 

Le glutathion est un tri-peptide (Glu-

Cys-Gly) naturellement présent dans 

l’organisme, notamment au niveau intra-

cellulaire, possédant des propriétés 

antioxydantes et détoxifiantes [85]. Cette 

molécule peut, tout comme le citrate, servir 

d’agent réducteur et d’agent stabilisant 

dans les synthèses de NPs et est soluble 

dans l’eau. 

 

I.C. Conclusion partielle 

Dans cette première partie a été illustrée la variété des NPs. Les choix des 

systèmes étudiés ont été explicités à la fois pour la composition des nanoparticules 

et pour les coatings. Les choix que nous avons retenu sont les nanoparticules d’oxyde 

de fer, d’or et de silice. Les molécules de fonctionnalisations sont les polymères (PEG 

et PVA), le citrate et le glutathion. La synergie des différents paramètres dans l’impact 

sur les comportements biologiques a été soulignée. Les conclusions des études de 

l’impact des différents paramètres peuvent varier en fonction des méthodes de 

caractérisation ou des traitements utilisés. Une explication possible, et l’autre aspect 

majeur à prendre en compte dans de telles études, est la formation d’une couronne 

protéique, intermédiaire entre les nanoparticules et l’environnement biologique. [86] 

Figure 18 : formule semi-développée du citrate 

Figure 19 : formule semi-développée du GSH 

Figure 17 : formules semi-développées du PEG 

(gauche) et du PVA (droite). 
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II. La couronne protéique (PC) : un défi pour les 

nanoparticules à visées biomédicales 

Les nanoparticules sont généralement injectées directement dans le sang. Un 

problème se pose : avant d’atteindre leur site cible, elles interagissent tout d’abord 

avec les molécules de l’environnement dans lequel elles sont injectées. Le sang est un 

milieu complexe composé de cellules (globules blancs et rouges) et de plaquettes 

baignant dans le plasma. Ce dernier contient divers solutés : sels, hormones, lipides, 

sucres, acides aminés et, en particulier, des protéines. Celles-ci, en majorité, vont 

interagir avec les nanoparticules pour former la couronne protéique (ou protein 

corona en anglais : PC) [1], [87]. Cette dernière fait partie intégrante de l’identité 

biologique du système, change les propriétés biophysiques des particules initiales, et 

constituent le premier élément avec lequel l’organisme et les cellules vont interagir. 

II.A. Mécanismes en jeu à l’interface NPs – milieu biologique 

II.A.1. Formation et évolution 

II.A.1.a) Interactions nanoparticules-protéines : généralités 

Les nanoparticules sont des objets réactifs qui tendent à réduire leur énergie de 

surface très élevée [88], [89]. A l’interface nanomatériau-milieu biologique, les 

interactions mises en jeu sont multiples : électrostatiques, stériques, 

hydrodynamiques, électrodynamiques, de solvatation, de déplétion … [90].  

Ces interactions sont déterminées par la nanoparticule et sa fonctionnalisation. 

Elles sont influencées par les paramètres intrinsèques aux nanoparticules (taille, 

forme, rugosité, charge, chimie de surface : charge, densité, groupements 

fonctionnels, hydrophobicité), par les paramètres de l’environnement dans lequel 

elles sont introduites et de leur temps d’exposition [91]. Les principaux paramètres 

(taille, charge, chimie de surface, rugosité) sont étudiés dans la revue insérée plus 

bas (II.B). La formation et la composition de la couronne protéique sont donc propres 

à chaque type de nanoparticule.  
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II.A.1.b) Un phénomène dynamique 

La formation de la couronne 

protéique à la surface des NPs est un 

phénomène dynamique. La couronne 

évolue dans le temps, en fonction 

notamment des constantes 

d’association et de dissociations des 

protéines, et du milieu dans lequel se 

trouve les NPs. Pour ces raisons, les 

protéines peuvent être présentes en 

proportions différentes dans la 

couronne protéique [1].   

Cependant, ces constantes seules 

ne suffisent pas à prédire ces 

interactions. Il faut aussi prendre en 

compte les effets compétitifs et 

coopératifs entre les protéines [92]. Le 

comportement compétitif d’adsorption 

peut être nommé l’effet Vroman [93]. Il 

décrit la redistribution des protéines 

en fonction de leurs affinités respectives avec la surface des nanoparticules. Il est 

illustré en Figure 20, extraite de Felgueiras et al. [94], et repose sur l’hypothèse que 

l’identité des protéines adsorbées à la surface d’un matériau peut changer avec le 

temps, mais que leur nombre est plus ou moins stable.  Les protéines présentes dans 

les premiers instants sont déplacées et remplacées par des protéines moins mobiles 

mais présentant une plus grande affinité électrique et biochimique.  

Ainsi, dans un premier temps les protéines les plus abondantes (telles que 

l’albumine, fibrinogène, apolipoprotéines) avec des hautes constantes d’adsorption et 

de diffusion s’adsorbent puis sont remplacées par des protéines moins abondantes 

mais possédant une plus forte affinité pour la nanoparticule en question. 

II.A.1.c) « Hard » et « soft » corona 

La couronne peut être constituée de plusieurs « couches » [91], [95]. La 

première, appelée « hard corona » (HC), est formée de protéines fortement liées 

possédant une haute affinité avec la surface. Elle se forme et se stabilise rapidement 

[96]. La seconde, plus externe, dite la « soft corona » (SC), est formée de protéines 

faiblement liées aux autres protéines. Les interactions protéines-protéines sont donc 

aussi présentes et non négligeables. De par la force de ses liaisons, des échanges 

dynamiques avec le milieu et donc de sa courte durée de vie [95], la SC est plus 

difficile à analyser. En outre, les méthodes d’isolation des couronnes (comme 

discutées en II.B) amène toujours des discussions sur la séparation ou non des HC 

et SC. Leurs différences sont résumées en Figure 21 extraite de [97].  

Figure 20 : représentation de l’effet Vroman : une protéine 
A possédant une meilleure affinité avec la surface arrive 
sur cette dernière, déplaçant la protéine B. La protéine A, 
en plus d’avoir une plus grande affinité, est généralement 

plus grosse et flexible :  elle adhère beaucoup plus à la 

surface. Extrait de [82]. 
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II.A.2. Interactions entre nanoparticules et protéines : 

impacts sur la structure des protéines et conséquences  

Les interactions nanoparticule-protéine peuvent engendrer des changements de 

conformation des protéines allant parfois jusqu’à une altération de la structure 

secondaire [98], ce qui influence drastiquement les fonctions biologiques de ces 

protéines (comme la perte d’une fonction enzymatique par exemple [99]). Suite à 

l’adsorption, nombre de protéines sont dénaturées de manière réversible ou non. Les 

mécanismes à l’origine de ces changements de conformation font toujours l’objet de 

recherches. Ils peuvent par exemple être liés à une libération d’énergie libre via une 

reconstruction de surface (Figure 22)[90].  

 Les changements de structure des protéines peuvent aussi exposer des parties 

initialement masquées : les épitopes cryptiques [100]. Un épitope, aussi appelé 

déterminant antigénique, est le site de liaison d’un antigène avec un anticorps. Les 

épitopes cryptiques sont inaccessibles au système immunitaire en raison de leur 

localisation dans la structure native des protéines. Une révélation de ceux-ci peut 

engendrer des réponses immunitaires, voire des maladies auto-immunes [101].  

Les nanoparticules, quant à elles, peuvent être sujettes à plusieurs phénomènes 

suite à ces interactions. Outre une reconstruction de surface, une dissolution 

accélérée peut être observée notamment dans le cas des oxydes [90], [102]. 

L’adsorption de protéines peut aussi impacter la stabilité colloïdale des 

nanoparticules et induire leur agrégation [103]. 

 

Figure 21 : Interactions nanoparticules – milieu biologique : hard & soft corona. Extrait de [84]. 
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 Ces mécanismes, résumés en Figure 22 extraite de [90], ont des conséquences 

directes sur l’état physico-chimique des nanoparticules et des protéines, et sont donc 

en partie responsables de la formation et de la composition  de la couronne protéique.  

 

II.B. Impact de la couronne protéique sur les comportements 

biologiques des NPs 

Par l’ensemble des mécanismes mentionnés précédemment et de la nouvelle 

identité acquise avec les protéines, la couronne protéique impacte les comportements 

biologiques des NPs comme leur biodistribution et leur internalisation, et influence 

donc leur efficacité et leur toxicité. Ces effets sont, à l’heure actuelle, plus étudiés in 

vitro qu’in vivo.  

Cette partie de bibliographie fait l’objet d’une review publiée en 2021 dans 

Nanoscale Advances, en collaboration avec Dr. Nimisha Singh [104]. 

Dans un premier temps, les principaux paramètres environnementaux et 

relatifs aux nanoparticules (taille, charge, chimie de surface, rugosité) influençant la 

couronne protéine ont été étudiés.  

Le contrôle de nombre de paramètres in vivo étant impossible, la deuxième 

partie analyse le possible contrôle de la couronne protéique in vivo via des stratégies 

de chimie de surface ou via une pré-fonctionnalisation de la surface par des 

protéines. 

Figure 22 : Impacts potentiels des interactions NPs-protéines sur les protéines. Extrait de [87]. 
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Dans la troisième partie, les paramètres influençant la couronne protéique in 

vivo sont revus, puis l’accent est mis sur le lien entre in vivo et in vitro en mettant en 

évidence son caractère non extrapolable. L’importance et l’intérêt de travailler in vivo 

est mis en avant, et on souligne que lors de la rédaction de cet article (en 2021), pas 

plus d’une vingtaine de publications étudiant la couronne protéique consistait en des 

manipulations in vivo. 

Enfin, la dernière partie présente une analyse approfondie de l’in vitro versus 

l’in vivo, expose les difficultés du domaine et propose quelques pistes à exploiter pour 

les contourner. 
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In vivo protein corona on nanoparticles: does the control of 
all material parameters orient the biological behavior? 

Nimisha Singh, a† Célia Marets, a† Julien Boudon,a Nadine Millot,a Lucien Saviota* and Lionel 

Maurizia* 

Nanomaterials have a huge potential in the research fields from nanomedicine to medical devices. 

However, surface modifications of nanoparticles (NPs) and thus of their physicochemical properties failed 

to predict their biological behavior. This requires investigating the “missing link” at the nano-bio 

interface. Protein corona (PC), the set of proteins binding to the NPs surface, plays a critical role in 

particle recognition by the innate immune system. Still, in vitro incubation offers a limited understanding 

of biological interactions and fails to explain the in vivo fate. To date, several reports explained the impact 

of PC in vitro but its applications in the clinical field have been very limited. Furthermore, PC is often 

considered as a biological barrier reducing the targeting efficiency of nano vehicles. But the protein 

binding can actually be controlled by altering PC both in vitro and in vivo. Analyzing PC in vivo could 

accordingly provide a deep understanding of its biological effect and speed up the transfer to clinical 

applications. 

This review demonstrates the need for clarifications on the effect of PC in vivo and the control of its 

behavior by changing its physicochemical properties. It unfolds the recent in vivo developments to 

understand mechanisms and challenges at the nano-bio interface. Finally, it reports recent advances in 

the in vivo PC to overcome and control the limitations of the in vitro PC by employing PC as a boosting 

resource to prolong the NPs half-life, to improve their formulations and thereby to increase its use for 

biomedical applications.
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Introduction 

The idea of using nanomaterials for diagnoses and treating deadly diseases has driven 

biomedical research for decades. Nanoparticles (NPs) can be used in many biological and medical 

fields as diagnostics probes1–4, drug delivery vectors5,6 or for other therapeutic purposes7–10. In 

all these applications, the surface of NPs have to be functionalized in order to improve stability, 

biocompatibility or targeting efficiency11–13. Surface chemistry is an inherent parameter in the 

set-up of innovative nanohybrids. Small drug molecules often suffer from poor 

pharmacokinetics. They exhibit rapid clearance and fail to reach the targeted sites in vivo. 

Consequently, severe side effects may result from the expected therapeutic benefits. In addition, 

the in vitro efficacy of drugs often translates poorly in a clinical setting14. Using NPs can help 

homogenize and improve the efficacy of therapeutic molecules by increasing their retention, 

circulation times and targeting. Engineering NPs allow optimizing different parameters: charge, 

size, shape and surface chemistry including the nature of the nanoparticle itself (metallic or 

organic) or the molecules used to 

functionalize them (polymers with 

different chemical groups and lengths, 

antibody etc.). These functionalizations 

influence the NPs’ biological behaviors. 

For example, it was reported that the 

surface chemistry of NPs controls their in 

vivo biodistribution due to the type of 

corona formed round them as observed 

after tail vein injection into mice. While 

there are significant differences in the 

behavior depending on the type of NPs, all 

the investigated NPs, with hydrodynamic 

sizes higher than 30 nm, are 

predominantly located in the liver and spleen as reported by Xu et al.15. An important point in 

designing a successful nanomedical tool is to understand the biological interactions with all 

these diverse engineered NPs with optimized size, shapes, charge etc. on the surface. NPs’ 

charges also modify the uptake or the biodistribution of NPs16–19. However, such observations 

are not only the result of NPs charges but also of the interaction occurring at the interface 

between NPs and biological fluids. 

In fact, after introduction into a biological fluid, the surfaces of NPs are immediately surrounded 

by biomolecules such as proteins, lipids, sugars and nucleic acids. It is then difficult to predict 

the nanosystem surfaces once it is exposed to the biological medium as NPs evolve differently in 

biological media. Molecules interact through different forces with NPs (London dispersion forces, 

Coulomb forces, van der Waals forces, hydrogen bonding and hydrophobic effects) causing the 

formation of a corona. Among these biomolecules, proteins turn out to play a significant role in 

the formation of the so-called protein corona (PC) as shown by proteomics studies. This term 

was introduced in 2007 by Cedervall et al.20. In this study, they also introduced the terms “hard 

corona” (HC) and “soft corona” (SC). SC results from proteins involved in temporary low affinity 

Figure 23 : Schematic view of the formation of the hard protein 

corona around a nanoparticle in blood plasma. Adapted from21 

Copyright© (2016) with permission from Elsevier. A) Nanoparticle 

entering into the plasma, B) Smaller proteins adsorb first and some 

are denatured forming a soft corona (SC), and C) Larger proteins 

replacing the smaller ones (Vroman effect) followed by denaturation 
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interactions while HC largely results from permanent high affinity interactions as schematized 

in Figure 121. Proteins having higher affinities and resulting in HC interact first with the NPs 

followed by the ones forming SC. In fact, when interactions are observed as a function of time, 

SC results from short time interactions while HC is made of proteins which bind to the NPs for 

several hours22. Walkey et al.23 suggested that analyzing the HC proteins should be more relevant 

than analyzing the SC proteins to predict the biological responses of NPs. It was indeed reported 

for many nanomaterial systems that the HC contribution dominates the biological responses 

such as, for example, with CdSe/ZnS quantum dots in human blood serum24 or with the analysis 

of hemolysis using graphene oxide functionalized with D-mannose25. HC is now considered to 

be the most important corona to analyze26. As a result, it is often confused with the classical PC. 

Therefore, in all the studies summarized in this review and the literature, PC refers mostly to 

HC. For ease of understanding, the different forms of corona mentioned in this review including 

bio corona, SC, HC, preformed corona, in vitro, in vivo corona, synthetic corona, polymer corona 

etc. will be referred to as PC. 

The formation of PC is a spontaneous and competitive process. It is influenced by the surface 

properties of NPs (size27, charge28, shape29, chemistry30–32 etc.), environmental parameters such 

as the nature of the biological medium33 (protein source and concentration), as well as the 

exposure time34. It is nowadays established that PC, in turn, also control the NPs’ biological 

identity and behavior. For instance, positively charged NPs are usually recognized by opsonins 

which can result in their faster elimination from the mononuclear phagocytic system (MPS)30. 

Thus, negatively charged NPs leading to negative zeta potentials (30-50 mV) are more prone to 

avoid opsonization in physiological conditions35. Ideally, intravenous (i.v.) administered NPs 

undergo MPS which recognizes the foreign substances by adsorbing specific serum proteins via 

opsonization. It is reported that the presence of opsonins (blood proteins, such as 

immunoglobulins (Ig) and complement factors) in the corona facilitates the NPs cellular uptake 

through the opsonin-cognate receptors expressed on the phagocytic surface36,37. In vitro, 

adsorbed protein layers reportedly also influence the cellular uptake38 and trafficking39, whereas 

in vivo preferential binding of proteins may affect the particle distribution31. These are some 

observations suggesting that several in vitro and in vivo evaluations do not correlate. However, 

the underlying question for understanding the influence of the NP-protein interactions on the 

biological response to NPs in vitro and in vivo remains unanswered. 

Several parameters influence the in vitro incubation of NPs. They provide an insight on the 

biological interaction with NPs. But up to now they have failed to explain the fate40,41 of NPs in 

vivo. Not enough publications highlight the impact of PC on the in vivo behavior of NPs even if 

this limits their potential application in biomedicine. The main reason for this situation is that 

in vivo evaluations are technically very complicated and expensive. In this review, we will be 

exploring various aspects of PC in vivo and we will present and discuss the last advances in this 

field. After a short summary of the key parameters responsible for the formation of the PC 

obtained in in vitro studies, we will unravel the PC formation and how it can be controlled in 

designing nanomaterials for targeted in vivo applications. Then, we will focus on studies that 

actually investigated in vivo the PC formation on NPs. We will discuss the key parameters 

influencing PC in vivo and the differences observed between in vitro and in vivo analyses. We will 
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finally discuss some open questions and inherent problems of this recent research field, the 

limitation of which is crucial to overcome in designing nanotools for biomedical applications. 

Parameters influencing the Protein Corona 

Before focusing on the studies dedicated to the control and the understanding of PC in vivo, it is 

important to present succinctly the main advances obtained with in vitro measurements and 

studies. The PC formation on NPs’ surfaces has been found to be highly dependent on 

experimental parameters (NPs composition, shape, size, surface charge, roughness, protein type, 

concentrations, pH and ionic strength of the biological media). These can be used to tune the 

composition or minimize the formation of PC42–44. The parameters influencing PC can be divided 

into two categories: environmental parameters and material parameters. 

Environmental parameters influencing the PC formation 

The adsorbed proteins forming PC are known to play a key role during the interaction of NPs 

with cells. Several environmental parameters (Figure 2) affects the formation of PC in vitro 

particularly the medium surrounding the NPs and the exposure conditions. The biological fluid 

or the medium is composed of different proteins which are known to control the cellular uptake 

of NPs. This was explained by Tekie et al.45 for the uptake of chitosan and carboxylmethyl dextran 

complexes (MCF7 cell line). Fetal Bovine Serum (FBS) enhances the uptake due to the presence 

of proteins in the serum such as alpha-trypsin inhibitor chains and lipoproteins which increase 

the cell function. Similarly, proteins concentration and exposure time contribute equally to the 

protein adsorption on NPs. Controlling the PC formation is undoubtedly a challenging task but 

several results highlight that altering the biological parameters along with the physicochemical 

properties of NPs enable to forecast the corona formation. As analyzed by Partikel et al.46, 

proteins adsorption on poly(lactide-co-glycolic acid) (PLGA) NPs depends on the serum type and 

concentration. In addition, human serum was shown to significantly modify the corona 

composition resulting in a concentration-

dependent desorption of abundant proteins 

along with the adsorption of high affinity 

proteins with lower abundance. In addition, 

time-dependent cell interaction both in the 

absence and the presence of a preformed 

corona showed a significant influence on a 

human liver cancer cell line (HepG2) in which 

the presence of corona increases the cell 

interaction compared to bare NPs which 

results in a higher uptake of NPs. 

Temperature and pH are also important 

factors in the interaction of NPs with 

proteins. Galdino et al.47 explained that pH 

influences the protein adsorption in the 

Bovine Serum Albumin (BSA) and SiO2 NPs 

system. They concluded that enthalpy 

Figure 24 : Summary of the main parameters influencing the 

formation of protein corona (PC). These parameters are divided 

into two: the ones related to the environment and those related 

to the NPs.
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controls the interaction along with an electrostatic contribution that can be altered by changing 

pH. Gorshkov et al.48 further explained that by varying pH and temperature in the human blood 

plasma and a silver NPs system, different tertiary protein structures and charge localizations are 

observed. PC formation is a dynamic process involving complex interactions. These interactions 

are highly dependent on the biological environment but the NPs surface chemistry and properties 

must not be ignored. Thus, a careful evaluation of both the nano-bio surfaces and interactions 

can further help investigate the manifold behaviors of NPs.  

Many external parameters influence the formation of PC on NPs. With the aim of controlling PC 

for in vivo applications, most of these parameters would be difficult to modify, because living 

bodies are complex organisms with varying pH, temperature, concentration and nature of 

proteins etc. Solutions to control the PC formation might therefore mainly come from the NPs’ 

surface itself that also influences proteins’ adsorption. 

Material parameters influencing PC 

In addition to the biological fluids’ properties, the particulate nature of NPs dictates a preferential 

interaction on biointerfaces depending on the physiochemical properties of their surfaces as 

illustrated in Figure 2. Size, charge and more generally the chemistry of NPs’ surfaces influence 

the amount and composition of adsorbed proteins. 

Impact of the size of NPs. 

The surface of NPs strongly attracts blood proteins. The binding constant and the number of 

binding sites are highly dependent on the NPs dimensions because of the surface curvature. 37% 

of all the proteins identified in the corona show significant variations in their binding behavior 

when varying the size of NPs49. This strongly suggests that the size directly affects the nature 

of PC. In mouse serum not only a larger number of proteins binds bigger NPs but also a more 

complex PC is formed27. However, in some cases, the reverse phenomenon is observed. This is 

the case for TiO2 NPs with pepsin where smaller sizes result in a larger number of proteins on 

the surface50. Polystyrene (PS) NPs with Human Serum Albumin (HSA) follow this trend too51. 

In addition, reports in the literature also show that the size of NPs affects the protein abundance 

in PC but also changes the PC composition affecting its biological fate52 as explained by Zhang 

et al.53 with different sizes of silica NPs towards the protein composition of PC. The protein 

pattern observed for the same masse and different sizes of NPs suggests that increasing the NPs 

size decreases the number of adsorbed proteins of either the interfacial ones (proteins between 

the NPs and corona phases) or those from HC, which is consistent with the decrease of the NPs’ 

surface area. 

Ho et al.54 studied the impact of PC on the cellular uptake in human umbilical vein endothelial 

cells (HUVAC) of PS NPs and PEG-functionalized PS NPs of different sizes. PS NPs and PS-PEG 

NPs of 20 nm and 40 nm showed no uptake difference. However, for larger PS NPs (100 nm and 

200 nm), PC significantly increased the uptake by 10 times compared to PEGfunctionalized NPs. 

On the other hand, PEG-functionalized PS NPs follow the opposite trend. Although the less 

statistical difference was reduced, the uptake was greater for smaller NPs (20 nm and 40 nm) by 

1.3 times compared to PS NPs.  Less is known about the uptake behavior in the presence of 

PEGylated NPs of different sizes. Similar studies were performed on corona-coated Au NPs. 
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Larger sizes favored an higher uptake in HepG2 cells55. This increase is possibly due to the 

difference in composition and conformation of the serum proteins forming PC. Proteins bound 

to larger NPs tend to undergo conformational changes to adjust in larger surface area and surface 

curvature34. Similar results were obtained by Binnemars-Postma et al.56 when analyzing the 

uptake of silica NPs by M1 and M2 macrophages in the presence of serum. Remarkably, 500-

nm and 1000-nm NPs had a greater uptake in Monocytic human THP-1 cells than the 200-nm 

ones. This suggests that the adsorption of serum proteins on larger particles favors the uptake, 

that the PC which is formed is enriched with complement factors and that IgG likely governs the 

higher uptake of larger NPs.  

Conclusively, NPs surface curvature strongly affects the protein adsorption as protein-binding 

affinities are different for the bulk material and NPs surface. Thus, corona formed on NPs made 

of the same material differ in composition57. Undoubtedly, PC formation is a continuous process 

with changes in PC composition with time due to the motion of already adsorbed proteins which 

may be replaced by other proteins having stronger binding affinities until the process reaches 

an equilibrium which is known as the ”Vroman effect“58. On the other hand, in terms of sorting 

preferred biological medium, it depends on the choice of molecule to be selected in order to form 

PC which depends on the orientation on the surface and the degree of unfolding which permits 

various interactions based on the charge, hydrophobicity etc.  

Impact of the charge of NPs 

Electrostatic forces play an important role in the adsorption of proteins. It was observed that low surface 

charges result in fewer adsorbed proteins with distinctively slower opsonization than strongly charged 

particle surfaces59. This suggests that zwitterionic coatings (amino acids, sulfobetaine, 

phosphorylcholine, poly(acrylic acid), and poly(maleic anhydride-alt-1-alkene) derivatives) can lead to a 

greater reduction in the adsorption of proteins60,61. For example, sulfobetaine headgroup can be 

designed with controlled hydrophobicity preventing the adsorbtion of proteins and the formation of PC 

when observed with human serum and MCF-7 (breast adenocarcinoma) cell line. Indeed, Debayle et al.62 

compared sulfobetaine with other zwitterionic polymers (phosporylcholine and carboxybetaine). A 

complete absence of PC was observed with sulfobetaine. Other polymers showed reversible adsorption 

and aggregation. Additionally, positively charged NPs form a thicker PC than negatively charged ones as 

exhibited by paclitaxel loaded poly(ε-caprolactone) on MCF-7 cell line and HSA medium63,64. Liposomes, 

which can be considered as organic NPs, depict the same behavior with charged surfaces adsorbing 

more proteins than neutral ones. Additionally, liposomes made of anionic or cationic lipids preferentially 

adsorb plasma proteins with isoelectric point (IEP), IEP > 5.5 or IEP < 5.5 respectively65. The chirality of 

the functionalized group may also be responsible for different protein binding behavior as observed by 

Qu et al.66 with InP@ZnS quantum dots. The adsorption of proteins (HSA) differs with the chirality (D- 

and L- penicillamine) of the functionalized group, impacting the binding affinity and conformation 

states. This leads to different biological interactions and protein exchange. 

Different charge modifications on the same kind of NPs often result in different structural 

conformations of proteins. For PS NPs, either a protein conformation change is observed or it 

remains unaffected, with NH2 or COOH surface functionalization respectively28. In fact, one type 

of proteins when adsorbed shows different secondary structure depending on the chemical group 

charges. Different epitopes can be exposed thus influencing the interaction of NP-PC 

complexes28. This in turn influences the various paths for cell internalization resulting in 
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different uptake behavior. Indeed, particle uptake is often triggered by phagocytosis where NPs 

interact with the responsible receptors on the cell surface. Various functionalized PS NPs were 

also studied to understand the intracellular fate of PC. A larger number of proteins was carried 

on the aminated surface and degraded within the lysosomes67. PS-NH2 NPs thus showed a 5 

times more internalized PC (following endocytosis, where the NPs are entrapped by the cell 

membrane and drawn into the cell) than their COOH counterparts as measured by flow 

cytometry. This consequently gives rise to a different uptake process on A549 cells 

(adenocarcinomic human alveolar basal epithelial cells) with an increased exchange rate of 

corona in contact with the cellular recognition machinery. Once internalized, most NPs follow 

the lysosomal pathways. Additionally, amino groups on the surface are a predominant factor in 

the formation of PC and have a subsequent impact on the cellular uptake, which is controlled 

by its amine type, location and density. Similar experiments were performed with two cell lines 

(A549 and J774A.1, mouse monocyte macrophage cell line) to see the effect of the amine 

bulkiness in vitro. It was observed that primary amino groups lead to an increased NP-cell 

interaction compared to secondary and tertiary amino groups followed by an enhanced uptake68. 

This is due to the amine bulkiness, which promotes the formation of salt bridges and its 

hydrophobicity which alters the adsorbed PC.  

Impact of the surface chemistry of NPs. 

Surface chemistry is also an important parameter allowing to orient the affinities and type of 

proteins that adsorb on NPs. Chen et al.69 recently found that the surface chemistry of lipid NPs 

(LNPs) is correlated to the PC composition and suggested a potential application to targeted 

delivery. LNPs with different polyethylene glycol (PEG) chain length showed significant 

differences in cellular delivery and transfection in HepG2 cells in the presence and absence of 

FBS. Cai et al.70 further found out that surface chemistry has a more pronounced effect on the 

PC composition than the surface charge. Their study concerned gold nanorods functionalized 

with different ligands to analyze the cellular pathways (human leukemia cell line, THP-1) 

followed by subsequent mononuclear phagocytic system recognition behavior. These studies 

further help in determining the long-term stability of the NPs, their biological transport and fate 

when using selective surface ligand. In another study, Sakulkhu et al.71 investigated the role of 

the chemical coatings on the surface of iron oxide and silica NPs. They demonstrated that 

superparamagnetic iron oxide NPs (SPIONs) coated with polyvinyl alcohol (PVA) polymers with 

different lengths and chemical groups drastically change their PC composition after incubation 

in FBS. For instance, only five proteins were found on the surface of SPIONs coated with carboxy-

PVA (with COOH groups) when 54 different proteins were found for amino-PVA coated SPIONs 

(with NH2 groups). However, interactions can also originate from the charges of SPIONs (negative 

for PVA-COOH and positive for PVA-NH2). The chemistry of polymers was also a parameter in 

the proteins’ adsorption. In a different approach, P. Chandran et al.72 explained that larger 

charged Au NPs possess a greater protein binding when functionalized with lipoic acid (LA) 

compared to NPs functionalized with branched polyethyleneimine (BPEI) despite being strongly 

cationic. It further confirms the size- and surface chemistry-dependent uptake in HUVAC of 

corona-bound Au NPs. 

Impact of the surface roughness of NPs. 
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Surface chemistry modifies various properties (hydrophobicity and charge) that consequently changes 

the PC composition. However, surface roughness cannot be neglected when analyzing the PC formation 

around NPs. Since higher surface roughness causes greater protein adsorption73, it results in lower 

uptake as observed for polymer-coated silica NPs on HeLa cells74. On the contrary, Piloni et al.75 analyzed 

the surface roughness on three cell lines namely macrophages (RAW264.7), breast cancer cells (MDA-

MB-231) and fibroblasts (Hs27). They observed that rough surfaces reduce the PC formation supporting 

non-specific binding compared to protein-coated smooth surface particles with a thick PC layer. The 

latter show a higher uptake on all the observed cell lines. 

Different formulations of liposomes were recently studied by Foteini et al.76 in FBS medium. They 

observed packing defects due to the presence of long phospholipid chains. This results in 

exposing hydrophobic domains on the surface of the bilayer thereby enhancing the interaction 

between proteins and fatty acyl chains. However, stability in the medium and uptake were found 

to be concentration-dependent. 

Controlling PC in vitro for in vivo applications  

Many studies try to tune the PC in vitro in order to control the in vivo behaviors of NPs. The 

environmental parameters presented in the previous part are difficult or even impossible to 

control in vivo except perhaps for the incubation time (more explanation in the next part). Thus, 

it is more interesting to focus on engineering the NPs surface in order to tailor the formation of 

PC via different approaches: i) Controlling the surface chemistry of NPs or ii) precoating NPs in 

vitro with proteins to have a controlled PC for optimized biological interactions. 

Control of the surface chemistry to tune PC for in vivo applications  

Surface chemistry plays a very important role as discussed in the previous part in orienting the 

PC composition on NPs. Various physiochemical parameters control PC inside the body.  For 

example, on studying various NP sizes, it stands out that highly negative charges increase the 

circulation time. This is in turn directly influenced by the extent of the PC formed around NPs. 

PC thus shows the potential to alter the synthetic identities of NPs and affect their interaction 

on different encounters with in vivo biological entities followed by their body retention and 

excretion time. As also explained by Kenry et al.77, the surface charge controls the biodistribution 

of polymeric NPs and negatively charged NPs show a longer circulation time with minimal 

macrophage uptake compared to positively charged ones. This further enables lesion penetration 

and the accumulation of NPs at the targeted sites for theranostic application. The concept was 

further confirmed by Landgraf et al.78, when Au-Fe3O4-SiO2-PEG janus particles were shown to 

have more PC around them after incubation when compared to Fe3O4-SiO2-PEG NPs. 

Additionally, several attempts were made for which various functional groups like phycocyanin79, 

methyl phosphonate, PEG80 etc., are functionalized and adjusted on the NPs with the potential 

to preform a PC structure through non-covalent interface interactions. This preformed PC 

improves dispersion in water and inhibits the plasma protein adsorption thereby improving 

biocompatibility in vivo. This in turn influences the phototherapeutic efficacy as observed in 

tumor bearing mice suggesting feasible synergistic photodynamic therapy (PDT)/photothermal 

therapy (PTT) nanoplatform for the treatment of cancer79. Tumor-bearing mice were prepared for 

the experiment by subcutaneous injection of a suspension of 51064T1 cells. Chen et al.69 further 
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showed that the PC can be manipulated by varying the surface charges. By changing components 

in lipid NPs, it is possible to tune the surface charge. The authors showed that introducing 

positively charge lipids results in shifting the PC pattern from apolipoprotein (Apo)-rich to 

vitronectin-rich. It results in less tumor accumulation in HepG2 tumor bearing mice, while 

neutral charged NPs have the best tumor accumulation. These changes had a great impact on 

cell transfection, in vivo biodistribution and tumor specific delivery efficiency. 

Another interesting approach81 showed the successful demonstration of ganglioside GM3-

mediated antigen presenting cells (APC) targeting in vivo. Enveloped virus inspired artificial virus 

NPs (AVN) were prepared offering a dual mode treatment combining the self-assembled 

membrane as a matrix for bioactive lipids and a protein-repellent coating with the unique 

properties of the NP core. Despite the formation of the PC, GM3 embedded in the AVN membrane 

remained accessible to CD169 receptor binding and achieved a selective homing to the peripheral 

regions of lymph nodes that are enriched in CD169+ APCs in vivo. Similar studies reported that 

forming a PC can alter the physiochemical properties thereby affecting the specific functionality. 

For e.g., legumain-responsive Au NPs after incubation in mouse plasma proteins kept the 

legumain-responsiveness in vitro. Ruan et al.82 studied a drug delivery system, composed of two 

types of NPs. One was Ala-Ala-Asn-Cys-Lys-polyethylene glycol-thiol (AK-PEG-SH) modified 

citrate-stable AuNPs coloaded with pH-sensitive DOX and pH-sensitive hydroxychloroquine 

(HCQ) prodrug (D&H-A-AK) through the “SH-Au” chelation. The other was 2-cyano-6-amino-

benzothiazole-polyethyleneglycol-thiol (CABT-PEG-SH) modified AuNPs coloaded with DOX and 

HCQ (D&H-A-CABT). The system of those two NPs was named “D&H-A-A&C”. The combined 

therapy on Au NPs were shown to target the glioma sites in vivo which even on forming PC still 

possessed the legumain responsiveness. These approaches are very effective in designing the 

Figure 25 : The presence of PC induces receptor-mediated cellular uptake of NPs. A) Recognition of specific bound protein 

groups by the cell surface receptors results in a receptor-mediated cellular uptake of NPs: (a.1) receptor-mediated uptake 

of C3-opsonised NPs by macrophage (scale bar = 100 nm). Reprinted with permission from85 Copyright© 2012, (a.2) 

interaction of bound Apo E with cell surface receptors such as LDLR, VLDLR and apo ER-2 facilitates the uptake of NPs into 

blood endothelial cells of the brain (scale bar = 1 μm). Reprinted from87, Copyright© (1995) with permission from Elsevier, 

(a.3) a higher extent of opsonization of NPs by IgM relative to IgG results in a higher liver to spleen particle accumulation 

ratio. Reprinted with permission from86 Copyright© 2013 B) Conformational changes of bound protein may result in 

presentation of a new epitope (antigenic determinant) on the NP’s surface. Recognition of the epitope by cell surface 

receptor facilitates the cellular uptake of NPs: (b.1) uptake of quantum dots by macrophage via epitope recognition by the 

cell surface receptor (scale bar = 10 μm). The epitope originates from conformational changes of apo B100 upon binding 

to atheronal B-modified quantum dots. Reprinted with permission from88 Copyright© 2012 Figures A and B are reproduced 

from84 published by The Royal Society of Chemistry. 
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personalized combination therapeutic regimen for glioma patients, who are patients affected by 

a type of tumor in the brain and spinal cord. PC formation further helps in developing 

astherosclerotic vaccines as studied on mice by Benne et al83. Liposomes containing the anionic 

phospholipid 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoglycerol (DSPG) facilitate the PC formation via 

scavenger receptors (SR). This results in higher uptake and induces a high number of antigen 

specific Treg responses (regulatory T cells) compared to the serum free condition after a single 

injection of DSPG liposomes. Similarly, PC also induces receptor-mediated cellular uptake 

controlled by surface functional groups as also explained in Figure 384. PEG grafting on Au NPs 

decreases the adsorption of complement protein resulting in lowering of the macrophage uptake 

(Figure 3a1)85. On the contrary, PEG on carbon nanotubes supports higher adsorption of IgM 

which results in lower ratio of spleen versus liver accumulation of NPs (Figure 3a3)86. 

Additionally, to promote preferential binding of selective protein like Apo E, surfactant was 

grafted on the NPs acting as anchor for Apo E thereby promoting endocytosis87 (Figure 3a2). 

Another example of preferential binding of Apo B to CdSe/ZnS quantum dots resulted in 

presenting a new epitope (antigenic determinant) giving receptor-mediated uptake of NPs by 

macrophages (Figure 3b1)88. 
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In a recent study, Wu et al.89 reported that polyphenylene dendrimers (PPD)-controlled 

amphiphilic surfaces patches showed the potential for forming PC that enabled their interaction 

with human adenovirus 5 (Ad5) in vivo distribution. Ad5 results in the accumulation of viral 

particles in the liver after intravenous (i.v.) administration and then transduction takes place. In 

vivo studies showed that PC had reduced by about 40% the Ad5-mediated transduction marked 

by EGFP expression in the liver. Surprisingly, it also increased the transduction in the heart by 

Figure 26 : Main impacts on biological behaviors of PEG coatings. Influence of surface PEG densities on the pharmacokinetics 

parameters Reprinted from93, Copyright© (2015) with permission from Elsevier: A) Concentration as a function of time for 

NPs with varying PEG densities in mice plasma after i.v. administration and B) their terminal half-time (t1/2). C) Quantitative 

in vivo organ distribution of intravenously-injected NPs. Mice were i.v. injected with 3 × 105 B16F10 murine melanoma cells 

via the tail vein, treated with NPs in saline after 1 week (lung colonization model), Reprinted from100, Copyright© (2018) with 

permission from Elsevier. D) Relaxation rates of MRI-traceable superparamagnetic mesoporous silica NPs (MaPSi) and 

DualPEG (DPEG-MaPSi). Map of a rat liver before and 40 min after the 2 mL, 0.5 mg/mL injections of MaPSi or DPEG-MaPSi 

NPs. The black line delimits the liver. Reprinted (adapted) with permission from92. Copyright© 2020 American Chemical 

Society. E) In vivo pharmacokinetics of bare 2-ME2 and nano formulations and their in vivo tumor accumulation and 

biodistribution. Reprinted from91, Copyright© (2017) with permission from Elsevier. 
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more than 40% when compared to naked Ad5. These approaches in which PC can manipulate 

and reengineer the Ad5 biodistribution, prove their potential in regulating the trafficking and 

cell uptake of viruses in vivo, stated as the holy grail of gene therapy.  

One recurring goal is to gain stealth capacity in order to allow NPs to reach their respective 

medical target by increasing the circulating time in blood. Macrophages (kupffer cells, or 

macrophages of the liver) potentially remove unprotected NPs from the bloodstream within 

seconds after i.v. administration, inhibiting targeted drug delivery. These macrophages on the 

other hand recognize specific opsonin proteins instead of directly identifying the NPs. Thus, 

several methods have been employed to camouflage the NPs allowing them to bypass MPS 

recognition thereby increasing their blood circulation life90. PEG is thus one of the most common 

coatings that can be recognized by the opsonins, which has been broadly explored. It is still 

investigated owing to its advantageous pharmacokinetic properties, which could be due to its 

influence on protein adsorption. It has been shown several times that a PEG coating reduces 

protein adsorption compared to other coatings91 or bare NPs. For instance, Nissinen et al.92 

added a DPEG (DualPEG) coating using two kind of PEG simultaneously on mesoporous silicon 

NPs (PSi-NPs). Such coatings affect the PC composition. Indeed, a smaller number of proteins 

were adsorbed on DPEG-NPs compared to bare-NPs, especially less liver and immune response 

associated ones but more phagocytosis inhibitions proteins. Thus, DPEG-coated NPs resulted in 

a significantly increased circulating time. Tuning the PEG density also controls the protein 

adsorption as demonstrated by Du et al.93 and illustrated in Figure 4. A high surface density 

reduces the protein adsorption significantly and the uptakes by macrophages, enhancing the 

antitumor efficiency of the NPs carrying docetaxel in vivo. In addition, modified PEG helped 

obtain a selective corona on NPs. Li et al.94 showed the interest of selective adsorption of 

apolipoprotein E (Apo-E), known as endogenous lipid-based transporting protein, for tumor-

homing chemotherapy. Dihydroartemisinin (DHA)-decorated NP surfaces were engineered to 

anchor Apo-E. Then PLGA-PEG2000-DHA (PPD) NPs have an Apo-E-enriched corona prolonging 

the NPs blood circulation thereby facilitating their accumulation in tumor cells by the passive 

enhanced permeability and retention (EPR) effect. On observing the anti-tumor activity on 4T1 

tumor harboring Balb/c mice, it proved a delayed tumor growth performance and triggered 

significant tumor cell apoptosis with no change in body weight, organ index or haematological 

parameters. Similarly, in situ albumin-enriched corona was explored by the same group95. 

Maleimide-coated NPs were prepared that preferentially bind endogenous albumin in the corona 

allowing NPs to stealth and tumor homing ability. These in situ approaches have improved 

delivering efficient chemotherapy with minimum off target toxicities.  

Remarkably, for iron oxide nanoparticles (IONPs) coated with glucose or PEG, it was observed96 

that both surface coatings adsorbed a similar number of proteins in vitro but there was a clear 

difference in the PC composition which was correlated to the NP biodistribution in vivo. This 

results in slower degradation of the glucose coating in vitro than in vivo where an accelerated 

biodegradation and clearance were observed for PEG coating in both liver and spleen. The reason 

for faster in vivo degradation lies in the composition of the PC. Glucose-functionalized IONPs had 

opsonins while PEG was enriched with albumin that degrades faster PEG is known to inhibit the 

formation of PC. However, it further raised a concern over using PEG for prolonged circulation 

time due to the finding of anti-PEG antibodies97. As analyzed in vivo by Grenier et al.98 on 
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PEGylated liposomes and polymeric NPs, using anti-PEG antibodies can have a significant 

neutralizing effect. On comparing the corona formed in naive mice, the exact impact of these 

antibodies on PC was found. The changes were analyzed according to the Ig deposited on the 

surface of NPs from the serum of PLGA-PEG NPs (poly(lactic-co-glycolic acid))-sensitized animals. 

This also alters the deposition of PC as apolipoproteins were found to be deposited on the surface 

of PLGA-PEG NPs compared to free methoxy-PEG chains and poly(lactic-co-glycolic acid) 

(PEG5k-PLGA). This might be relevant for nanomedicine given the implication of these proteins 

on the clearance of NPs in the bloodstream.  

A solution was proposed by Wang et al.99. They suggested that adding α-glutamyl at the end of 

PEG should increase the circulating time of the polymeric micelles compared to bare PEG. 

Another challenge is the clearance of PEG-NPs as their accumulation in the spleen and the liver 

is significant. The work of Esposito et al.100 shows a method to overcome this issue. The in vivo 

biodistribution in mice was regulated by mixing amino-groups and PEG on the surface of 

polycaprolactone NPs. The accumulation of NPs in lungs, spleen and liver was investigated, lungs 

being the targeted organ containing cancer cells (B16F10 cells). This NH2/PEG coating was 

compared with PEG-coated NPs and with an albumin (HA) layer (NH2/PEG-NPs@HA). The results 

indicate that NH2-NPs accumulate more in the lungs, than other NPs, as shown in Figure 4. 

Additionally hemolysis calculated for all the NPs were less than 20 % and showed no effect in in 

vivo studies.  

Precoating with proteins for in vivo controlled behaviors 

Clinical applications of NPs would be limited if their surfaces would adsorb proteins in an 

uncontrollable and non-reproducible manner. Researchers came up with a promising pathway 

to prevent these non-specific approaches by developing a biohybrid precoating with a PC around 

the nanomaterials. Adding peptides or a protein coating, grafting aptamers, antibody and other 

molecules as already discussed in the previous section and summarized in Figure 5 could further 

help in improving the efficacy of NPs in biomedical applications101. For instance, crossing the 

blood brain barrier (BBB) is possible by binding Apo-E to the surface of polysorbate-coated NPs 

in vivo thereby facilitating the transport of bound dalargin or loperamide to the brain102,103. 

Mahmoudi et al.104 also considered in vivo 3.5 nm SPIONs with different surface charges on 

dextran (NH2, COOH and unmodified) in a BBB mouse model. MRI observations on mice showed 

that unmodified and negatively charged NPs were present in the brain vessels 5 min after 

administration. They assigned this behavior to the presence of Apo-A1 protein in the corona of 

negatively charged NPs.  

On the other hand, non-specific binding of proteins to NPs can lead to the cell clearance by 

macrophages through the MPS of the liver and spleen59. Opsonins adsorption (fibrinogen, 

Immunoglobulin G (IgG), complement factor) were used to facilitate phagocytosis along with the 

elimination of NPs from the bloodstream105. Conversely, on dysopsonin binding Human Serum 

Albumin (HSA), Apo facilitates prolonged circulation time in blood106. Park et al.107 also 

demonstrated that their silica NPs show less macrophages uptakes and a reduced complement 

activation when coated with BSA, HSA, fibrinogen and complement factor H. IgG, on the other 

hand, was confirmed to increase macrophage uptakes. 
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Several studies also report that the formation of PC around NPs contributes to the loss of drug 

targeting. However, having a protein coating/PC evaluation prevents a non-essential binding of 

proteins as explored recently by Chung et al.108 who developed targeting-enhancing paclitaxel 

(TENPA) NPs where paclitaxel was encapsulated with a human serum albumin-haemin complex. 

They successfully showed that this hinders the formation of PC in vivo and that the structural 

stability was maintained enhancing the cancer targeting efficiency. These properties of TENPA 

lead to the accumulation of paclitaxel that was 4.1 times higher than that of nanoparticle 

albumin–bound paclitaxel (Abraxane®). This turns out to be an ideal drug in cancer therapeutics 

since the toxicity observed in vitro and in vivo was less than that of Abraxane and another 

formulation of free paclitaxel (Taxol®) in cancer bearing mice 

Another interesting approach was used to understand the mechanism of PC in lung lining fluid 

with its impact on the lung clearance in rats. As shown by Konduru et al.109, coating albumin 

on gold NPs increases their uptake in macrophages suggesting that PC enables particle 

recognition, phagocytosis, and processing by alveolar macrophages as well as their translocation 

across the air blood barrier in vivo in lung lining fluid. Additional studies further supported the 

hypothesis that the formation of PC around NPs promotes its biological impact. Au-thiol-Fe3O4-

SiO2-PEG78 showed more PC around them after incubation and after coating a PC (human 

plasma) resulting in increased cellular ATP levels and produced T2* contrast agents in vivo. 

Figure 27 : Summarized results of different controlled methods of PC formation; A) Negatively charge NPs result in longer 

circulation time causing greater accumulation, B) Different surface functionalizations improve biocompatibility, C) Protein 

Specific functionalized groups result in tumor targeted drug delivery, D) Different types of NPs (Liposomes, Enveloped Virus 

NPs) explore different binding receptors; Protein precoating particularly with E) (Apo-A) enables crossing the BBB, F) BSA 

results in improving the oral bioavailability of drug, G) HSA proteins help improving the air blood barrier as observed in in 

vivo lung lining, and H) Pre-incubating NPs with serum results in adsorbing more proteins that reduce the drug toxicity and 

help in cancer therapeutics.  
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However, these artificial precoatings are not restricted to NPs to be injected via an i.v. route. 

Wang et al.110 worked on liposomes containing insulin for oral administration. They coated BSA 

(Bovine Serum Albumin) onto these liposomes to improve the oral bioavailability of insulin. More 

precisely, this coating enhances the ability of these NPs to penetrate the mucus faster and 

deeper. They observed after intrajejunal injections in diabetic rats (type 1) a better intestinal 

absorption and a significant hypoglycemic effect. 

Gonzalez-Moragas et al.111 used a simple in vivo model (Caenorhabditis elegans) to analyze 

protein (BSA)-coated SPIONs. They reported changes in the toxicological and biodistribution 

profiles compared to citrate-modified SPIONs. BSA-SPIONs showed lower mortality than citrated 

SPIONs in a broader range of concentration proving that BSA has a protective role for nematodes 

as well. In another study112, BSA-SPIONs were orally administered in the same model. The NPs 

were protected from acid degradation. They remained monodispersed in the lumen 

microenvironment and also prevented the direct contact of the inorganic core with the worm’s 

body leading to a higher biocompatibility which was not present in the case of citrated SPIONs. 

This also helped explore a different pathway for some NPs entering in the nematode’s enterocytes 

through endocytosis. Similarly, Peng et al.113 evaluated the NPs biostability via preformed PC 

using BSA. The drug release (coumarin 6) was found to be slower and the stability was enhanced 

in other organs and liver homogenate. On careful evaluation of NPs biodistribution on mice 

blood, it was observed that BSAcoated NPs were more stable in tissues, as the concentration of 

BSA-coated NPs was higher than for unmodified NPs in all the tissues at 15 min post-injection. 

Unmodified NPs were also metabolized or eliminated faster. As a result, preforming a PC (BSA) 

is beneficial in developing nanoformulations with stable drugs. 
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In all the preceding works, the pre-coating consists in putting specific chosen proteins, albumin 

in most cases. Yet a more complex but harder to control coating can be achieved by pre-

incubating the NPs into a biologically comparable media: serum or plasma. 

Lin et al.114 studied PC on NPs incubated in different serum concentrations. They monitored the 

amount of Apo bound to NPs. Despite surface chemistry or morphological differences, 

preincubation at higher serum concentration leads, as might be expected, to a higher amount of 

proteins bond to NPs. It also confirmed that the functionalization by carboxylic acid resulted in 

a reduced protein adsorption. 

The advantage of preforming a PC was also successfully demonstrated prior to i.v. delivery. The 

time for Apo to bind a Au nanorod (NR) surface to form a PC was increased115. These bound Apo 

in NR-MS-Ce6 (PC from Mouse Serum, MS and photosensitizer Chlorin e6, Ce6) act as 

endogenous targeting ligands to promote localization. This localization was observed 6 h post 

injection followed by a rapid rise in temperature localized in tumors. within 3 min of irradiation 

and compared to bare NRs. This showed a great potential for drug delivery (passive release of 

Ce6) and cancer treatment using PDT and PTT as can be seen in Figure 6. Another surface 

coating was studied by Cai et al.116 using mouse serum albumin proteins prior to i.v. injection 

studied to analyze if preformed PC influence the in vivo NPs metabolic pattern and its toxicity. 

Figure 28 : A) Mice tumors observed when treated with NR-MS-Ce6 (10 mg kg−1 Au loaded with 9.63 μg kg−1 Ce6) (PDT + 

PTT), and an equivalent concentration of its control NR-MS (10 mg kg−1 Au) (PTT) and MS-Ce6 (9.63 μg kg−1 Ce6) (PDT). B) 

Tumor volumes as a function of time following the i.v. delivery of NR-MS-Ce6 and related controls, and laser irradiation (n 

= 5). C) Without laser irradiation, the localization of NR-MS-Ce6 did not cause any inflammatory response and a continuous 

tumor growth was observed over time, similar to the controls (n = 3). D) Near infrared (NIR) thermal images showing tumor-

localized irradiation of tumor-bearing nude mice and a rapid and localized PTT heating of the tumor within 1 min of 

irradiation. E) Hematoxylin and eosin (H&E) staining of tissue sections from the major organs showing that the histological 

features between NR-MS-Ce6 (10 mg kg−1 Au loaded with 9.63 μg kg−1 Ce6) treated mice for PDT + PTT and saline-treated 

control mice were similar, with no abnormal phenotypic features observed. Figures reproduced from115 published by The 

Royal Society of Chemistry. 
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MS-Au NRs adsorbed more opsonin proteins resulting in an efficient liver-targeting. An increase 

by more than 80% of injected MS-Au NRs was observed in the liver within 24h compared to 

unmodified NRs. The study also reveals that opsonin mediates the hepatic uptake of Au NRs. 

The resulting NPs were heat stable and due to the preincubation, they managed to escape 

phagocytosis by Kupfer cells and were found in hepatocytes. 

Pre-adsorbed proteins control PC and also help in reducing the toxicity of the developed NPs. 

Recent works with both pyrogenic and colloidal silica NPs having a pre-adsorbed PC resulted in 

the suppression of the cytotoxicity and a greater cellular uptake inside A549 cells. Interestingly, 

RAW264.7 macrophages show a response similar to A549 cells, where precoated particles with 

PC induce the uptake and pro-inflammatory responses117. Since NPs in the lungs do not limit 

themselves to epithelial cells but also encounter macrophages, it is essential to study the 

response of PC in macrophages as well. Therefore, PC turns out to be an effective tool in the lung 

tissue to control the toxicity of nanosilica particularly in pulmonary drug delivery. With a similar 

approach, pre-adsorbed PC not only facilitates the NPs behavior but can also help in reducing 

the drug toxicity by preincubating silica NPs in bovine serum. Giri et al.118 suggested it in a 

preliminary work to control the solubility and toxicity of testosterone, which engenders 

unwanted side effects if administrated alone. Indeed, it causes liver tumors when orally 

administrated, skin reactions when administrated via patches, or needs repeated and painful 

intramuscular injections. 

For a better understanding and control of the in vivo biological behaviors of NPs, it is possible to 

tailor the PC either via an accurate surface functionalization or via precoatings before further 

use. Many studies demonstrated strong results in this way. They achieved improved blood 

circulation or targeting efficacy. However, questions remain regarding the PC formation directly 

in vivo. 

Studying PC in vivo: the way to improve nanomedicine? 

In comparison to in vitro and fundamental studies, characterizations of the PC recovered after in 

vivo injections are still scarce. The first study focusing on in vivo analyses of PC was published 

in 2014119. In this study, polymer-coated SPIONs with different charges were injected in rats’ 

bloodstream and recovered a few minutes after injection to separate and analyze their PCs. The 

biological behaviors of SPIONs were compared to the proteins found. Negative and neutral NPs 

showed the same liver uptake delayed compared to positive NPs. This is explained by the lower 

proteins adsorption of positive coatings compared to neutral and negative ones during the in vivo 

evaluation. This behavior is quite different from what was observed in vitro and is strongly 

dependent on the composition of PC. The authors also compared PC in vivo to in vitro experiments 

on rat’s plasma. Very different proteins were adsorbed on the surface of SPIONs. They concluded 

on the difficulty to compare in vitro and in vivo analyses and the unpredictability of PC in vivo 

because it results from a dynamic process. Since then, therapeutic NPs have been extensively 

explored120 but few papers are focusing on the studies of the in vivo interactions of nanohybrids 

with proteins (less than 20 at the date of the writing). 

Parameters influencing the PC in vivo 
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Some studies report the influence of environment and the characteristics of NPs on the 

adsorption of proteins. As shown above with different surface charges119, the chemistry of the 

surface coatings leads to different proteins adsorption. Varying the peptides on the surface of 

polystyrene NPs121 and the liposomes or leukosomes (biomimetic liposomes) chemistry122,123 was 

shown to influence the nature of the adsorbed proteins. For PEGylated stealth liposomes124, it 

was also demonstrated that 1 h after tail vein injection in mice PC  did not cover the whole 

surface of NPs. In fact, 0.5 to 1.9% of surface covering was observed for non-targeted liposomes 

(without antibody) and 0.6 to 2.7% for targeted liposomes (with antibody). Serum albumin came 

out to be dominant proteins in the corona of the liposomes, which probably prevented it from 

compromising the functionalization with antibody trastuzumab. The density of polymers also 

affects PC. For example, increasing the PEG density decreased the adsorption of Apo leading to 

a longer residential time125. The size and shape of NPs are also crucial parameters influencing 

PC in vivo. For example, gold NPs and nanostars126 size and shape modified the amount of 

adsorbed proteins (Figure 7a). The NPs with the highest specific surface area (the biggest gold 

nanostars) adsorbed more proteins than the other NPs. However, the complexity of the protein 

layer found on the surface of these NPs was not related to these characteristics. The bio-

circulation and the spleen and hepatic uptakes were inversely proportional to the size of NPs. A 

kinetic study with different sizes of Au NPs of the in vivo PC formation and their biodistributions 

was coupled to computer models helping to predict the biological fate of NPs127. In vivo studies 

generate a lot of data and using predictive systems seems to be one of the solutions to better 

anticipate the potential in vivo behavior of NPs.  

External parameters also influence the in vivo PC. Liu et al.128 studied the influence of static 

magnetic fields and demonstrated that this external force modifies the nature and quantity of 

adsorbed proteins on magnetic NPs. Adding a magnetic field during incubation in serum in vitro 

did not modify PC significantly. However, in vivo the number and nature of the adsorbed proteins 

was increased by 25% when a magnetic field was applied. Further exploration of the effect of the 

magnetic field on magnetic NPs in order to control PC would be of great interest particularly in 

nanomedicine. In the presence of a magnetic field, the amount of adsorbed protein increases in 

particular in the HC layer. It is therefore an effective way to reduce the unexpected adsorption 

of protein by analyzing the time of interaction.  

Temperature can also be an important parameter influencing the PC formation in vivo123. Two 

different thermosensitive phospholipids were injected in mice and then recovered from the mice 

blood stream. The adsorption of proteins was modified by changing the temperature of ex vivo 

incubation from 37°C to 42°C. While this study did not investigate the in vivo influence of 

temperature, this approach suggests that even a slight change of temperature can affect PC as 

well as the associated nano-thermotherapy (Figure 7b).  

In other studies, Hadjidemetriou et al.129 and Corbo et al.122 studied composition evolution of PC 

in vivo around liposomes injected in mice as a function of time (Figure 7c). In the first study, the 

authors demonstrated that the amount of adsorbed proteins on liposomes did not change 

significantly with the time of sampling. However, the nature of proteins was drastically different 

demonstrating a dynamic process of protein adsorption due to the flow of the bloodstream. The 

nature of proteins did not really influence the physicochemical characteristics of NPs 

(hydrodynamic sizes and zeta potentials). In the other study122, the in vivo PC composition 
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changed drastically between 10 min and 1 h post injection. The number of different proteins 

increased by 33% after 1 h of in vivo incubation compared to 10 min. The nature of proteins 

found on the NPs’ surface changed too. Most of the proteins found 1 h after incubation have a 

coagulation function demonstrating the dynamic evolution of the in vivo PC which could lead to 

a total change of the behavior of NPs. Chen et al.130 studied how fast PC can change after injection 

of magnetic nanoworms. The authors studied the dynamic behaviors of the PC formation on 

different protein-precoated dextran-stabilized nanohybrids 5 min after injection. They focused 

their study on the complement component 3 (C3) which is one of the most abundant proteins in 

vivo. They demonstrated that a competition exists in proteins adsorption even for proteins known 

to bind specifically and easily on NPs once injected. 

Another external factor influencing the in vivo PC is the health of the injected patient. In another 

study131 from Hadjidemetriou et al., liposomes were injected in healthy and tumor-grafted mice. 

The health of animals influenced the amount of PC and the proteins found in the bloodstream 

and on the NPs. The concentration of recovered liposomes, as calculated by Stewart assay, was 

found to be ~30% of the injected dose. The authors demonstrated that their NPs were able to 

target proteins excreted by tumors and used them as tumor’s biomarkers trackers. This 

assumption was also tested in vivo on human ovarian carcinoma patients132. For the first time, 

the PC of liposomes injected in human was analyzed after blood collection. This preliminary 

promising study characterized the physicochemical evolutions of liposomes after injection and 

their ability to adsorb proteins from the human blood stream. As observed in previous studies, 

the hydrodynamic sizes and zeta potential of liposomes did not change. NPs were able to adsorb 

proteins overexpressed in this cancer helping their ex vivo detection and proving the potential of 

these liposomes as cancer biomarkers tracers. Such a study demonstrates the interest of 

studying PC interactions on NPs after injection. It is to note that lipoproteins and liposomes 

might have similar lipid compositions. Liposomes are typically separated from other biological 

compounds with techniques varying from one team to another, such as ultracentrifugation 

coupled with membrane ultrafiltration133. Another example is the chromatographic separation, 

specifically fast protein liquid chromatography, which enables the separation of liposomes from 

lipoproteins and plasma components134. 

Several studies analyzing the formation of the in vivo PC led to the same conclusion as in vitro. 

Interactions between NPs and proteins are influenced by external (environmental) factors which 

are difficult to control and also by the NPs’ surface chemistry that can be engineered. 

In vivo analysis of PC: in vitro and in vivo measurements are not related 

The key factor for the failure of clinical translation of nanotherapeutics in nanomedicine is the 

poor link between the in vitro “assessments” and the in vivo “outcomes”. Some studies illustrate 

the strong differences between the in vitro and in vivo results. Among them, one recurring issue 

is PC, in particular its screening effect hindering the interactions between NPs and their 

targets135,136. Hadjidemetriou and co-workers studied the in vivo behavior of PC on liposomal 

NPs. They demonstrated that in vitro and in vivo incubations of their liposomes led to different 

PCs (Figure 7d) which were also influenced by their coatings (PEG) and functionalization with 

antibodies137. The formation of a PC was evaluated on liposomes in vivo after tail vein injection 

into CD-1 mice. Liposomes were recovered 10 min post injection. Plasma from CD-1 mice was 
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used in vitro to mimic the in vivo condition. The mass of the proteins adsorbed on pegylated-

liposomes was lower than that for bare liposomes after in vitro or in vivo incubations leading to 

a lower cell internalization (MCF7 and C33a cells). The antibody-functionalized NPs adsorbed 

less proteins after in vitro incubation compared to in vivo incubation. These nanohybrids kept 

their targeting capabilities for cells after incubation. Additionally, lipid composition of liposomes 

is also a key factor in shaping the PC in vivo once introduced in the medium as explained by 

Storm et. al.138 where they compared the liposomes degradation dependent on the lipid 

composition when taken up by liver and spleen on intravenously administered of (3H|inulin-

labeled vesicles to tumor-bearing animal. 

Other studies have also concluded on the importance of focusing on in vivo characterizations of 

PC as in vitro measurements have usually given different results whatever the nature of particles. 

As an example, the PC of polystyrene NPs121 with different coatings were analyzed 10 min after 

injection in mice and compared to the PCs found after incubation in mice serum The authors 

found significantly more albumin but also clusterin capable to reduce the nonspecific uptake 

more on the in vivo PC than on the in vitro PC. Fibrinogens, which are responsible for PC 

aggregation, were more abundant in vitro than in vivo. Possible reasons for different 

concentrations of fibrinogen in various biological medium might lie in the preparation step which 

depletes the serum of coagulating factors such as fibrinogen and lowers the protein 

concentration121. Furthermore, in another study139 from Kottana et al., effects in the change of 

conformation of fibrinogen instead of abundance were investigated. It was demonstrated that ex 

vivo adsorption of fibrinogen on positively charged PVA coated SPIONs’ affected the conformation 

of this protein itself resulting in platelets activation but not aggregation. The effect of protein 

conformation in PC is an interesting point to focus on to understand the impact of PC in the 

potential change of activities of the adsorbed proteins. Back to the abundance of proteins, Amici 

et al.140 also showed that the abundance and composition of PC is different in vitro (FVB/N mouse 

plasma, Friend Virus B NIH Jackson, inbred mouse strain) and in vivo (FVB/N mice) in the case 

of liposomes.  A larger variety of proteins was found in vivo (500) compared to in vitro (267). The 

same conclusions were obtained for inorganic NPs such as SPIONs128. For SPIONs functionalized 

with glutamine, the mass and nature of the proteins found on the SPIONs’ surface were totally 
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different. 669 proteins were found in vivo after injection in mouse when only 100 different 

proteins were found in vitro after serum incubation. Furthermore, only 56 proteins were common 

to both cases. Such results demonstrate that understanding PC for in vivo applications is difficult 

and maybe even impossible when using in vitro experiments. In addition to the differences 

observed in the number or amount of proteins adsorbed in vitro and in vivo, thermal-triggered 

drug release too cannot be simply analyzed by in vitro incubation. When temperature sensitive 

liposomes (TSL) were studied, slight variations were observed for their drug release profile in vitro 

and in vivo. The performance of TSL in vitro fails to predict the in vivo behavior directly123. The 

differences in the structural configuration and composition of the formed PC in both conditions 

mainly results in a faster release profile in vitro than in vivo. For example, incubation of 

superparamagnetic NPs in vitro with different protein solutions at various temperatures provides 

several degrees of protein coverage and therefore numerous PC compositions which thus define 

drug release141. 

Figure 29 : In vivo PC is influenced by NPs characteristics such as A) sizes and morphologies. Concentrations of proteins found 

in vivo on gold nanorods (NR) and nanostars (NS) of 40 and 70 nm reproduced from126 with permission from The Royal Society 

of Chemistry; external factors such as B) temperature influencing the formation of ex vivo PC (ordered in molecular weights) 

on temperature-sensitive liposomes encapsulated with traditional (TTSL) or lysolipid- doxorubicin (LTSL) reproduced from the 

work published in 123 Copyright© (2018) with permission from Elsevier and C) Venn diagrams report the number of unique 

proteins identified in the in vivo corona formed on liposomes 10 min, 1 h and 3 h post-injection and their respective overlap. 

Reproduced from129 - Published by The Royal Society of Chemistry. In vivo protein corona (PC) is always different than in vitro 

protein corona D) Percentage of proteins found in vitro and in vivo on lipidic NPs classified according to their molecular mass 

reproduced from140 Published by The Royal Society of Chemistry. 
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Discussion  

Authors observe and try to understand the influence of the NPs’ surface chemistry (coating, size, 

shape, charge, precoating) as well as external parameters on in vivo proteins adsorptions in order 

to control their biological behaviors. A deep reflection on PC in vitro seems to be one of the key 

factors for the further development and comprehension of the in vivo nanomedicine142. Some 

papers agree with this postulate and to study in details the formation of PC in vivo. Recent 

analyses on this in vivo PC have brought interesting results but have also raised many 

discussions and open questions. This is mainly due to the complexity of the studied models as 

shown by the main results that pointed out important differences between in vitro and in vivo 

observations. 

First, it was shown that surface engineering and in-depth analyses bring interesting results on 

PC’s understanding. Studies also clearly demonstrated that classic in vitro analyses or 

modifications will not help to fully understand, predict, and simplify a complex system such as 

the in vivo one. However, in vitro still should not be put aside but could be used as a tool for the 

understanding: besides an in vitro followed by an in vivo analysis and a comparison between 

those two, one can also deeply study in vitro a specific protein found in vivo in order to gain more 

insight into its molecular mechanisms. In this case, in vitro offers a fully easy controllable 

environment for NPs-specific protein interactions. Thus, in vitro and in vivo are equally important 

to understand the interactions. 

Furthermore, many parameters from the system itself are still very hard to simulate143 even if 

they influence the amount and the concentration of proteins in biological fluids. For example, in 

vitro analyses are usually performed in serum when the same in vivo experiments are performed 

in plasma. Differences of biological behaviors were observed on silica NPs after incubation in 

human serum and plasma144: NPs were more internalized by macrophages in plasma than in 

serum. The authors concluded that the higher amount of fibrinogens and opsonins in plasma 

compared to serum affect the phagocytosis of NPs. Working on plasma instead of serum might 

be a first step to help predict the in vivo behavior from in vitro experiments. It is also interesting 

to keep in mind that in the case of blood circulation, clearance of NPs can change the population 

of NPs and select artificially the PC of more circulating NPs. Then the average quantification of 

in vitro PC on a complete population of NPs compared to in vivo PC on a sub-population of NPs 

may differ drastically. Another reason for differing results between in vitro and in vivo PC may 

also come from the design of the experiments and the choice of the in vitro serum. Most studies 

usually analyze the in vivo PC on each animal119,140 but compare it to a serum pooled from many 

animals. The concentrations, amounts and nature of the proteins may statistically differ and 

lead to significant altered results. Correctly designing the experiments with enough data might 

be a solution to improve the comparison (see below in this discussion). 

The health of the patients also strongly influences the proteins composition in the PC. Hajipour 

et al.145 studied the incubation of graphene NPs in the blood of human patients presenting 

various diseases leading to different “personalized” PC exhibiting different biological behaviors 

(cytotoxicity, inflammation responses etc.). Additionally, hemolysis was observed in various 

diseases patient. Diabetes and thalassemia showed an hemolytic activity higher than blood 

cancer patients. This difference affects PC formation due to plasma alteration. This can be due 
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to the autoimmune hemolytic anemia, which occurred during the different diseases and 

influences the competitive binding of proteins on the NPs surface. 

The concentrations and types of plasma proteins also differ from the animal model used. 

Intuitively, the PC formed is different from one to another146, thereby resulting in different 

biological behaviors. This implies a complex extrapolation from animal to human147 (Figure 8a). 

It raises another issue as most in vivo reports deal with the mice model, and only very few analyze 

both simultaneously. Solorio-Rodríguez et. al. explained the clear difference between human and 

mouse plasma PC profiles in an active therapy model using SiO2148. This explained very well the 

limitation of in vivo models translated to clinical use. Thus, the PC profile must be considered in 

the interpretation of preclinical trials when developing efficient and safe nanomedicines. 

Biological fluids are also regulated systems with many varying physical parameters such as 

temperature, pH as well as the composition and concentration of proteins. Other differences 

were also observed depending on the studied biological fluids. However, all of the publications 

studying PC in vivo rely on i.v. administration. Some authors discussed the importance of the 

fluids in which NPs are injected. It was demonstrated that the PC of NPs differs when incubated 

in blood or lymph149. Future in vivo experiments will have to study the PC formation using other 

injection routes (intramuscular, inhalation, ingestion etc.). Additionally, the preparation of blood 

samples may also interfere with PC selection and analysis. In the studies described above,  

different anticoagulant agents which were used to collect blood (EDTA124, heparin121 …) may also 

affect protein interaction. Heparin, for example, will neutralize thrombin, the protease 

responsible of the formation of fibrin from fibrinogen. EDTA, on the other hand, is a chelating 

agent which will form a complex with the Calcium ions. Such differences in the anticoagulation 

mechanisms has to be kept in mind since they are likely to induce slight changes in the 

composition of plasma samples, possibly resulting in a different PC formed on the NPs. Planning 

correctly in vivo experiments, especially while analyzing PC, remains a challenge. It would be 

important to set up some standardized procedures such as: i) using the same anticoagulant; ii) 

enough animals for statistics or iii) using “our own in vitro serum” from the animals studied. And 

even if it might prove very complicated, it would also be useful to control some biological 

parameters such as the health or alimentation of the animals. A possible solution to optimize 

the understanding of in vivo PC might come from the use of genetically modified animal with 

under-expression of some proteins to study, for example, their potential influence on NPs 

biocirculation. 

In addition to experimental set-up, PC characterizations are still complicated to perform and 

hardly reliable due to the many parameters depending on the isolation methods and the analyses 

of the results. While some protocols exist to explain how to separate and isolate the “real” 

PC150,151, recent studies are still highlighting the lack of standardization in the PC analyses 

especially regarding sample preparation152 in the separation protocols153 (Figure 8b). The most 

used separation technique is centrifugation which allows the characterizations of proteins at the 

surface on many kinds of NPs including very small ones153,154. Nevertheless, when other methods 

are available as in the case of PC on SPIONs, Bonvin et al.155 demonstrated that the proteins 

found after centrifugation and after magnetic separation are different. They concluded that only 

50% of the PCs found for both isolation methods could be considered as the “real” PC. This 

problem of finding a proper method to characterize PC is a common problem for in vitro and in 
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vivo studies. For instance, how can one be sure that the proteins analyzed are really the proteins 

present on NPs or the result of protein isolation failure? Moreover, analyses of PC usually focus 

on the effect of one parameter after another. The question arises whether such observations still 

hold true in general15. The dependence of biological behaviors on one particular physicochemical 

parameter or on a combination of them (pH, temperature, concentrations of proteins etc.) 

suggests that the limited model discoveries in literature are not enough to be extrapolated in a 

straightforward way to in vivo behaviors. Last but not least, one issue regarding PC analyses is 

related to the massive amount of data obtained with the dedicated characterization techniques. 

Even if the methods of isolation were to become standardized, the proteins/nanoparticles 

interactions will always need statistical analyses. Galmarini et al.156 demonstrated the crucial 

importance of replicates and statistics in the analyses of proteins adsorbed in vitro onto silica 

NPs’ surfaces. In this study, they discussed the fact that there are few papers running control 

experiments when analyzing PC. With the established conditions, they found for instance that 

albumin and Apo (two of the most abundant proteins in serum) were more present on the 

analysis device than on NPs. It is then important to avoid biased results due to the lack of a 

proper set up of experiments especially in vivo where there are already many biological 

parameters. They also proved, by running their experiments in triplicate, that more than 60% 

(out of the 250 proteins found) were not significantly present leading to a fundamental need of 

statistical approaches to analyze the different proteins. The absence of systematic control 

experiments or replicates can be explained by the amount of data coming from the experiments. 

It is not unusual to obtain several hundred proteins in a PC study and the classification of the 

data as well as the data processing can be an issue. Thus, the importance of proper set-up, 

repetition and reproducibility of isolation and analysis methods becomes crucial to analyze the 

in vivo protein interactions with NPs. A last issue for data analyses is that PC is a statistical 

phenomenon. Forest and Pourchez157 already noted that since proteins and NPs have 

approximately similar sizes, an average approach of PC is not very reliable. Most techniques 

usually analyze hundreds of different proteins. It is not possible for all these proteins to stick at 

the surface of a single nanoparticle. Therefore, considering an average PC may not be trustworthy 

because no NP has this exact average composition (Figure 8c). No analytical solution currently 

exists as it is impossible, especially in vivo, to analyze the PC on single NPs.  

All these unaddressed concerns are particularly challenging for the future of PC studies in vivo. 

The solution may come from new isolation and analysis techniques. As in vivo conditions are, 

for the moment, difficult to compare to those in vitro, mastering the analyses is required to be 

able to understand and control the adsorption of proteins on NPs once injected. Some 

experiments have highlighted that the dynamic process of the PC formation is influenced by i) 

the time of incubation and ii) the flow of bloodstream. Since the PC formation in blood is a 

dynamic process, a better in vitro model may come from the use of microfluidic setups158. Kari 

et al.159 and Palchetti et al.160 (Figure 8d) suggest that dynamic in vitro analyses result in a 

different PC on NPs than static approaches. They claimed that the circulation of NPs in vitro 

might mimic the effect of bloodstream. Weiss et al.161 went one step further while studying the 

temporal evolution of PC with a dynamic setup. They found three different steps of protein 

interactions on silica NPs’ surface. During the initial step the first proteins adsorbed in an 

irreversible manner directly onto the particle surface. In the second step, the corona interacts 

irreversibly with other proteins forming an intermediate layer where the PC does not directly 
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adsorbed to the surface but belongs to the inner HC. They demonstrated that HC is actually a 

double layer of proteins strongly interacting with the NPs’ surface and with strongly adsorbed 

proteins. During the last step, circulating proteins form the outer SC layer by reversibly binding 

with proteins from the HC. An innovative magnetic separation technique (Figure 8e) developed 

by Ashkarran et al.162 seems to be a good alternative to centrifugation to isolate PC. This method 

relies on magnetic levitation to prevent proteins from sticking to the surface of the isolation 

device. This technique leads to a more accurate determination of the composition of PC by 

separating NPs by the quantity of proteins they have on their surface preventing in part the 

“average analysis” discussed above. To analyze PC in vivo, a prominent work from Bargheer et 

al.163 used radiolabeling as a promising tool to probe the fate of an artificial PC. To do so, they 

tracked transferrin or albumin labelled with 125I, allowing to study the uptake and degradation. 

Despite this solution being restricted to only a few proteins, labelling PC could clearly help 

understand its in vivo behavior. Such engineering techniques should be kept in mind to bring 

back together the in vitro and in vivo behaviors of PC. 

Accurate and standardized procedures were and will be proposed151 and will help to better 

compare the data from PC. However, it is now accepted that the massive number of varying 

parameters in biology and in analytical science might be too important to be controlled. Despite 

the fact that modeling such complex molecules with computational simulation164–166 and 

machine learning167 is still a very laborious task, this discipline would clearly benefit in the years 

to come from a fundamental understanding of the parameters responsible of the PC formation 

at the NPs’ surface. In the meantime, data management with advanced engineering approaches 

may help to have them sorted and to analyze the PC formation to smooth the bias due to the 

operator, methodology or the studied model (Figure 8f). 
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Conclusions 

Starting from what is known of the PC formation; many studies are trying to tune in vitro the NP 

surfaces with chemical modifications or directly with protein coatings in order to improve the in 

vivo biological behaviors of their nano-tools. In such studies, controlling the NP’s material 

parameters may help controlling their biomedical behaviors. In other studies, the NPs are put in 

vivo, their PC is characterized and it seems to obey the same rules as in vitro (same parameters 

Figure 31 : Open questions about the PC analyses in vivo: A) There are a lot of varying biological parameters in vivo such as 

different PC coronas found on polystyrene NPs incubated in different animal serum as represented on the Venn diagram: 

adapted with permission from147. Copyright© (2018) American Chemical Society ; B) Characterizations of PC are not yet 

standardized such as the separation techniques of the hard PC leading to difficult comparisons: from153 - Published by The 

Royal Society of Chemistry ; C) Average analyses of PC are also not reliable. There is no average PC but a multitude of 

different PC around various different NPs: reproduced from the work published in 157 Copyright© (2016) with permission 

form Elsevier. Solutions for the analyses of PC especially in vivo could come: from engineering development to standardize 

and mimic the biological environment like: D) microfluidic to incubate NPs with proteins in dynamic environment: adapted 

from the work published in 160 Copyright© (2016) with permission from Elsevier or E) magnetic levitation method separating 

NPs depending on their amount of PC to get closer to the “real” PC: reproduced from162 with permission from The Royal 

Society of Chemistry and/or F) from data science to pool and analyze all the results leading to data smoothing and a global 

understanding. 
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influencing protein adsorption). However, comparative studies between in vitro and in vivo PC 

have shown very different results. These differences are linked to the various parameters whose 

control still need to be improved in order to better optimize the in vivo PC: i) set-up, 

reproducibility and repeatability of experimental and analyses methods; ii) accurate statistics on 

the obtained data; iii) reliability between in vitro analyses and in vivo “real” behavior and last but 

not least, iv) the control of the external physicochemical and biological parameters influencing 

PC in vivo. There is still room to analyze, compare and propose many mechanisms of protein 

interactions in order to control the NPs’ behavior but the complexity of the systems might slow 

down the full understanding of the in vivo PC. It is equally important to evaluate all the 

experimental conditions from the selection of the right in vivo medium to a careful choice of the 

analysis models in order to predict the nanosystem’s biological responses. With each altered 

parameters, the adsorbed proteins are different in vitro, in vivo and in human samples, which 

influences functionality of nanomaterials. However, some promising studies are proposing 

another approach, in vivo protein fishing, to be used as a diagnostic tool. Instead of trying to 

fully understand the in vivo behaviors, NPs are used to interact with specific proteins and then 

they are removed from the organism for early diagnosis132,168. With all the knowledge already 

acquired, it is clear that the control of the materials parameters will not allow for a full 

optimization of in vivo PC and therefore of the NP biological behavior without a full understanding 

of this topic that could be the next step in the development of PC-based personalized 

nanomedicine. 
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Conclusion chapitre 1 

Ce premier chapitre met en évidence la diversité des nanoparticules étudiées 

à des fins biomédicales. Les paramètres influençant les comportements biologiques 

sont nombreux (Figure 32, dont la partie supérieure est extraite de [86]). Ici, la taille, 

la forme et la chimie de surface et leurs influences sont détaillés. Ces paramètres, 

intrinsèques aux nanoparticules, ne représentent qu’un aspect des facteurs à 

prendre en compte. L’interface NPs-milieu biologique et la formation d’une couronne 

protéique (PC, Protein Corona), notamment, joue un rôle crucial. Cette couronne 

protéique est elle-même impactée par les paramètres intrinsèques aux NPs 

susmentionnés.  

Les objectifs de ce travail sont donc tout d’abord de constituer une bibliothèque 

de NPs comportant entre deux échantillons au moins un paramètre commun, afin de 

pouvoir étudier l’influence de celui-ci. Les paramètres choisis sont la taille et la chimie 

de surface. Les NPs doivent être synthétisables de manière reproductible, contrôlée 

et à grande échelle.  Les choix des systèmes retenus sont justifiés et développés. Les 

nanoparticules choisies sont les nanoparticules d’oxyde de fer, d’or et de façon plus 

sommaire, de silice. Leurs structures, leurs propriétés fondamentales principales et 

des exemples de leurs potentielles applications médicales sont présentés. Les 

molécules choisies comme fonctionnalisation de surface sont les polymères (PEG et 

PVA), le citrate et le glutathion. Les synthèses et fonctionnalisations de surface de 

ces systèmes font l’objet du deuxième chapitre.  

L’accent est mis ici sur l’aspect in vivo de la couronne protéique, dont les 

résultats différents de ceux in vitro soulignent l’importance de privilégier les études 

dans ces conditions. Le troisième chapitre est donc dédié à l’étude de la PC elle-même 

et aux études in vivo sur certaines NPs synthétisées. 
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Figure 32 : récapitulatif des aspects à prendre en compte dans l’étude des NPs développées à des 
fins biomédicales : des paramètres de la suspension de nanoparticule aux impacts de la couronne 

protéique. Partie supérieure extraite de [86]. 
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Chapitre 2 : Synthèse et caractérisation de 

nanoparticules inorganiques  

Le but de ce chapitre est de présenter la bibliothèque de nanoparticules 

développées durant ce travail de thèse et destinées à l’étude des interactions 

nanoparticules-protéines. Le but de cette bibliothèque est d’avoir accès à des 

particules ayant des paramètres variables (composition de la nanoparticule ou du 

coating, taille, …) tout en conservant la possibilité d’étudier l’influence de chacun 

d’entre eux sur les propriétés biologiques. Pour cette raison, nous avons veillé à ne 

pas faire varier trop de paramètres en même temps en élaborant des lots « associés » 

pour lesquels un seul paramètre change. 

Le chapitre est divisé en trois parties, correspondant aux trois 

matériaux sélectionnés dans la partie précédente : oxyde de fer, or et silice. Une brève 

bibliographie des types de synthèse est abordée pour chaque matériau. La synthèse, 

les différents types de fonctionnalisation et leurs caractérisations sont ensuite traités. 

I. Nanoparticules d’oxyde de fer 

I.A. Synthèse et fonctionnalisation de nanoparticules d’oxyde de 

fer 

I.A.1. Procédé de synthèse et purification 

I.A.1.a) Synthèse des nanoparticules d’oxydes de fer dans 

la littérature  

  Comme discuté dans le premier chapitre de cette thèse (I.B.1), les propriétés 

chimiques et physiques particulières des nanoparticules d’oxyde de fer et leur 

compatibilité biologique aisément accessible via des fonctionnalisations en font de 

bonnes candidates pour les applications biologiques. 

Les méthodes de synthèses peuvent être physiques, chimiques, ou biologiques. 

[56]. D’après Ali et al, les plus courantes sont la co-précipitation, la décomposition 

thermique et les micro-émulsions (Figure 33). Depuis quelques années, la recherche 

s’oriente notamment vers des méthodes plus respectueuses de l’environnement, c’est 

Figure 33 : pourcentage des types de méthodes utilisées pour les synthèses de nanoparticules 
magnétiques, extraite de [2] : a) toutes méthodes comprises b) méthodes chimiques.  
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à dire sans produits ni sous-produits toxiques, utilisant comme réactifs des produits 

végétaux (tomates, extraits de feuilles, etc [105]). [106] 

Le tableau ci-dessous, tiré de la publication de N. Ajinkya [107] et complété 

par le principe des méthodes, a pour but de donner un aperçu des différentes voies 

de synthèse ainsi que leurs avantages et inconvénients. Dans la plupart des cas, un 

compromis qualité vs quantité est à faire en fonction de l’utilisation des NPs visée. 

La méthode choisie dans ce travail est la co-précipitation car elle permet de 

travailler directement en milieu aqueux et de synthétiser de lots importants 

(typiquement, 0,5 L à 10mg/mL). 

Tableau 1 : méthodes de synthèses des SPIONs et leurs atouts et inconvénients, extrait et traduit de [107], mis à 

jour et enrichi des principes des méthodes. 

méthode principe avantages inconvénients 

co-précipitation 
précipitation d'ions Fe2+ et Fe3+ 

par l'addition d'une base 

peu coûteux, simple 
et contrôle aisé de la 
taille moyenne et de 

la composition, 
respectueux  de 
l'environnement 

agglomérations, 
sphéricité discutable, 
large distribution en 

taille, basse 
magnétisation 

micro-ondes 

condensation thermique de cations 
Fe2+ et Fe3+ en solution, chauffage 
par micro-onde : beaucoup plus 

homogène qu'un chauffage 
standard 

temps de réaction 
courts, plus hauts 

rendements, 
reproductibilité, 

manipulation simple, 
chauffage homogène 

du précurseur 

coûteux, inadapté 
pour  le suivi de 

réaction, recherche 
pour le scale-up en 

cours 

pulvérisation 
pyrolytique  

pulvérise une solution contenant 
les précurseurs métalliques sur, 
typiquement, une flamme (FSP, 

Flame Spray Pyrolysis). Formation 
de gouttelettes avec la combustion 

du solvant , les sels de métaux sont 
pyrolysés en  oxyde de métaux puis 

s'agrègent pour former les NPs. 

suspensions avec 
dispersion fine ; taille, 
forme et composition 

contrôlées 

 agrégats, coûteux 

pyrolyse laser 
  même concept que ci-dessus avec 

un laser 

petites particules, 
distribution fine, très 

peu d'agrégation 

complexe, très 

couteux 

décharge par 
impulsions  

 un courant pulsé passe dans un fil 
métallique en milieu gazeux 

contrôlé, l'énergie ainsi déposée 
créée un plasma du matériau en 
question qui, en refroidissant en 

interagissant avec le gaz, se 
condense uniformément 

processus rapide, 
haute pureté 

production limitée, 
nécessité de système 

de vide poussés, 
coûteux, 

contaminations  
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vapeur 
chimique 

condensation 

précurseurs sous forme de gaz 
décomposés par chauffage et 

condensation 

adéquat pour études 
fines de propriétés, 

haute pureté 

peu de produits, 
contrôle de taille et de 

distribution 
compliquées  

décomposition 
thermique 

décomposition des précurseurs à 
haute température en présence de 
solvants organiques + surfactants 

suspensions à hautes 
monodispersités, 

adapté pour l'étude 
de réactions 

très couteux, temps 
de réaction long, 

hautes températures 
requises 

microémulsion 

précipitation de la phase dispersée 
dans deux phases non miscibles  
(w/o : water in oil ou o/w : oil in 

water)  

suspensions 
monodisperses, 

possibilité d'obtenir 
différentes 

morphologies 

scale-up difficile 

polyol (alcools 
multivalents) 

suspension d'un précurseur 
métallique dans un solvant type 

glycol puis chauffage de la solution 
à une température de reflux 

suspensions 
monodisperses, scale-

up simple 

hautes températures 
requises, long 

sol-gel 
(solution-

gélification) 

hydrolyse + condensation, puis 
séchage & calcination : solution 

homogène du précurseur gélifiée, 
solvant retiré et séchage du gel 

restant 

peu coûteux,  rapide, 
bon contrôle sur la 

composition chimique 
du produit 

balance : peu couteux 
et peu monodisperse, 

ou très couteux et 
finement 

monodisperse 

sono-chimique 
introduction d'ultrasons dans le 

milieu réactionnel : phénomène de 
cavitation acoustique 

simple, peu coûteux, 
safe, respectueux de 

l'environnement, 
nombre de réactants 

limités 

suspensions à faibles 
concentration, 
agglomération 

synthèses dites 
"vertes" 
(plantes, 
bactéries) 

réduction et stabilisation de 
précurseurs métalliques (comme le 
nitrate de fer) par extraits végétaux 

respectueux de 
l'environnement, peu 

coûteux, inoffensif 

méthode récente, 
donc mécanismes mal 

connus :  contrôle 
difficile des tailles et 

des propriétés 

 

I.A.1.b) Protocole de synthèse par co-précipitation 

Le protocole utilisé dans cette thèse est adapté de celui du groupe du Pr. 

Hofmann [108], développé à partir des travaux de Massart [109]. 

Les produits utilisés dans cette synthèse sont : FeCl3*6H20 (CAS 10025-77-1), 

FeCl2*4H20 (CAS 13478-10-9), ammoniaque 28% (CAS 1336-21-6), acide nitrique 

65% (7697-37-2), Fe(NO3)3*9H20 (CAS 7782-61-8). 

La co-précipitation des ions Fe2+ et Fe3+ en milieu basique se fait selon la 

réaction suivante : 

2 Fe3+ + Fe2+ + 8 OH− → Fe3O4 + 4 H20 

 Les poudres de FeCl2 et FeCl3 sont au préalable broyées au mortier pour 

faciliter leur dissolution. Elles sont introduites avec un rapport molaire Fe3+/Fe2+ de 

2 (12,72 g FeCl2 + 34,58 g FeCl3) dans un bécher de 1500 mL d’eau déionisée (DI) 
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(concentrations de : 8,48 g/L FeCl2 et 23,05 g/L de FeCl3) et mélangées jusqu’à leur 

dissolution complète. 120 mL d’ammoniaque 28 % sont ajoutés afin de se placer en 

milieu basique. La suspension devient rapidement noire ce qui indique la formation 

de l’oxyde de fer. 

Les nanoparticules sont purifiées afin d’éliminer les ions OH-, Cl-, NH4
+ et les 

ions Fe3+ dont la présence est visible à l’œil nu car ils donnent une couleur orangée 

à la solution. Le surnageant est prélevé à chaque lavage pour contrôler le pH qui doit 

diminuer car la réaction consomme des ions hydroxides. Les SPIONs sont retirées en 

utilisant l’attraction magnétique. La suspension est placée sur un aimant puissant. 

Les SPIONs sédimentent pendant 5 minutes. Le pH du surnageant est contrôlé et les 

SPIONs sont redispersés dans l’eau DI. Le procédé est répété jusqu’à atteindre pH=7. 

Suite au dernier lavage, 400 mL d’eau DI sont introduits pour redisperser. La 

suspension est ensuite centrifugée 5 min à 5k g. Le surnageant est éliminé 

rapidement pour éviter une redispersion des particules dans l’eau.  

A ce stade, les nanoparticules formées ont la structure de la magnétite. Pour 

les raisons évoquées dans le premier chapitre (I.B.1.a), elles doivent être oxydées en 

maghémite en les introduisant en milieu acide : 

Fe3O4 + 2H+ → γ-Fe2O3 + H20 + Fe2+ 

Pour ce faire, les particules sont redispersées dans 120 mL HNO3 à 2 M et 

passées dans un bain à ultrasons pour optimiser la redispersion. Dans un ballon de 

500 mL, 240 mL de Fe(NO3)3 0,35 M sont introduits dans la solution. Le ballon est 

chauffé dans un bain d’huile à 120 °C avec un système de reflux pendant 1h30. Une 

fois la suspension refroidie, elle est transférée dans un bécher d’1 L et une dernière 

décantation magnétique est conduite pendant 10 min. Les particules sont 

redispersées dans 400 mL d’eau DI.  

Les particules sont finalement purifiées et stabilisées par dialyse. 2L d’eau DI 

sont ajustés à pH compris entre 2 et 3 à l’aide d’acide HNO3 pendant 3 jours. Le pH 

de l’eau de dialyse est contrôlé 2 fois par jour et cette eau est changée, en ajustant 

son pH entre 2 et 3. Les SPIONs « nus » sont stables en milieu acide en raison des 

groupements –OH présents sur leur surface. Enfin, la suspension est centrifugée 15 

min à 25k g afin d’éliminer les plus gros agrégats. La suspension de nanoparticules 

est donc dans le surnageant, à un pH de 3 et à une concentration attendue de l’ordre 

de 10 mg/mL. 
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I.A.2. Fonctionnalisations de surface 

I.A.2.a) Citrate 

Le greffage de molécules de citrates à la surface des SPIONs s’effectue par les 

groupements carboxyles déprotonés (Figure 34), chimisorbés à la surface des 

particules au niveau des sites Fe-OH, menant à des liaisons Fe-O-C et à l’élimination 

d’eau [110]. Le citrate utilisé est une poudre de citrate trisodique dihydraté (TSCD, 

tri sodium citrate dihydrate, CAS 6132-04-3). Le protocole de référence est celui de R. 

Vinluan [111]. [110] 

En pratique, le citrate est directement introduit dans la suspension d’oxyde de 

fer afin d’obtenir une concentration de 0,5 M. Après la dissolution complète de la 

poudre en mélangeant vigoureusement, la suspension est insérée dans un ballon 

puis chauffée au bain-marie à 37°C pendant 2h avec agitation (400rpm). A cette 

température, aucune différence n’a été observée pour des fonctionnalisations avec ou 

sans système à reflux. Différentes méthodes de purification ont ensuite été testées 

afin d’éliminer le surplus de citrate et les ions Na+ :  

• La centrifugation (3k g, 3 min)  

• La décantation magnétique 

• La chromatographie d’exclusion stérique (SEC Size Exclusion 

Chromatography) (colonne GE Healthcare PD-10) 

• La dialyse 

L’efficacité de ces méthodes sur la dispersion des SPIONs@citrate seront 

évaluées plus bas dans la partie caractérisation. 

I.A.2.b) Glutathion 

Le coating de glutathion sur les SPIONs 

fait directement suite au coating de citrate, en 

suivant le protocole de Vinluan et al. [111]. Les 

molécules de GSH substituent celles de citrate 

via leurs groupements carboxyles. Cette 

substitution peut s’expliquer par la différence de 

leur pKa qui indique le caractère plus acide des groupements carboxyles du GSH par 

rapport à ceux du citrate : 𝑝𝐾𝑎𝑐𝑖𝑡𝑟𝑎𝑡𝑒
𝐶𝑂𝑂𝐻 (1) = 3,13,  𝑝𝐾𝑎𝑐𝑖𝑡𝑟𝑎𝑡𝑒

𝐶𝑂𝑂𝐻 (2) = 4,76 ; 𝑝𝐾𝑎𝐺𝑆𝐻
𝐶𝑂𝑂𝐻(1) = 2,05, 

𝑝𝐾𝑎𝐺𝑆𝐻
𝐶𝑂𝑂𝐻(2) = 3,40. La poudre utilisée est du L-glutathion réduit (CAS 70-18-8).  

Le glutathion est ajouté à la suspension afin d’obtenir une concentration de 

0,14 M. La suspension est laissée sous agitation magnétique pendant 24h à 

température ambiante.  

Figure 35 : formule du L-glutathion 

Figure 34 : schéma du greffage de citrate à la surface de maghémite, extrait de [6]. 
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Les particules sont ensuite précipitées par aimantation (le contenant est posé 

sur un aimant puissant) et redispersées en ajoutant de l’eau puis de l’éthanol avec 

un ratio eau/éthanol 2:1. Le pH est ajusté à 2 à l’aide d’HCl 1M et la suspension est 

vigoureusement mélangée. Les particules sont de nouveau précipitées par 

aimantation et redispersées dans l’eau. Le pH est ajusté à 7 à l’aide de NaOH 1 M.  

Différentes méthodes de purifications ont également été testées :  

• La centrifugation, identique à celle des SPIONs@citrate (3k g, 3 min), 

qui n’a aucun effet sur la suspension  

• La décantation magnétique qui, de même, n’a aucun effet sur la 

suspension, ce qui peut démontrer une stabilité accrue des 

SPIONs@GSH par rapport aux SPIONs@citrate 

• La SEC (Size Exclusion Chromatography, Chromatographie d’exclusion 

de taille) 

• La dialyse 

• La spin filtration (5k g 15 min 30 kDa) (Figure 36) entraîne une fixation 

des SPIONs sur la membrane 

L’efficacité de ces méthodes sur la dispersion des SPIONs@GSH seront 

évaluées plus bas dans la partie caractérisation. 

I.A.2.c) Polymères biocompatibles 

i. PEG 

 La poudre est directement introduite dans la 

suspension de SPIONs avec un rapport final massique 

SPIONs:PEG de 1:3,5. Le pH est ajusté à 11 afin de 

déprotoner le groupement –SH. L’ensemble est 

vigoureusement mélangé pendant 24h à température 

ambiante. La suspension est ensuite centrifugée 15 

min à 5k g avec un filtre 50 kDa - ce qu’on appelle spin-

filtration, illustrée en Figure 36 – puis redispersée dans 

de l’eau DI. 

ii. PVA 

Des PVA de deux masses moléculaires, 12kDa et 31 kDa, et avec trois 

différents groupements fonctionnels (COOH, OH et NH2) ont été utilisés. Les PVA 

utilisés sont les suivants : PVA Mowiol 3-85 (12 kDa) M12 (NH2 functionalized: 80-

140 kDa); KL506 (COOH functionalized: 30-50 kDa) from Kuraray. PVA Mowiol 4-88 

(31 kDa) from Merck.  

Les SPIONs@PVA sont les particules utilisées dans une manipulation 

biologique résultant en une publication introduite dans le chapitre 3. Les détails du 

protocole et les caractérisations de ces particules sont donc présentés dans cette 

publication et ne seront donc pas abordées dans ce chapitre 2. 

 

centri 

filtre 

Figure 36 : illustration de la spin-

filtration 
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I.B. Caractérisation des nanoparticules et de leurs 

fonctionnalisations  

I.B.1. Caractérisation des nanoparticules d’oxyde de fer 

Le protocole de synthèse choisi possède l’avantage de produire des lots 

importants. Ainsi, les SPIONs utilisés tout au long de la thèse proviennent de la même 

synthèse. Pour cette raison, une attention particulière a été portée à la caractérisation 

des nanoparticules nues.  

I.B.1.a) Structure  

i. Taille hydrodynamique et dispersité 

La DLS mesure les variations d’intensité d’un rayonnement laser passant au 

travers d’un échantillon, et utilise un corrélateur pour comparer cette intensité à t et 

t+δ. C’est à partir de cette corrélation qu’est déterminé le coefficient de diffusion via 

l’algorithme de l’analyse des cumulants dans notre cas. Le corrélogramme correspond 

aux résultats « bruts » et permet d’avoir des indications sur la taille et la 

monodispersité des échantillons. Il est surtout examiné lorsque la distribution en 

intensité est estimée ambiguë. Avec la distribution en intensité, la DLS indique le 

diamètre hydrodynamique moyen des particules. En prenant en compte l’absorption 

et l’indice de réfraction du matériau, respectivement de 0,1 et 2,24 pour les SPIONs, 

une estimation de la taille des cristallites est donnée. 

Les SPIONs synthétisés ont un diamètre hydrodynamique de 27 nm, avec un 

PDI (indice de polydispersité) de 0,3 (Figure 37). Le PDI est le carré du rapport de 

l’écart-type et du diamètre hydrodynamique moyen. Sans dimension et compris entre 

0 et 1, il donne une indication sur le caractère mono-disperse ou non de la 

suspension. D’après les normes ISO 22412, un échantillon mono-disperse de 

particules sphérique possède un PDI < 0,07. Cependant d’après Malvern [112], de 

tels échantillons correspondent notamment aux standards de latex et aux 

nanoparticules synthétisées expressément pour avoir une distribution mono-

disperse. En pratique, les algorithmes de calculs de distributions de la DLS 

conviennent pour des mesures ayant des PDI jusqu’à 0,7. Dans nos applications, la 

mono-dispersité est considérée comme satisfaisante lorsque le PDI est inférieur à 

0,25.  

(a)          (b) 

Figure 37 : (a) distribution en intensité et en nombre des SPIONs (b) corrélogramme. 

distribution en intensité 

distribution en nombre 



Nanoparticules d’oxyde de fer 

61 
 

En plus de ce PDI élevé et malgré une fonction de corrélation satisfaisante 

visible en Figure 37b (interception supérieure 0,8 et pente abrupte avec une valeur 

de 0 atteinte pour un temps t < 1000µs), des objets d’une taille supérieure à 1000 

nm en intensité sont observés, probablement dû à la présence d’agrégats. On 

l’explique par la dilution x10 dans l’eau DI : les SPIONs dits « nus » sont stables dans 

leur milieu post-synthèse, c’est-à-dire en milieu aqueux à pH acide (entre 2 et 3), et 

instable à pH plus élevé (ici, pH 6). Ceci explique en partie la nécessité d’une 

fonctionnalisation. 

Bien que la valeur du diamètre moyen en intensité soit celles les plus 

fréquemment utilisées, d’autres données peuvent nous donner plus d’informations. 

La distribution en nombre présente un pic étroit avec un maximum à 11 nm. Des 

précautions sont à prendre : la distribution en nombre favorise les plus petites 

particules et une différence entre la valeur donnée en intensité et celle donnée en 

nombre peut souligner un état d’agrégation.  

Les résultats des analyses DLS 

sont stables au cours du temps. Sur 

la Figure 38 sont présentés les 

distributions de taille en intensité DLS 

des SPIONs nus fraîchement diluées 

10x dans de l’eau DI. Aucune 

variation de taille hydrodynamique 

n’est observée après trois ans, 

démontrant que les SPIONs restent 

inchangées dans leur milieu d’origine 

pendant au moins cette durée. C’est 

un atout majeur pour des synthèses produisant des lots importants. Ceci a permis 

l’utilisation du même batch tout au long de cette thèse. 

 

ii. Morphologie  

La diffraction des rayons-X (DRX) permet d’analyser la structure cristalline des 

particules. Le diffractogramme correspond à celui de la structure magnétite (Figure 

39). Cependant, la maghémite et la magnétite sont difficilement différentiables  par 

cette technique [113]. 

Figure 38 : Analyse DLS des SPION fraîchement dilués 

10x dans l’eau DI s nus post synthèse (t1) et après 3 ans 

(t3). 
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Le paramètre de maille est déterminé par le logiciel Topas et est de a = 8,358 

Å. Avec a(magnétite) = 8,391 Å et a(maghémite) = 8,345 Å, les SPIONs sont donc 

constitués de magnétite partiellement oxydée. L’analyse du diffractogramme permet 

par ailleurs de déterminer la taille de cristallite qui est de 8,7 nm. Cette valeur reste 

à confirmer par microscopie électronique en transmission (MET).   

L’analyse par MET des particules (Figure 40) montre qu’elles possèdent un 

diamètre moyen de 8,1 ± 1,6 nm. Cette taille est en accord avec la moyenne de la 

distribution en nombre trouvée en DLS et avec la taille moyenne déduite des 

diffractogrammes. Leur morphologie est globalement sphérique, ce qui confirme que 

l’approximation sphérique utilisée pour les analyses BET (plus bas), DRX et DLS est 

valide. 

20 nm 20 nm 

Figure 40 : Clichés TEM des SPIONS synthétisés et histogramme de leur diamètre, mesurés via le logiciel ImageJ. 

Comptage sur 300 particules.  

Figure 39 : Diffractogramme des SPIONs nus et pics de la fiche PDF (Fichier de Diffraction de 

Poudre) n°00-065-0731. 
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Les SPIONs sont synthétisés en grand volume à concentration suffisamment 

élevée pour être lyophilisés ce qui permet de les caractériser via des méthodes 

nécessitant de travailler avec des poudres. 

L’analyse par BET (Brunauer, Emmett, Teller) permet d’obtenir la surface 

spécifique des nanoparticules. Pour les particules d’oxyde de fer, un dégazage de 4h 

à 100°C sous vide est effectué. Une surface de 165,25 ± 0,5 m²/g est déterminée. Le 

diamètre, calculé en supposant que les nanoparticules sont non poreuses et 

sphériques, est obtenu à l’aide de la formule suivante [114] :  

Ø𝐵𝐸𝑇 =
6000

𝜌 .  𝑆𝐵𝐸𝑇
 

Avec SBET la surface spécifique (m²/g), ØBET le diamètre (nm) et ρ la masse 

volumique (g/cm3). En considérant des nanoparticules de structure magnétite (ρ = 

5,2 g/cm3), ØBET = 7,0 ± 0,02 nm. En les considérant de structure maghémite (ρ = 

4,86 g/cm3), ØBET = 7,5 ± 0,02 nm. Le diamètre obtenu par mesure BET est donc 

compris entre 7 et 7,5 nm. Il est très proche du diamètre obtenu par TEM. 

iii. Concentration 

La lyophilisation qui est utilisée pour obtenir la poudre nécessaire à certaines 

des méthodes de caractérisation permet d’estimer la concentration en 

nanoparticules, qui est ici de 8,4 mgNPs/mL.  

La concentration en fer obtenue par ICP/AES (Spectroscopie d'Emission 

Atomique à Plasma à Couplage Inductif) est de 6,3 mg/mL, soit une concentration en 

Fe2O3 de 8,9 mg/mL. 

Le rendement calculé à partir de la concentration en fer est de l’ordre de 20%. 

Cette faible valeur n’est pas surprenante : au cours de la synthèse, les surnageants 

éliminés étaient d’une couleur jaune orangée indiquant la présence d’ions Fe3+. De 

plus, les pertes sont importantes lors de la récupération des particules après les 

étapes de centrifugation. 

La susceptibilité magnétique (SM) d’une suspension de nanoparticules d’oxyde 

de fer permet également de déterminer leur concentration. Cette propriété, 

intrinsèque au matériau, peut être mesurée à l’aide d’un instrument de mesure de 

susceptibilité magnétique,  à l’aide d’une courbe de calibration reliant susceptibilité 

magnétique et concentration en particule [115] 

(Figure 41). Cette méthode présente l’avantage 

d’être rapide (analyses de 3 secondes), simple 

(ne nécessite pas de préparation d’échantillon 

particulière) et non destructive comparée aux 

autres méthodes de détermination de 

concentration telles que l’ICP. De plus, la SM ne 

prend en compte que le fer des nanoparticules 

magnétiques, ce qui est d’autant plus 

avantageux pour les applications biologiques où 

les ions endogènes sont parfois pris en compte 

par d’autres techniques. La limite de détection 

est de 2 µgFe/mL [115]. La valeur de la 

Figure 41 : courbe de calibration reliant la 
susceptibilité magnétique à la concentration 

en NPs. 
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suspension stock est déterminée à 5,6 mgNPs/mL. 

Dans la suite des manipulations, la concentration déterminée par 

susceptibilité magnétique sera utilisée, compte tenu de la vitesse d’analyse et de son 

caractère non destructif.  

I.B.2. Caractérisation des fonctionnalisations 

I.B.2.a) GSH et citrate 

Dans cette partie les coatings de citrate et de GSH sont abordés simultanément 

dans la mesure où lors des manipulations le coating de GSH succède directement au 

citrate, et où les méthodes de caractérisation sont strictement identiques. 

i. Comparaison des méthodes de purifications 

Tout d’abord, une comparaison de différentes méthodes de purification est 

conduite. Les méthodes testées sont les suivantes : la spin-filtration, la 

centrifugation, la dialyse (filtre de 15 kDa), la décantation magnétique, et la 

chromatographie d’exclusion stérique (SEC Size Exclusion Chromatography) (colonne 

GE Healthcare PD-10). Des analyses DLS sont présentées en Figure 42, et les valeurs 

associées dans le Tableau 3. Pour la spin-filtration et la centrifugation, techniques 

apparentées car elles diffèrent seulement par le tube utilisé, les paramètres 

déterminés les plus adéquats sont une centrifugation de 5kg pendant 15 min pour 

les SPIONs@citrate et une spin-filtration de 5kg pendant 15 min 30 kDa pour les 

SPIONs@GSH.  

Pour les SPIONs@citrate, la dialyse provoque une forte sédimentation des 

nanoparticules et l’utilisation d’une colonne SEC produit une agrégation des 

nanoparticules en haut de la colonne. Elles ne sont donc pas considérées dans la 

suite de cette étude. 

Pour les SPIONs@GSH, la décantation magnétique n’a aucun effet, ce qui peut 

être expliqué par la stabilité de la suspension avec ce ligand. Il a été montré que le 

greffage de ce ligand n’affecte en rien la phase cristalline des SPIONs [116].  

Figure 42 : analyse DLS en intensité des SPIONs avec un coating de a) citrate et b) GSH, avec différentes 

purifications. 

Tableau 2 : récapitulatif des tailles et concentrations des SPIONs nus 

hydrodynamique MET BET DRX lyoph ICP MS

27 ; PDI : 0,3 8,1 ± 1,6 7,5 9 8,37 9 5,6

tailles (nm) concentrations (mgNP/mL)
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Par ailleurs, la purification entraîne 

une baisse du diamètre moyen (26 nm contre 

42 nm pour le citrate, 26 nm contre 34 nm 

pour le GSH), et une baisse du PDI (0,15 nm 

contre 0,35 pour le citrate, 0,22 contre 0,31 

pour le GSH) qui confirme une purification 

efficace des suspensions.  

De plus, les SPIONs@citrate et 

SPIONs@GSH purifiés présentent des tailles 

similaires à celle des SPIONs nus (Figure 42 

et les valeurs associées à ces courbes en 

Tableau 3). Ceci était attendu dans la mesure où les molécules sont petites (I.A.2). 

Cependant, la fonctionnalisation des SPIONs avec ces molécules entrainent souvent 

une agglomération et peu d’informations sur la purification sont apportées [111]. 

Avec l’optimisation de cette étape, l’allure plus fine des courbes et surtout leur PDI 

plus faibles suggèrent que le greffage du citrate et du GSH a bien eu lieu (le pH des 

SPIONs@GSH et des SPIONs@citrate étant proche de 6,5). Afin de confirmer ces 

greffages, des analyses via d’autres méthodes ont été conduites (ATG, XPS). 

 Dans la suite, seules les SPIONs@citrate centrifugées et les SPIONs@GSH SEC 

seront étudiées car elles possèdent les meilleures valeurs de PDI.  

Le cas des SPIONs@GSH dialysés est à part : une augmentation de 80 nm du 

diamètre moyen est observé, mais avec un PDI correct. Ceci suppose que les 

nanoparticules forment de plus gros agglomérats. Pour éclaircir ce point, les 

SPIONs@GSH dialysées seront aussi analysées. 

ii. Caractérisation des fonctionnalisations 

Les concentrations en SPIONs déterminées par MS sont en moyenne de 5,5 

mg/mL pour les SPIONs@citrate et de 4 mg/mL pour les SPIONs@GSH, soit des 

rendements de 98% pour les SPIONs@citrate et de 71% pour les SPIONs@GSH. 

Les résultats précédents obtenus par DLS 

indiquent le greffage plausible des molécules à la 

surface des nanoparticules. Le potentiel zêta 

(Tableau 4), à pH 6, évolue de 30 mV pour les 

SPIONs nus à -40 mV pour les SPIONs@citrate et -

35 mV pour les SPIONs@GSH après purification, ce 

qui confirme la présence des molécules à la surface 

des nanoparticules. 

De plus, l’analyse thermogravimétrique (ATG) indique une perte de masse plus 

importante pour les SPION@citrate centrifugées (36%) que pour les SPIONs@GSH 

dialysés et SEC (17%). Ces pertes de masse sont plus élevées que celle obtenue pour 

les SPIONs nus (3%), mettant en évidence la présence de molécules à la surface des 

nanoparticules. Aucune différence n’est observée entre les SPIONs@GSH dialysées et 

SEC. La valeur élevée de perte de masse pour les SPIONs@citrate démontre une 

purification inefficace. 

Tableau 3 : diamètre hydrodynamique moyen et 
PDI des purifications de SPIONs@citrate et 

SPIONs@GSH 

échantillon Ø (nm) PDI

nus 23 0,3

citrate 42 0,35

citrate decant. 35 0,24

citrate centri 26 0,15

GSH 34 0,31

GSH dialyse 104 0,21

GSH SEC 25 0,2

GSH centri 26 0,22

échantillon purification ZP (mV)

nus 0 30

citrate centrifugation -35

GSH SEC -40

Tableau 4 : potentiels zêta des coating 

de SPIONs à pH 6 
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Ces résultats ATG, couplés à la 

surface spécifique des SPIONs nues 

déterminée via BET (Tableau 2), 

permettent de calculer le taux de 

greffage des molécules (en 

molécules/nm²) [117]. 

𝑛𝑚𝑜𝑙𝑒𝑐𝑢𝑙𝑒𝑠 =

∆
𝑀𝑚𝑜𝑙𝑒𝑐𝑢𝑙𝑒

× 𝑁𝐴

(100 − ∆) ∗ 𝑆𝐵𝐸𝑇 × 1018
 

Où NA est le nombre d’Avogadro (6,02 

1023), Δ la perte de masse en %, Mmolécule 

la masse molaire de la molécule (g/mol) 

et SBET la surface spécifique des SPIONs 

(165,25 m²/g). 

Nous obtenons 2-3 molécules par nm² 

pour le GSH et 10 molécules par nm² 

pour le citrate (Tableau 5). 

 

 

La spectrométrie de photoélectrons induits par rayon X (XPS) est une 

technique d’analyse de surface des nanoparticules. Elle permet tout d’abord une 

détermination des éléments présents dans l’échantillon et de leurs états 

électroniques, et la vérification de la présence ou non de contaminations. Une 

quantification des éléments est ensuite menée, notamment pour Fe, C et O, suivie de 

la décomposition des niveaux d’énergie afin de distinguer d’une part le greffage ou 

l’adhésion des molécules souhaitées à la surface des nanoparticules, et d’autre part 

l’efficacité des purifications. Le détail de la méthode de traitement est présenté en 

annexe. 

échantillon Δ (%) M (g/mol) Molécules / nm²

SPIONs@GSH SEC 17 307,32 2,4

SPIONs@citrate centri 36 192,1 10,6

Tableau 5 : ATG : nombres de molécules par nm²  
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Le tableau ci-dessous présente la quantification des éléments présents dans 

les SPIONs nus, les SPIONs@GSH et les SPIONs@citrate, ainsi que le rapport carbone 

sur fer. Des contaminations, pouvant provenir de manipulations manuelles (Na, Ca), 

sont observées mais restent négligeables (<1 %). Le silicium détecté dans l’échantillon 

SPIONs@citrate pourrait provenir des gants ou de l’équipement de mesure utilisé 

[118]. La quantité de carbone et d’oxygène augmente drastiquement avec le 

glutathion et le citrate, ce qui va dans le sens d’une validation des 

fonctionnalisations. Pour le citrate, le fer n’est pas détecté. La technique analysant 

2-3 nm en profondeur, cette absence de détection peut s’expliquer par l’épaisseur 

conséquente de citrate, dû à une purification peu efficace par la centrifugation. La 

présence de sodium à 7% provient de la poudre utilisée (tri-sodium citrate dihydrate) 

et indique également une purification incomplète.  

La décomposition des bandes d’énergie est illustrée en Figure 43 pour le citrate 

et Figure 44 pour le GSH. Les composantes principales sont attribuées à partir des 

énergies de liaisons à l’aide de tables [119], [120], de références [117] et des analyses 

des molécules brutes. 

• SPIONs citrate : L’apparition d’une composante à 288 eV pour les SPIONs 

fonctionnalisés qui correspond à la liaison O-C=O du citrate, couplée à la 

C O Fe Na Ca N Si

SPIONs nus 3,98% 20,72% 75,30% 5,29

SPIONs GSH (SEC) 13,18% 22,18% 63,37% 0,38% 0,59% 0,31% 20,8

SPIONs GSH (dialyse) 14,53% 22,51% 62,22% 0,74% 23,35

SPIONs citrate 49,14% 42,55% 7,12% 1,19%

élément
surface C/Fe

Tableau 6 : Analyse XPS des SPIONs nus et fonctionnalisés : éléments présents et leur quantifications. 

C-C/C-H  

C-C/C-H  O-C=O 

C-OH 

C-C/C-H  

O-C=O 

Figure 43 : Analyses XPS : décompositions des niveaux d’énergies C1s et O1s des SPIONs nues, SPIONs@citrate et 

du tri sodium citrate dihydrate (TSCD). 
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diminution de la contribution O-C=O pour les SPIONs citrate comparés au 

TSCD pur peut s’expliquer par le greffage des molécules via la fonction 

carboxyle. Le niveau O1s met lui aussi en évidence l’apparition des 

composantes du citrate à 535 et 532 eV. 

 

• SPIONs GSH : l’apparition d’une composante à 287 eV qui est attribuée aux 

liaisons C-N ainsi que l’augmentation de la composante O-H de l’oxygène à 

531 eV (48%) révèle la présence de la molécule. 

Par ailleurs, en comparant la dialyse et le SEC (Tableau 7), les résultats XPS 

confirment ceux obtenus par ATG, c’est-à-dire qu’il n’y a pas plus de GSH sur les 

SPIONs@GSH SEC que sur celles dialysées. Le diamètre hydrodynamique plus élevé 

pour les SPIONs@GSH dialysées que pour les SPIONs@GSH SEC peut donc 

s’expliquer par une agglomération des particules. Par ailleurs, la purification par 

dialyse est la plus intéressante car elle permet de purifier en plus grande quantité et 

est moins coûteuse que l’utilisation de colonne SEC (plusieurs dizaines de mL contre 

1 mL). 

 

O
2-

 

C-C/C-H  C-C/C-H  C-C/C-H  

C=O 

OH 

OH 

O
2-

 

OH 

H-O-H 

Figure 44 : Analyses XPS : décompositions des niveaux d’énergies C1s et O1s des SPIONs nues, SPIONs@GSH et 

du glutathion. 

C-NH2 

C-NH2 

O2- (Fe2O3) 



Nanoparticules d’oxyde de fer 

69 
 

La stabilité des différents systèmes est vérifiée par analyse DLS 1h après 

introduction des nanoparticules dans le PBS (Phosphate Buffered Saline). Les 

résultats sont présentés dans la Figure 45 pour les SPIONs à 0,5 mgNPs/mL avant 

et après 1h (volumes 50:50). 

Ces données nous confirment que 

ces SPIONs peuvent être utilisées pour 

des manipulations biologiques. De plus, 

elles valident la fonctionnalisation car 

les SPIONs nus sédimentent 

instantanément en étant dilués dans un 

autre milieu que celui post-synthèse 

(aqueux à pH acide) (Figure 46). 

 

 

I.B.2.b) PEG 

L’analyse par DLS des SPIONs PEG-SH et celle des SPIONs nus en Figure 47 

montrent une augmentation de taille d’une vingtaine de nm pour les SPIONs@PEG-

SH(350) (de 27 nm de diamètre moyen à 47 nm avec un PDI de 0,25) et de 66 nm 

pour les SPIONs@PEG-SH(2k) (de 27 nm à 93 nm avec un PDI de 0,24) qui pourrait 

correspondre au greffage du PEG à la surface des nanoparticules. Les courbes après 

et avant centrifugation sont ajoutées pour PEG-SH(350) et démontrent que la 

centrifugation n’impacte pas la taille des nanoparticules. 

Afin de valider la présence du PEG à la surface des SPIONs, une analyse XPS 

a été conduite. Une augmentation drastique du pourcentage en carbone (de 4 à 20%) 

Figure 47 : analyse DLS des SPIONs PEG-SH (en intensité) et fonctions de corrélation correspondantes. 

Figure 45 : Analyses DLS des SPIONs citrate et GSH dans le PBS. 

Figure 46 : Analyse DLS des SPIONs nus dans le PBS 
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est observé, correspondant au carbone des chaînes des polymères (Tableau 7). La 

présence de Ca, Na et Si correspond à des contaminations lors des manipulations 

manuelles. 

La Figure 48 présente les décompositions d’énergies des niveaux C1s et O1s 

des SPIONs nus et SPIONs PEG-SG(2000). La présence de polymère se traduit par 

l’apparition de la composante à 531 eV correspondant aux liaisons O-C des chaînes. 

Ces chaines sont également visibles au niveau du carbone à 286 eV. 

Des problèmes de reproductibilité ont été rencontrés lors des essais de greffage 

du PEG-SH sur les SPIONs. La fonctionnalisation conduisait à une suspension stable 

1 fois sur 3 après purifications (sédimentation instantanée.) Ces essais ne sont donc 

pas concluants. Il a été de nombreuses fois démontré qu’un PEG avec un groupement 

catéchol, phosphonate ou carboxyle est aisément greffable à la surface des SPIONs 

[18]. Par la suite, il est donc préférable d’utiliser ce type de PEG pour des 

fonctionnalisations SPIONs@PEG.  

I.C. Conclusion sur les nanoparticules d’oxyde de fer 

Les nanoparticules d’oxyde de fer ont été synthétisées en quantité importante 

(e. g. 500 mL à 5 mgNPs/mL) et caractérisés par différentes techniques : DLS, DRX, 

TEM, ATG, zétamétrie, XPS, SM. Leur taille hydrodynamique dans leur milieu original 

est de 27 nm et leur taille morphologique de 8,1 ± 1,6 nm. Les suspensions sont 

instables après introduction en milieu aqueux mais stables dans leur milieu d’origine 

C O Fe Na Ca N Si

SPIONs nus 3,98% 20,72% 75,30% 5,29

PEG-SH(2k) 19,89% 26,54% 50,89% 1,40% 0,07% 0,20% 1,01% 39,08

surface 
élément

C/Fe

Tableau 7 : analyse XPS : éléments présents et pourcentages atomiques des SPIONs nus et SPIONs PEG-SH(2k). 

O2- 

(Fe2O3)

Figure 48 : Analyses XPS : décompositions des niveaux d’énergies C1s (droite) et 

O1s (gauche) des SPIONs nues (haut) et SPIONs@PEG-SH(2000) (bas). 

C-O(PEG) 

(Fe2O3)

O-C(PEG) 

(Fe2O3)
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pendant au moins 3 ans ce qui permet de faire des études sur des particules 

identiques tout au long d’un projet. 

Un coating de citrate puis de GSH a été ajouté puis caractérisé. Des essais 

avec du PEG-SH ont été conduits, mais même si les molécules se greffent 

probablement à la surface des nanoparticules, des problèmes de reproductibilité ont 

été rencontrés. Il est donc préférable d’utiliser un PEG avec une fonction carboxyle 

possédant plus d’affinité pour la surface dans de futurs travaux. 

Les coatings de SPIONs sont purifiables par différentes techniques. Les 

méthodes retenues sont la centrifugation pour les SPIONs@citrate et la SEC pour les 

SPIONs@GSH (Tableau 8). La dialyse est prometteuse dans la mesure où elle permet 

de purifier de plus grandes quantités sans déstabiliser les suspensions, cependant 

l’augmentation du diamètre hydrodynamique indique un état d’agglomération 

différent, plus important, des nanoparticules.  

II. Nanoparticules d’or 

II.A. Littérature 

II.A.1. Généralités 

Tout comme les SPIONs, il existe de nombreuses méthodes de synthèse de 

nanoparticules d’or. Ces méthodes sont d’autant plus variées que les morphologies 

sont multiples (I.B.2). Les revues publiées sur ce sujet sont nombreuses (508 ces cinq 

dernières années selon Web Of Science avec le critère de recherche « gold nanoparticle 

synthesis »). Le but ici est donc de donner un aperçu sommaire des différentes 

méthodes chimiques utilisées, en considérant seulement les nanoparticules 

sphériques. Le tableau ci-dessous, inspiré de  O. Pluchery [65], indique les avantages 

et inconvénients de chacune avec les gammes de tailles possiblement synthétisables.  

Tableau 9 : méthodes de synthèses chimiques des nanoparticules d’or et leurs atouts et inconvénients, inspiré de 

[65], mis à jour et enrichi des principes des méthodes. Les tailles font référence aux diamètres morphologique (TEM). 

méthode principe 
taille 
(nm) 

stabilisant milieu avantages inconvénients 
réf / 

extrait 
de  

réduction 

de 
Turkevich-

Frens 

réduction d'un 

sel d'or par un 
réducteur 

 10-80  

tri sodium 

citrate 
dihydrate 

aqueux 

peu coûteux, simple, 

variation possible de 
la taille 

mécanismes 
toujours en 

étude, 
distribution en 

taille  

[65] 

synthèse 
de Brust 

transfert de 
phase puis  

polymérisation 
par 

l'introduction 
d'un thiol + 
ajout d'un 

réducteur pour 

la formation du 
cœur métallique   

 1-3  thiol toluène NPs plus concentrées 
tri post synthèse 
parfois nécessaire  

[65] 

nus citratecentri GSHSEC

Øhydro (nm) 27 26 25

PDI 0,3 0,15 0,2

Tableau 8 : récapitulatif des tailles finales des suspensions de SPIONs. 
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croissance 
de germes 

diagramme 

Lamer + 
croissance via 

nucleation 
hétérogène 

 2-290 variable 
aqueux 

/ 
toluène 

bon contrôle de taille, 
distribution fine 

selon les cas : 
toxicité des 

produits, 
difficulté 

d'échange de 
ligand, simplicité 

de la synthèse 

[17][18] 

micro-
émulsion 

micelles 
inverses 

utilisées comme 
micro-réacteurs 

 1-50  variable  
Aqueux 
vs orga  

distribution fine   [123][125] 

synthèses 
vertes 

réduction par 
extrait de 
plantes 

10-140   aqueux 

respectueux de 
l'environnement 

(double : moindre 
coût énergique, pas 

d'utilisation de 
produits toxique), 

manipulation simple, 
larges lots possibles, 

peu coûteux 

homogénéité, 
rendement, 

pureté selon les 
cas  

[123][126] 
[21][22] 

Au55 

réduction de 
Ph3PAuCl par 
flux gazeux de 
B2H6 à 60°C + 

stabilisation par 
un ligand 

1,4 
PPh3 

(échangea

ble) 

aqueux 
/ 

organiqu

e 

stables, homogène, 
propriétés 

électronique 

remarquables 

haute toxicité [65] 

radiolyse 
par 

faisceau X 

ou γ 

réduction d'un 
sel d'or par un 
rayonnement 

ionisant 

 3-100  
PVA-

CTAB… 
aqueux 

bon contrôle taille, 

pas d'ajout de réactif 
supplémentaire : 

formation de AuNPs 
possible dans des 

matrices ou support 
poreux 

coûteux [65] 

 

La méthode choisie est la réduction d’un sel d’or, notamment celle de 

Turkevich, car elle s’effectue en milieu aqueux et permet l’obtention de différentes 

tailles. Les méthodes dites « vertes », où le réducteur est un extrait de plante, sont 

récentes et estimées très prometteuses notamment par leur caractère safer-by-

design, et mériteraient d’être prises en compte pour les prochains travaux.  

II.A.2. Synthèses par réduction d’un sel d’or : mécanismes 

La synthèse repose sur la réduction du sel d’or HAuCl4*3H20 en solution. Le 

réducteur peut être le citrate, un rayonnement ultra-violet, ou encore l’acide 

ascorbique. Cette réduction est impactée par différents paramètres comme le pH, le 

ratio molaire, la force ionique ou encore l’ordre d’introduction des réactifs [129]. 

La méthode la plus courante est la méthode de Turkevich [130]. Ici, le 

réducteur est le citrate, provenant de la poudre TSCD (tri sodium citrate dihydrate) 

dissoute dans de l’eau DI. Lors de la synthèse, le citrate joue à la fois le rôle du 

réducteur et du stabilisant. 

Plusieurs variations de la synthèse de Turkevich ont été testées : 

1. La variante V0, avec ajout du borohydrure de sodium (NaBH4) en plus 

du citrate, à température ambiante 

2. La V1, sans NaBH4, à des températures supérieures à 80°C, avec 

ajustement de pH 

3. La V2, sans NaBH4, à des températures supérieures à 100°C, sans 

ajustement de pH 

4. La V3 avec du glutathion 
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 Les différences de procédé soulèvent des questions quant au mécanisme sous-

jacent. 

On explique la réduction du sel d’or dans le cas 

de V0 par le caractère réducteur du NaBH4, supérieur 

par rapport au citrate avec E°citrate = -0,180 V et 

E°borodydride = -0,481 V. NaBH4 est aussi utilisé lorsque 

des stabilisants thiolés comme le glutathion sont déjà 

présents dans la solution, les complexes Au-Thiol étant 

trop stables pour être réduits par du citrate. Dans le cas 

de V1 et V2, de manière générale, chauffer une réaction permet de l’accélérer. 

Cependant, il a été démontré que le chauffage entraîne la dégradation thermique du 

citrate, formant du dicarboxyacetone (DCA ou DC2-) et que cette molécule et sa 

réactivité jouent un rôle dans la réduction de AuIII en AuI avec la formation plausible 

de DCA-AuI [131]. On aurait donc ici AuIII → AuI → Au0.  Le mécanisme proposé est 

illustré en Figure 49, extrait de [132]. 

 

La méthode de Turkevich date de 1951, et il est intéressant de noter que les 

mécanismes sous-jacents de cette synthèse ainsi que l’étude de l’impact des 

différents paramètres font toujours l’objet de recherches, avec des publications 

traitant de ce sujet datant de moins de dix ans [133]–[136]. 

Les mécanismes de cette 

synthèse sont initialement et 

parfois encore expliqués via la 

théorie de LaMer. Le précurseur 

est réduit en solution, formant des 

monomères jusqu’à atteindre une 

concentration critique, on parle de 

sursaturation. A partir de cette 

concentration les monomères vont 

former des agrégats – appelés 

nuclei. S’ensuit une étape de 

croissance où les monomères restants en solution vont venir grossir les nucléis, 

formant ainsi les nanoparticules. Cela suppose une réduction de l’or telle que [137] :  

AuIII   →   Au0   

 

D’autres études réexaminent les mécanismes sous-jacents et remettent en 

question le diagramme de LaMer, à cause notamment de l’incapacité du peu de 

modèles existants à expliquer l’influence des différents paramètres.  Ceci s’explique 

par les difficultés à analyser le système en cours de réaction [138].  

Figure 50 : illustration du diagramme de LaMer pour les 

nanoparticules d’or. Extrait de [32]. 

Glutathion (GSH) 

Figure 49 : mécanismes de Turkevich en deux étapes : réaction oxydo-réduction initiale (R1) suivie 

d’une dismutation (R2), extrait de [30]. 
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Un exemple est celui de l’étude de 

Méndez et al. [134], qui met en évidence 

un état d’agglomération supérieur via l’UV 

et le TEM au début de la synthèse, propose 

une étape d’agglomération et de 

désagrégation. De petites particules 

forment des agglomérats, ceux-ci 

grossissant les forces de répulsion 

augmente et les petites particules se séparent (Figure 51). Certains articles réfutent 

cette théorie de formation d’agrégats, [139], [140], le nombre de nanoparticules étant 

fixé dès le début de la synthèse. Comme le souligne Wuithschick [133], les travaux 

de Takiyama (1958) avançaient déjà que le nombre de NPs était déterminé en début 

de réaction. 

Après une étude bibliographie, il ressort que le mécanisme de formation des 

nanoparticules le plus accepté et valide pour une large gamme de variations 

paramétriques est celui de la croissance par graines, ou « seed-mediated growth ». Ce 

mécanisme est mis en évidence par les travaux pionniers de Polte et al. qui ont 

analysé in situ la réaction par SAXS/XANES (Small Angle X-ray Spectroscopy / X-

ray Absorption Near Edge Structure) [138]. Du même groupe, les publications de 

Ketteman [135] et Wuithschick [133] complètent la compréhension de la synthèse. 

Une partie du précurseur est réduite résultant en la formation de clusters, 

formant ensuite des germes (1,5 nm de diamètre). Expliqué par un changement de 

réactivité des réactants, la réduction des ions Au3+ n’a plus lieu, le précurseur restant 

étant réduit dans la double couche électrique (EDL : Electrical Double Layer) (Figure 

52). 

 

Figure 51 : les différentes étapes de formation des 
nanoparticules d’or par réduction d’un sel d’or selon 

Méndez et al. [28]. 

Figure 52 : mécanismes de formation des nanoparticules d’or dans la synthèse de Turkevich, extrait de [32]. Lors 
de la formation des germes, AuCl4- est réduit en Au0 par les espèces plus ou moins réduites du citrate (chemin 

2-4). Puis les AuCl4- ne sont plus présents dans la solution : attirés par l’EDL, ils ont formé des complexes [AuCl4-

x(OH)x]- avec les espèces du citrate, puis sont réduits par l’EDL. 
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II.B. Synthèse : méthodologie & caractérisation 

II.B.1. Avec NaBH4 

II.B.1.a) Manipulations  

Le premier protocole testé est celui utilisant NaBH4, s’effectuant à température 

ambiante. Les produits utilisés sont les suivants : trihydrate d’acide 

tétrachloroaurique(III) [HAuCl4*3H20] (CAS 16961-25-4), Tri Sodium Citrate 

Dihydrate ou TSCD (CAS 6132-04-3), Sodium Borohydride [NaBH4] (CAS 16940-66-

2). 

Sous agitation magnétique à température ambiante, sont rajoutés dans de 

l’eau DI respectivement : un volume de HAuCl4 * 3H20 préalablement dissout dans 

l’eau DI à une concentration de solution stock à 10 mg/mL, un volume de TSCD à 

250 mg/mL puis un volume de NaBH4 à 0,1 mg/mL. Les solutions sont préparées le 

jour même. Les synthèses sont effectuées en faisant varier plusieurs paramètres 

alternativement : le volume d’H20, la concentration en citrate, la concentration en sel 

d’or ou la concentration en NaBH4, afin d’observer leur potentiel impact sur la taille 

des nanoparticules formées. Une coloration pourpre, témoin de la formation de 

nanoparticules d’or, est observée dès l’injection du NaBH4. La suspension est agitée 

5 min.   

II.B.1.b) Caractérisation 

i. Analyses DLS 

L’analyse DLS, rapide et non destructive, permet d’avoir une estimation de la 

taille moyenne des particules, de la dispersité et de la stabilité de la suspension. Elle 

est donc l’outil de routine dans les manipulations de ce chapitre. 

(a) Tailles hydrodynamiques et dispersité 

Le premier constat des synthèses V0 - Turkevich avec NaBH4 - est la 

polydispersité de la plupart des suspensions avec des PDI supérieurs à 0,25, parfois 

supérieurs à 0,4 (Figure 53b). Sur les courbes en intensité, la polydispersité se traduit 

par la présence de multiples pics, le corrélogramme possédant une allure bi ou 

Figure 53 : a) exemple d’analyse DLS d’une suspension d’AuNPs synthétisées avec NaBH4 , b) PDI de 21 
échantillons synthétisés via la méthode de Turkevich avec NaBH4 en fonction des tailles hydrodynamiques 
moyennes des échantillons correspondants 

a)                                                                      b) 
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multimodale. Un exemple se trouve en Figure 53a : le diamètre moyen est de 9 nm 

avec un PDI de 0,257, la présence de trois pics est observé, à 9, 104 et 5000+ nm, ce 

dernier marquant la présence d’agrégats. La séparation des différentes populations 

peut s’effectuer à l’aide de la centrifugation, mais celle-ci résulte en une 

sédimentation instantanée des particules ainsi qu’une adhésion des particules à la 

paroi des tubes. Elle est donc écartée. En Figure 53b) est indiqué le PDI d’une 

vingtaine d’échantillon synthétisés avec différents paramètres en fonction de leur 

taille hydrodynamique. Le PDI est inférieur à 0,25, donc considéré comme acceptable, 

pour les tailles comprises entre 15 et 25 nm et celles supérieures à 50 nm.  

Sont présentés ci-dessous des diamètres hydrodynamiques moyens mesurés 

en DLS (en intensité) en fonction de variations expérimentales. Seul le paramètre en 

question varie, les autres concentrations sont fixes. 

o Variation de la concentration en sel d’or : des PDI aberrants (>1) ont été 

observés pour la plupart des échantillons synthétisés avec des concentrations en 

sel d’or inférieur à 10-3 M (soit 0,4 mg/mL), avec en paramètres fixes des 

concentrations en [TSCD] inférieures à 10-3 M (soit 0,29 mg/mL) et [NaBH4] = 10-4 

M (soit 3,73.10-3 mg/mL). Des problèmes de reproductibilité (différences de 30 nm 

entre deux échantillons aux paramètres de synthèse identiques) ont été rencontrés 

et résultent en un nombre insuffisant de points pour évaluer une tendance. 

Néanmoins, le paramètre [Au]/[citrate] est largement étudié dans la littérature, et 

une augmentation de la concentration en 

or entraîne une augmentation de la force 

ionique influençant à la fois la taille et la 

dispersité [141]. Par la suite, la 

concentration en sel d’or sera donc fixée à 

0,4 mg/mL. 

 

o Variation de la concentration en 

NaBH4 (Figure 54): le diamètre varie de 40 

à 20 nm pour des concentrations variant de 

5.10-3 à 0,02 mg/mL. Les PDI sont trop 

élevés dans cet intervalle de concentrations 

pour parvenir à des conclusions. On peut 

supposer que la diminution en taille quand la concentration en réducteur 

augmente s’explique par un taux de réduction, et donc de nucléation, plus élevé. 

Figure 54 : Diamètres hydrodynamiques et PDI de 

suspensions de nanoparticules d’or en fonction de 

la concentration en NaBH4.  

 [sel d’or] : 0,4 mg/mL  
[TSCD] : 0,6 mg/mL 
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o Variation de la concentration en 

citrate (Figure 55): une augmentation de la 

concentration en citrate implique une 

diminution de la taille des particules, avec 

une différence drastique entre 0,2 et 0,4 

mg/mL. Les PDI pour cette gamme de 

concentration en citrate (de 9,3.10-2 à 

9,3.10-1 mg/mL) sont corrects.  

 

 

o  Variation du volume d’eau (Figure 56) : 

une variation significative du volume d’eau 

initial (de 5 à 30 mL) qui modifie surtout les 

concentrations des différents réactifs n’a 

qu’une faible influence sur la taille : une 

légère augmentation de 40 à 50 nm. Ceci 

peut s’expliquer par la faible augmentation 

du pH (plus d’eau DI impliquant un pH 

tendant vers celui de l’eau DI, pH 6,8). 

D’après les travaux de Ji et al., une 

augmentation du pH diminue la réactivité 

des ions Au3+ [142]. L’influence du pH est 

double, car il impacte de même la 

protonation du citrate donc la stabilisation 

électrostatique des AuNPs. 

 

(b) Stabilité 

Les analyses DLS démontre également l’instabilité des échantillons, observable 

à l’œil nu par une sédimentation et un changement de couleur de la suspension. Elle 

met en évidence une augmentation de la taille et la présence d’agrégats de tailles 

supérieures à 300 nm, deux semaines après la synthèse. Un exemple est donné en 

Figure 57. 

Figure 57 : analyses DLS d’une suspension d’AuNPs synthétisée avec NaBH4 (ici, échantillon 

synthétisé avec les paramètres suivants : [sel d’or] = 0,25 mg/mL, [TSCD] : 0,6 mg/mL, NaBH4=5,10-

3 mg/mL) à jour 1 et jour 14 : mise en évidence de l’instabilité dans le temps. 

 [sel d’or] : 0,4 mg/mL 
[NaBH4] : 0,25.10-3 mg/mL 

Figure 55 : Diamètres hydrodynamiques et PDI de 
suspensions de nanoparticules d’or en fonction de 

la concentration en citrate. 

Figure 56 : Diamètres hydrodynamiques et PDI de 
suspensions de nanoparticules d’or en fonction de la 

dilution des réactifs.  

 [sel d’or]/[NaBH4] : 3,2 
[TSCD]/[sel d’or] : 0,8 
[TSCD] : 2. 10-3 M 
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Les suspensions stables dans le temps correspondent aux échantillons 

possédant une concentration en citrate dans le milieu réactionnel supérieure à 

0,45 mg/mL (soit 1,5 mM). 

Une solution à cette instabilité serait de fonctionnaliser les nanoparticules 

directement après leur synthèse. 

ii. Morphologie 

La morphologie d’un de ces échantillons (diamètre hydrodynamique de 36 nm, 

PDI 0,25, conditions de synthèse : [sel d’or] = 0,4 mg/mL, [TSCD] = 0,9 mg/mL, 

[NaBH4] = 9,5.10-3 mg/mL) est présentée en Figure 58. La taille moyenne, mesurée 

selon une unique direction (la diagonale) sur 150 nanoparticules, est de 40 ± 13 nm. 

Le large écart-type souligne la polydispersité. Les clichés TEM mettent de plus en 

évidence la non sphéricité des échantillons, avec des nanoparticules polyédriques, 

parfois cylindriques. 

Les analyses UV-visible conduites de 350 à 800 nm montrent des spectres 

possédant un seul pic (Figure 59), correspondant à la longueur d’onde de la 

résonance plasmon de surface λspr (I.B.2.b). Les spectres, avec la présence d’un seul 

et unique pic, sont similaires à ceux de NPs sphériques. Les NPs seront donc 

considérées comme des sphères par la suite. La position de la longueur d’onde λspr 

varie en fonction de la taille des particules : plus elles sont petites, plus λspr sera 

décalée vers les courtes longueurs d’onde. Les valeurs des échantillons présentés, se 

trouvant en Tableau 10, correspondent à cette tendance. Dans ces synthèses, λspr 

varie de 517 à 542 nm.  

 
100 nm 

Figure 58 : Cliché TEM des AuNPs synthétisés avec NaBH4 et histogramme de leur 

diamètre, mesurés via le logiciel ImageJ. Comptage sur 150 particules. 

λspr (nm)
ØHaiss1 

(nm)
A(450) A(spr)

A(spr) 

A(450)

ØHaiss2 

(nm)

DLS Ø 

(nm)
ε(450)

c = 

A(450)/ε(450) 

(mol/L)

c(NPs/mL)

1 537 63 0,50072 1,0086 2,01429941 47 53,63 8,18E+09 6,12E-11 1,49E+05

2 542 71 0,3614 0,73077 2,02205313 48 56,12 8,74E+09 4,14E-11 1,01E+05

3 530,5 48 0,1283 0,26033 2,02907249 50 49,49 9,92E+09 1,29E-11 3,15E+04

4 525,5 34 0,42145 0,73453 1,74286392 21 19,29 6,31E+08 6,68E-10 1,63E+06

5 522 x 0,44252 0,72472 1,63771129 15 17,08 2,18E+08 2,03E-09 4,95E+06

6 516,5 x 0,41629 0,61023 1,46587715 9 16,39 4,43E+07 9,40E-09 2,29E+07

Tableau 10 : d’après les tables de référence de Haiss2007 : détermination de la taille des nanoparticules en fonction 
de a) la position de la longueur d’onde λspr et b) du rapport de l’absorbance à 450 nm et à λspr, c) estimation de la 

concentration des suspensions. 

a) b) 

(M-1cm-1) 

c) 
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Les valeurs de λspr et un rapport d’absorbance permettent de remonter à la 

taille des nanoparticules et à leur concentration. En pratique, il suffit de relever les 

valeurs de la position de λspr et de l’absorbance de λspr et à 450 nm et d’utiliser les 

données tabulaires des travaux de Haiss et al. [143]. En Tableau 10 se trouve 

l’exemple pour les échantillons numérotés de 1 à 6 présentés en Figure 59. Les tailles 

retrouvées par le rapport A(450)/A(λspr) concordent avec les diamètres trouvés en 

DLS.  

Les concentrations déterminées à l’aide 

des tables de Haiss résultent en des ordres de 

grandeur de 10-9 à 10-11 M, pour des 

concentrations en or attendues de l’ordre de 

10-4-10-7 M. Une explication possible serait 

que tout le sel d’or n’a pas réagi et n’est donc 

pas sous forme de NPs. Etant donné que les 

purifications déstabilisent les suspensions, et 

que la méthode de l’ICP dose tout l’or en 

solution, il n’est pas possible à cette étape de 

déterminer la concentration en nanoparticule 

d’or autrement que par UV-visible. L’écart de 

concentration peut aussi s’expliquer par les 

différences entre les protocoles de synthèses, 

résultant en un environnement diélectrique et 

un coating de nanoparticules différents, ces 

deux paramètres influençant le coefficient 

d’extinction. Enfin, les échantillons 

présentent des dispersité et sphéricité 

contestables, rendant hasardeux l’utilisation 

de tables effectuées par et pour les 

nanoparticules sphériques. 

II.B.1.c) Conclusions synthèse avec NaBH4 

Les synthèses avec NaBH4 résultent en des suspensions de nanoparticules de 

diamètres moyens hydrodynamiques ajustables, compris entre 16 et 95 nm. La 

majorité des échantillons présente une distribution polydisperse, avec des PDI 

compris entre 0,16 et 0,49 (0,26 en moyenne sur 20 échantillons), et une sphéricité 

contestable. De plus, les échantillons sont instables dans le temps, sauf pour une 

concentration en citrate supérieur à 0,45 mg/mL. Les échantillons instables avec des 

tailles initialement intéressantes doivent être directement fonctionnalisés, avec du 

PEG par exemple. Suite à ces résultats, des synthèses optimisées ont été testées, afin 

d’obtenir de meilleures polydispersité et sphéricité. Le protocole avec NaBH4, choisi 

pour sa simplicité et sa possible large gamme de diamètre moyen, est tout de même 

retenu pour les tailles non atteignables via les méthodes qui suivent. 

II.B.2. Variantes sans NaBH4 : [V1] et [V2] 

II.B.2.a) Manipulations 

Le premier protocole testé sans NaBH4, appelé par la suite variante 1 (V1), est 

celui de Méndez et al [134], qui est un protocole de Turkevich optimisé pour obtenir 

des suspensions monodisperses.  

Figure 59 : analyses UV-visible normalisées de 
différentes suspensions d’AuNPs synthétisées via 
la méthode de Turkevich et  paramètres de 

synthèses correspondants aux échantillons 

présentés. 

[HAuCl4] [TSCD] [NaBH4]

1 6,49E-01 3,82E-01 1,55E-02

2 3,72E-01 2,19E-01 8,90E-03

3 1,37E-01 8,07E-02 3,29E-03

4 3,95E-01 4,65E-01 9,47E-03

5 3,95E-01 6,97E-01 9,47E-03

6 3,95E-01 9,30E-01 9,47E-03

concentrations (mg/mL)
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Dans un ballon bicol de 250 mL sont introduits 50 mL d’H20 DI avec un pH 

ajusté entre 7 et 8 à l’aide de NaOH 0,1 M. La solution est portée à ébullition (88°C) 

sans agitation magnétique, puis 65 µL d’HAuCl4*3H20 à 50mg/mL puis 86 µL de 

TSCD à 0,114 g/mL sont injectés (rapport massique sel d’or : TSCD de 1 : 3). Le 

système est chauffé à 88°C pendant 1 heure. 

Illustré dans le paragraphe suivant, ce protocole résulte en des NPs de 20 nm 

de diamètre en moyenne. Afin d’obtenir des tailles différentes et concordantes avec 

celles des autres types de NPs, une autre méthode a été testée. 

Le deuxième protocole, variante 2 (V2), est celui de Zhang et al [144], qui ne 

nécessite pas d’ajustement de pH. Leurs conditions pour obtenir des nanoparticules 

de 60 nm sont testées. Dans un bicol de 250 mL sont introduits 99 mL d’H20 DI + 

1mL d’HAuCl4*3H20 à 10 mg/mL. Le bicol est portée à 110°C avec un système de 

reflux sans agitation magnétique. 5 mL de TSCD 1% sont ajoutés (rapport massique 

sel d’or : TSCD de 2 : 1). Le système est chauffé pendant 30 min. 

Les tentatives de purifications par dialyse, SEC, centrifugation ou spin-

filtrations, afin de retirer les réactifs n’ayant pas réagi et les ions présents, n’ont 

résulté qu’en une sédimentation des suspensions. Les échantillons sont donc stockés 

et caractérisés dans leur milieu d’origine. 

II.B.2.b) Caractérisation 

i. Variante 1 

Les synthèses de [V1] résultent en des nanoparticules d’un ordre de grandeur 

de 20 nm de diamètre hydrodynamique (DLS). Les analyses à des temps t = 1 mois 

démontrent la stabilité des suspensions avec des distributions en intensité, des 

corrélogrammes et des tailles moyennes identiques (Figure 60a). Les PDI, inférieurs 

à 0,18, et les fonctions d’autocorrélation nous indiquent des suspensions 

Tableau 11 : récapitulatif des paramètres de synthèses des différentes variantes sans NaBH4. 

Vtotal(mL)
ajustement 

pH

température 

(°C)
agitation 

[sel d'or]finale 

(mg/mL)

[TSCD]finale 

(mg/mL)

mTSCD  

msel d'or

temps

V1 50,151  7-8 88 X 65.10
-3

0,2.10
-3

3 1h

V2 100 X 110 X 0,1 0,05 0,5 30 min

Figure 60 : a) analyse DLS d’une suspension de AuNPs synthétisées via la méthode de Méndez avec ajustement à pH 
7,45. Traits pleins : jour 1, pointillés : jour 30. b)  diamètres hydrodynamiques des suspensions en fonction de 

l’ajustement de pH. 

 

a) b) 
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monodisperses. Une augmentation du pH du milieu de synthèse avant introduction 

des réactifs produit une augmentation de taille de manière linéaire (Figure 60b).  

Ceci est cohérent avec l’impact du pH mentionné plus haut (point II.B.1.b)(a)): 

d’après les travaux de Ji et al., une augmentation du pH implique une diminution de 

la réactivité des ions Au3+ [142]. Par ailleurs, le pH influe de même les mécanismes 

de formation. Dans nos conditions (pH>6,5), le mécanisme est celui d’une nucléation 

suivie d’une croissance. L’augmentation de taille peut donc s’expliquer par la 

formation de moins de nucléis à l’étape de nucléation.  

La microscopie électronique en transmission montre des nanoparticules avec 

une excellente sphéricité et une fine distribution en taille avec l’exemple en Figure 61 

d’un diamètre moyen de 22,0 ± 2,6 nm. 

Les analyses UV-visibles (Figure 62) montrent 

des spectres possédant un seul pic, les 

nanoparticules sont donc de forme sphérique. La 

longueur d’onde de résonance plasmon de surface 

λspr est de 520 nm, qui est cohérente avec les 

données de la littérature pour les nanoparticules 

d’une vingtaine de nm de diamètre [145]. La stabilité 

(1 mois en Figure 62) est aussi mise en évidence par 

l’UV-visible. 

 La concentration théorique en or est de 8.10-

7 M, soit 0,016 mg/mL. Le relevé de l’absorbance à 

450 nm indique une estimation de la concentration 

par la méthode de Haiss de l’ordre de 10-10. Cette 

méthode semble peu adaptée pour les synthèses 

[V1]. La valeur de la concentration est confirmée par l’ICP-OES (Spectroscopie 

d'Emission Optique à Plasma à Couplage Inductif) : 15,8 ppm, soit 0,0158 mg/mL, 

qui cohére avec la valeur théorique. La détermination de la concentration par l’UV-

visible est rediscutée au point II.C.2. 

  

 

 

Figure 61 : Clichés TEM des AuNPs synthétisés sans NaBH4 et avec ajustement de pH. Echelles : a) 200 nm, b) 20 

nm ; c) histogramme des diamètres mesurés selon une direction via le logiciel ImageJ. Comptage sur 150 particules. 

a) b) c) 

Figure 62 : Analyses UV-visibles des AuNPs 

synthétisées sans NaBH4 (V1). 
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ii. Variante 2 : sans ajustement de pH 

La DLS indique une taille hydrodynamique moyenne de 25 nm avec un PDI de 

0,2. Les analyses à des temps t = 1 mois mettent en évidence l’instabilité des 

suspensions, par ailleurs visible à l’œil nu, avec une augmentation drastique de la 

taille et la présence d’agrégats (Figure 63a). Il est donc nécessaire de les 

fonctionnaliser directement après la synthèse. Les spectres UV-visible indiquent une 

morphologie sphérique, avec une longueur d’onde λspr de 523 nm. 

 

Le MET montre des particules avec une excellente sphéricité et une fine 

distribution en taille, avec ici un diamètre de 21,3 ± 2,2 nm. 

II.B.2.c) Conclusion variantes [V1] et [V2] sans NaBH4 

Les méthodes sans NaBH4 résultent en des particules d’un ordre de grandeur 

de 20-25 nm de diamètre hydrodynamique, y compris avec les conditions testées pour 

obtenir des nanoparticules de 60 nm. Les suspensions sont monodisperses, les 

nanoparticules sphériques. La méthode avec ajustement de pH présente l’avantage 

supplémentaire d’être stable plus d’un mois sans fonctionnalisation. Les suspensions 

ne sont pas purifiables à ce stade (sédimentation instantanée). 

Figure 63 : a) analyses DLS d’une suspension de AuNPs synthétisées sans ajustement de pH. Traits pleins : 

jour 1, pointillés : jour 30. b) spectre UV correspondant à j1. 

a) b) 

Figure 64 : Clichés TEM des AuNPs synthétisés sans NaBH4 et sans ajustement de pH. Echelles : 20nm. Histogramme 

des diamètres mesurés selon une direction via le logiciel ImageJ. Comptage sur 150 particules. 
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II.B.3. Variante avec du glutathion (GSH) [V3] 

Ajouter un coating de glutathion à la 

surface des NPs était l’un des objectifs des 

synthèses. Des tests de greffage de GSH ont été 

menés sur les nanoparticules d’or synthétisées 

précédemment via la méthode de Turkevich, 

mais résultaient en une sédimentation 

instantanée. Ici, des synthèses impliquant le 

glutathion directement dans le milieu 

réactionnel ont été testées. Le protocole utilisé 

est celui de Brinas et al [146]. 

Le mécanisme de synthèse proposé par 

le même groupe se décompose en trois étapes : 

i) la formation de monomères Au@GSH (aussi 

noté Au(I)SG car la liaison se fait via le 

groupement thiol) avec la réduction de l’Au3+ en 

Au+ par le GSH, ii) l’ajustement du pH 

impliquant la polymérisation des Au+ avec des 

pontages par les atomes de soufre et iii) 

l’addition du réducteur NaBH4 qui décompose 

la structure polymérique en nanoparticules 

(Figure 65). 

 

II.B.3.a) Manipulations 

Dans un tube de 15 mL sont introduits 1 mL d’HAuCl4*3H20 à 0,025 M et 8 

mL de GSH à 0,02 M. La coloration initiale jaune clair propre au sel d’or dissout dans 

l’eau devient brune quelques secondes lors de l’introduction du GSH, puis redevient 

jaune clair mais une opacité est remarquée. En quelques minutes, un précipité blanc 

se forme. Le pH est ajusté entre 5 et 8 à l’aide de NaOH 1 M (le pH initial étant de 2). 

Différents pH ont été testés. Après ajustement du pH, la solution devient limpide, 

incolore. 4,7 mL de NaBH4 à 2 mg/mL fraîchement préparé sont introduits. Le rapport 

massique NaBH4 : sel d’or est donc de 36 : 1. La solution est agitée vigoureusement 

pendant 1 nuit à température ambiante. La suspension possède une couleur 

dépendante de l’ajustement de pH, telle que :  

• pH = 5,10 : coloration rose clair 

• pH  Є [5,5 ; 7,9]: coloration violet foncé 

• pH = 8,15 : sans couleur, transparent. 

L’indication chromatique confirme l’intervalle de pH dans lequel travailler pour 

cette synthèse, une solution sans couleur indiquant l’absence de nanoparticules. 

Afin de purifier les suspensions, deux méthodes ont été testées : la spin-

filtration 15 min à 10k g avec un filtre 50 kDa (spin-filtration, Figure 36) et la SEC. 

Les suspensions sont redispersées dans de l’eau DI (aucune dilution).   

Les suspensions finales ont donc de petits volumes (de l’ordre de la dizaine de 

mL maximum) à une concentration en or théorique de 0,35 mg/mL. Cette faible 

concentration explique l’absence d’analyses nécessitant de travailler sur des poudres. 

Figure 65 : mécanisme de synthèse de 
formation de nanoparticules d’or avec du 

glutathion. Extrait de [36]. 

Figure 66 : formule semi-développée du L-

glutathion réduit (GSH) 
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II.B.3.b) Caractérisation 

Les synthèses résultent en des nanoparticules de taille hydrodynamique 

moyenne variant de 10 à 30 nm.  

En Figure 67 a) sont présentées les analyses DLS d’un échantillon purifié via 

la spin-filtration (traits pleins) ou la SEC (pointillés). Les valeurs de diamètre moyen 

et de PDI sont de 11 nm et 0,13 pour la spin-filtration, et de 149 nm et 0,3 pour la 

SEC (échantillon original sans purification : Ø = 29 nm, PDI = 0,17). La spin-filtration 

résulte en une distribution en intensité avec un seul pic fin, la disparition du pic à 

104 nm correspondant à des agrégats. La SEC résulte de même en la disparition de 

ce pic mais une augmentation de taille de 130 nm est observée, le PDI est largement 

supérieur et souligne un état d’agglomération plus élevé. La spin-filtration est donc 

préférable. Elle permet par ailleurs de purifier de plus grands volumes. 

Les analyses DLS montrent une 

variation de la taille en fonction de 

l’ajustement du pH : une augmentation 

du pH implique une diminution de la 

taille, sauf pour les pH inférieurs à 5,5 

(Figure 67 et Figure 68). Cela s’explique 

par la diminution des forces 

électrostatiques répulsives quand le pH 

diminue, et donc la formation de 

précurseurs polymériques plus larges et 

plus denses. Les PDI sont corrects pour 

les valeurs de pH comprises entre 6 et 8, 

mais la distribution en intensité indique la 

présence d’agrégats pour les suspensions aux diamètres les plus larges (exemple en 

Figure 67). Des tentatives pour éliminer les agrégats ont été menées : la simple 

centrifugation (3k à 10k g, 1:30 à 10 min) et la filtration à l’aide d’un filtre 0,2 µM, 

mais n’ont résulté qu’en une sédimentation instantanée des nanoparticules. 

Les analyses UV-visible montrent une allure monomodale, indiquant une 

forme sphérique des nanoparticules (Figure 69). Elles confirment les analyses DLS, 

à savoir que la taille des particules diminue quand le pH augmente : un léger décalage 

de la résonance plasmon de surface est observé, passant de 527 nm pour le pH 5,5 

à 522 nm pour le pH 7,9.  

Figure 68 : Analyses DLS des AuNPs synthétisées avec 
du GSH : diamètres hydrodynamiques moyens et PDI 

en fonction du pH. 

Figure 67 : a) analyses DLS de suspensions d’AuNPs synthétisées avec du glutathion. Ajustement de pH à 

6,51. b) analyses DLS de suspensions d’AuNPs synthétisées avec du glutathion en fonction du pH.  

 

a) b) 
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Le TEM en Figure 70 présente un échantillon synthétisé avec un ajustement 

de pH à 7,9 et expose des nanoparticules sphériques, se présentant sous forme 

d’agrégats d’une centaine de nm.  Cet aspect d’agrégats peut être expliqué par un 

effet de séchage. La taille moyenne des particules présentées est de 5,8 nm ± 0,6 nm, 

cohérente avec le diamètre hydrodynamique de la suspension présentée qui est de 10 

nm. 

II.B.4. Conclusion des synthèses de nanoparticules d’or 

Différents protocoles de synthèse de nanoparticule d’or ont été testés : la 

méthode classique de Turkevich, des variantes avec chauffage avec (V1) ou sans (V2) 

ajustement de pH, et une synthèse en présence de glutathion (V3). Les nanoparticules 

sont caractérisées par DLS, UV-visible et TEM. Les tailles hydrodynamiques varient 

100 nm 

nm 
Figure 70 : Cliché TEM des AuNPs synthétisés avec du GSH (V3) et histogramme des diamètres mesurés selon une 

direction via le logiciel ImageJ. Comptage sur 300 particules. 

 

Figure 69 : Analyses UV-visible des AuNPs synthétisées avec du glutathion selon différents ajustement de pH. 

 λspr(nm) = 522 522 525 527 
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de 10 à 70 nm pour toutes les synthèses confondues (Tableau 12). Les suspensions 

avec la mono-dispersité et la sphéricité les plus satisfaisantes sont celles synthétisées 

par V1, V2 et V3 et ont des tailles hydrodynamiques moyennes comprises entre 10 et 

30 nm. Les concentrations sont faibles (inférieure à 10-4M) et les suspensions ne 

peuvent être purifiés ou reconcentrées par des centrifugations. Pour la majorité des 

échantillons (à l’exception de V1) il est préférable de fonctionnaliser directement après 

la synthèse car les suspensions ont tendance à sédimenter, excepté pour V1.   

 

𝑆𝑠𝑝é =
𝑛𝑜𝑚𝑏𝑟𝑒 𝑑𝑒 𝑁𝑃𝑠

𝑚𝐿
∗ 𝑠𝑢𝑟𝑓𝑎𝑐𝑒 𝑑′1 𝑁𝑃 

𝑆𝑠𝑝é =
𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 (𝑔/𝐿)

𝑚𝑎𝑠𝑠𝑒 𝑑′1𝑁𝑃
∗ 𝑠𝑢𝑟𝑓𝑎𝑐𝑒 𝑑′1 𝑁𝑃 

𝑆𝑠𝑝é =
𝑐

𝜌 ∗
4
3

𝜋 ∗ 𝑟3
∗ 4 𝜋 𝑟² 

 

II.C. Fonctionnalisations des nanoparticules d’or par du PEG 

II.C.1. Manipulation 

Le PEG-SH est une molécule thiolée se greffant 

aisément à la surface des nanoparticules en raison de 

l’affinité du groupement thiol avec l’or. Ici, deux PEG de 

masses moléculaires différentes – donc de longueur de 

chaîne différentes – ont été utilisés afin d’obtenir des 

nanoparticules de tailles hydrodynamiques différentes 

avec le même cœur métallique. 

Les PEG utilisés sont les PEG-SH de 2000 g/mol 

(CAS 134874-49-0) et de 350 g/mol (CAS 651042-82-9) de chez Sigma-Aldrich 

(Figure 72), et le HS-PEG-COOH (3 kDa) d’Iris Biotech (n° article PEG1099) afin de 

Figure 72 : formules semi-
développées des PEG-SH 350 

MW (haut) et 2k MW (bas). 

Tableau 12 : Récapitulatif des synthèses de nanoparticules d’or : résumé des paramètres de synthèse  et 

caractéristiques des suspensions et. Les concentrations en or et les surfaces spécifiques théoriques sont des ordres 
de grandeur ajoutés à titre indicatif, calculés à partir des masses initiales de sel d’or introduites dans le milieu de 
synthèse, avec l’hypothèse que la réaction est totale. Les surfaces spécifiques sont calculées à partir des diamètres 

du TEM quand cela est possible. 

 

d (nm) PdI λspr (nm) NaBH4 TSCD GSH

 15-25 < 0,15

Turkevich  25-50 0,25 <x< 0,35

 50-70 <0,25

V1 20 < 0,2 ✔ ✔ 520 8.10
-7 1,5.10

-3 X ✔ X 88  7-8

V2 20-25 < 0,2 ✔ ✔ 522  10
-8 1,3.10

-3 X ✔ X 110 X

V3  10-30 < 0,3 ✔ ✔ 520-525 2.10
-6 1,1-3,2 ✔ X ✔ X  6-8

méthode

1,1.10
-1 

à

2,3.10
-2

caractéristiques des suspensions paramètres de synthèses

X X X~ ~ 517-542

10
-4  

à 
 
10

-7

✔ ✔

𝑆𝑠𝑝é : la surface spécifique en 

m²/mL 

c : la concentration [Au] en g/L 

ρ : la densité de l’or en g/m3 

r : le rayon d’une NP en m. 

Figure 71 : Détail du calcul de la surface spécifique. 
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comparer deux paramètres de chimie de surface induits par ces polymères. Les rôles, 

d’une part du poids moléculaire des PEG-SH et d’autre part de la charge neutre ou 

négative ont été comparés pour étudier l’influence de ces molécules sur les 

interactions entre les AuNPs et les protéines. 

En pratique, le PEG est pesé puis directement introduit dans la suspension de 

NPs avec un ratio massique Au:PEG de 1:5, le tout est agité vigoureusement (400 

rpm) à température ambiante pendant 1h.  

Afin d’éliminer les réactifs en excès, le citrate qui a été substitué et les espèces 

présentes en solution résultant de la synthèse, les suspensions sont purifiées par 

centrifugation. Deux possibilités ont été testées : par simple centrifugation et par 

centri-filtration. La première permet de traiter de grands volumes mais des pertes 

sont observées, visibles par la coloration légèrement rose des surnageants. La 

seconde limite les pertes mais purifie de plus petits volumes, et est plus coûteuse. 

L’optimisation des centrifugations a déterminé, pour des tubes Falcon 50 mL, les 

paramètres de centrifugation adéquats comme étant 20k g 15 min pour la simple 

centrifugation (30-40 mL d’échantillon par tube), et 5k g 15 min avec un filtre 30 kDa 

pour la centri-filtration (15 mL d’échantillon par tube). 

 

II.C.2. Caractérisation 

o Analyses DLS :  

Les analyses DLS sont conduites sur les suspensions post-purifications avec 

un pH compris entre 6 et 7.  

Le Tableau 13 indique le diamètre hydrodynamique moyen et le PDI des 

suspensions d’AuNPs en fonction des molécules en surface.  Une augmentation de 

taille apparaît après fonctionnalisation avec le PEG-SH. L’augmentation en taille est 

d’autant plus marquée que le PEG-SH est long (exemple en Figure 73), on a donc 

Ø[AuNPs@citrate] < Ø [AuNPs@S-PEG(350)] < Ø [AuNPs@S-PEG(2k)] < Ø [AuNPs@S-

PEG-COOH(3k)]. Cette tendance s’observe pour les AuNPs synthétisées avec les 

différentes méthodes. Ceci est cohérent avec leur longueur de chaîne et suggère un 

greffage des PEG selon une conformation en brosse [147]. L’augmentation de 

diamètre hydrodynamique est d’autant plus marquée avec le SH-PEG-COOH, car en 

plus d’avoir une chaîne plus longue (3k MW), les groupements -COOH font bénéficier 

Figure 73 : Analyses DLS : exemple de distribution en 
intensités  d’AuNPs synthétisées par V1 avant et après 

fonctionnalisation  par différents PEG-SH. 

Tableau 13 : fonctionnalisations des AuNPs par du 
PEG-SH : diamètres hydrodynamiques et PDI 

d’échantillons purifiés par centrifugation. 

méthode surface Ø(nm) PdI

V1 citrate 18 0,1

PEG-SH(350) 20 0,15

PEG-SH(2k) 30 0,1

citrate 30 0,4

PEG-SH(350) 35 0,4

PEG-SH(2k) 39 0,28

SH-PEG-COOH(3k) 55 0,27

V2 citrate 20 0,1

PEG-SH(350) 25 0,24

citrate 25 0,2

PEG-SH(2k) 37 0,15

SH-PEG-COOH(3k) 95 0,25

turkevich citrate 46 0,2

PEG-SH(2k) 60 0,25
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aux suspensions d’une répulsion électrostatique //double couche en plus de 

stérique. Tous les PDI sont corrects. Tous les pH sont compris entre 6 et 7. 

En Tableau 14 sont indiquées les 

tailles des fonctionnalisations avant et 

après purification. Les centrifugations ne 

déstabilisent pas les suspensions et 

n’impactent pas le PDI. Il est remarqué 

qu’en fonction de la méthode de synthèse, 

la purification entraîne une augmentation 

de la taille hydrodynamique (pour V1) ou 

une diminution (pour V2). On peut 

expliquer cette observation par une 

différence dans les forces ioniques des 

suspensions pré-fonctionnalisation (ajout 

de NaOH et excès de citrate plus 

important pour V1). 

L’augmentation de la taille hydrodynamique ainsi que la stabilité des 

suspensions après centrifugation démontre le greffage du PEG-SH à la surface des 

nanoparticules pour les méthodes de synthèse de Turkevich, V1 et V2, étant donné 

que les AuNPs@citrate sont instables après centrifugation.  

Dans le cas de V3 (synthèse avec du glutathion), une simple introduction du 

PEG-SH dans la suspension ne permet pas de le greffer. En effet, la surface des 

AuNPs est déjà occupée par des liaisons Au-S avec le groupement thiol des 

glutathions. Pour échanger le GSH avec le PEG-SH, il faudrait procéder à un échange 

de ligand. Une piste serait d’utiliser du dithiothréitol (DTT). Les suspensions de V3 

ne sont donc pas traitées dans la suite de cette sous-partie. 

o Analyses UV : 

La spectroscopie UV-visible 

n’indique pas de changement de 

morphologie. Une différence de quelques 

nm dans la λspr est observée (de 519,5 nm 

à 521,5 nm par exemple en Figure 74), qui 

s’explique par un coating – et donc un 

environnement de la surface métallique – 

différent. 

La Spectrométrie d’Emission 

Atomique à Plasma à Couplage Inductif 

(ICP-AES) est une technique de détection 

d’éléments chimiques permettant de doser 

l’or en solution.  

Dans un premier temps, elle est utilisée afin de déterminer le rendement des 

fonctionnalisations. Pour un rendement théorique de 100%, la concentration en or 

après fonctionnalisation et purification est de 0,033 mg/mL (=33 ppm).  Les valeurs 

d’ICP pour différents échantillons sont comprises entre 30 et 40 ppm. La 

concentration supérieure à celle théorique est dû à l’étape de centrifugation, plus 

méthode surface Ø(nm) PdI

V1 citrate 25 0,25

PEG-SH(350) 22 0,21

PEG-SH(350)purifié 38 0,22

PEG-SH(2k) 32 0,2

PEG-SH(2k) purifié 50 0,26

V2 citrate 20 0,09

PEG-SH(350) 30 0,13

PEG-SH(350)purifié 25 0,24

citrate 26 0,2

PEG-SH(2k) 38 0,17

PEG-SH(2k) purifié 37 0,15

Tableau 14 : fonctionnalisations des AuNPs par du PEG-
SH : diamètres hydrodynamiques et PDI avant et après 

centrifugations. 

Figure 74 : Spectres UV-visible normalisés d’un 
échantillon d’AuNPs synthétisées par V2 (diamètre 
de 20 nm), fonctionnalisées par du PEG-SH(350) 

avant (0 p) et après (p) purification. 
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précisément au prélèvement du surnageant qui peut être très fluctuant. L’ordre de 

grandeur indique que l’intégralité du sel d’or a réagi. 

Des tentatives pour doser le soufre ont été conduites mais n’ont pas abouti à 

cause d’interférences avec les raies d’émission du calcium. 

Dans un second temps, la concentration donnée par l’ICP est reliée à 

l’absorbance UV-visible de la λspr afin de pouvoir estimer la concentration des autres 

suspensions en établissant un étalon Figure 75. 

Bien que cet étalon ne considère pas la taille des nanoparticules et son coating, 

il permet d’estimer un ordre de grandeur de la concentration des suspensions. Par 

exemple, la lecture nous donne 18 ppm contre [Au](ICP) = 21 ppm pour un échantillon 

synthétisé par V2 fonctionnalisé par du PEG-SH(2k) de diamètre hydrodynamique 

moyen 37 nm, ou 13,3 ppm contre [Au](ICP) = 15,7 ppm pour un échantillon 

synthétisé par V1 sans fonctionnalisation. 

 

  Avec cette concentration et la taille 

TEM ou le diamètre hydrodynamique 

(sans fonctionnalisation), la concentration 

en NPs/mL est calculée avec 

l’appromixation d’avoir des 

nanoparticules sphériques (Figure 76). 

L’ordre de grandeur des suspensions est 

donc de 1010-1011 NPs/mL. 

 

 

 

Figure 75 : étalon reliant concentration ICP (ppm) à l’absorption UV de la λspr   

20 nm

c(massique) 18 ppm

c(massique) 1,80E-02 g/L

M(Au) 197 g/mol

densité Au 19300000 g/m^3

rayon 1,00E-08 m

4,19E-24 m^3

4,19E-10 cm^3

8,08E-17 g

c(NPs) 2,23E+14 NPs/L

2,23E+11 NPs/mL

masse d'une particule

volume d'une particule

taille DLS sans coating 

Figure 76 : tableur de conversion de concentrations : g/L 

en NPs/mL. 
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o Microscopie électronique en transmission :  

 Les clichés TEM ci-dessus (Figure 77) présentent les nanoparticules d’or 

synthétisées via la méthode sans ajustement de pH (V2), avant (a) et après (b,c) 

greffage de PEG, avant (b) et après (c) purification. Il s’agit de nanoparticules issues 

du même batch, les grilles TEM étant préparées au fur et à mesure de ces 

modifications. Le greffage du PEG est visible avant purification (b) avec une 

organisation qui évoque un auto-assemblage avec les nanoparticules équidistantes 

les unes des autres. Après centrifugation, les clichés TEM montrent des 

nanoparticules individuelles, non agrégées. On suppose donc que l’effet d’auto-

assemblage observée en b) est un effet de séchage en présence d’excès de PEG. Sans 

surprise, les images TEM montrent que le greffage et la purification n’affectent pas la 

morphologie des NPs.  

De plus, il est observé qu’en fonction du PEG, les distances inter-

nanoparticulaires varient. En les mesurant selon une direction avec ImageJ, la 

distance est de 2,6 nm pour les AuNPs fonctionnalisées avec du PEG-SH(2k MW) et 

de 1,6 nm pour les nanoparticules fonctionnalisées avec du PEG-SH(350 MW)(Figure 

78), ce qui concorde avec la taille des PEGs. 

 

 

Figure 78 : Clichés TEM de nanoparticules d’or synthétisées par V2 fonctionnalisées : a) PEG-

SH(2k) b) PEG-SH(350), échelle de 20nm. 

20 nm 20 nm

Figure 77 : clichés TEM de nanoparticules d’or synthétisées par V2 a) AuNPs@citrate, b) AuNPs@S-PEG(2k) avant 

purification, c) AuNPs@S-PEG(2000) après purification. Echelles de 20 nm. 

a) b) c) 
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o Spectrométrie photoélectronique X (XPS) : 

En Figure 80 sont présentés les quantifications 

des AuNPs@citrate et AuNPs@S-PEG (2000 et 350 

MW). Les contaminations usuelles de Si, Na et Cl 

dues aux manipulations manuelles sont observées. 

Le soufre n’a pas été détecté en raison de sa présence 

en trop basse quantité (à raison d’un atome de soufre 

par molécule de PEG). Les AuNPs@citrate sont 

sursaturés en C et O mettant en évidence l’excès de 

citrate avec le carbone quatre fois plus présent que 

l’or (on rappelle ici que les AuNPs@citrate ne sont pas purifiées). Ce rapport %C/%Au, 

de 4,7 pour les AuNPs@S-PEG(2000) et de 1,9 pour les AuNPs@S-PEG 350 est 

cohérent avec les longueurs des chaînes des PEG. 

L’apparition des composantes des liaisons C-O des chaînes polymériques est 

clairement visible en Figure 80. Les contributions accentuées des liaisons C-O ainsi 

que la contribution plus importante des liaisons C=O pour les AuNPs@S-PEG(350) 

sont en accord avec la différence de longueur de chaîne (Figure 79). Ceci confirme là 

aussi le greffage du PEG sur les particules d’or. 

 

 

Figure 79 : rappel des formules semi-

développées des PEG-SH 350 MW 

(haut) et 2k MW (bas). 

C O Au Na Cl N Si

AuNPs PEG-SH(2k) 43,93% 25,04% 9,44% 4,06% 0,41% 0,57% 9,50%

AuNPs PEG-SH(350) 42,19% 27,50% 21,63% 5,75% 0,84% 2,10%

AuNPs citrate 58,81% 33,45% 0,44% 6,03% 1,25%

élément
surface 

C=O 

C=O 

C-C/C-H C-C/C-H 

C-OH/C-O C-OH/C-O 

C-C/C-H 
C=O 

C=O C=O 

C-OH/C-O 

Figure 80 : Analyses XPS : quantification et décomposition des niveaux d’énergies C1s et O1s des AuNPs@citrate et 

AuNPs@S-PEG (2000 et 350 MW). 

C-OH/C-O 



Chapitre 2 : Synthèses et caractérisation de nanoparticules inorganiques 
 

92 
 

II.C.3. Stabilité des suspensions 

Les nanoparticules fonctionnalisées doivent être stables dans le temps et après 

introduction dans un milieu biologique. En Figure 81 et Figure 82 sont présentées 

des analyses DLS d’AuNPs@S-PEG synthétisées via Turkevich (V0) (n°1, n°2), via V2 

(n°3, n°4) à t1 = 1h après la synthèse et à t2 = 5 semaines pour V0 et V2 et t2 = 4 

mois pour V1. 

Ces analyses illustrent la 

stabilité des systèmes avec des 

courbes en intensité et des PDI 

identiques dans le temps. Les 

suspensions sont stables pour des 

pH testés compris entre 4 et 9,5. 

Les suspensions sont 

analysées après incubation d’une 

heure dans du NaCl 10-2 M (ratio 

volume suspension/NaCl de 50/50) 

ou dans du PBS 0,1 X (ratio volumes suspension/PBS de 1/10) (Figure 83). Les 

diamètres hydrodynamiques et les PDI ne varient pas pour les suspensions PEGylées, 

tandis que l’instabilité des AuNPs@citrate est apparente dans le PBS. 

Ces données prouvent aussi le greffage du PEG-SH car les AuNPs@citrate sont 

instables dans un environnement autre que le leur ou à un pH différent. 

Figure 81 : stabilité colloïdale en fonction du temps : taille hydrodynamique (DLS) de différentes suspensions de 
AuNPs@S-PEG de V0 (n°1 et 2) et V2 (n°3 et 4) à t1 = 1h, t2 = 5 semaines. 

Figure 83 : Analyses DLS d’un échantillon d’AuNPs synthétisé par V2, avant et après fonctionnalisation par du 

PEG-SH(2000MW) en fonction du milieu dans lequel il est dilué. 

Figure 82 : stabilité colloïdale en fonction du temps :  

AuNPs@S-PEG de V1 à t1 = 1h, t2 =  4 mois. 
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II.D. Conclusion nanoparticules d’or 

Une brève bibliographie sur les synthèses de nanoparticules d’or et les 

mécanismes sous-jacents de la synthèse de Turkevich (réduction d’un sel d’or) a été 

conduite. 

Plusieurs variations de cette synthèse ont été testées et ont résulté en des 

suspensions avec des diamètres hydrodynamiques compris entre 10 et 70 nm (cf 

conclusion sur les synthèses II.B.4)(Tableau 15). Les faibles concentrations (de l’ordre 

de 1010-1011 NPs/mL) rendent impossible la lyophilisation. Les techniques type XPS 

sont effectuées en procédant au séchage de gouttes de suspensions sur le support 

adéquat (Indium pour l’XPS). 

Un coating de polymères avec différents types de PEG (PEG-SH de 2000 et 350 

MW, SH-PEG-COOH de 3000 MW) s’effectue aisément sur toutes les AuNPs@citrate 

et se purifie correctement. Cependant, le PEG n’est pas greffable sur les AuNPs@GSH. 

De plus, des tests de coating de GSH sur les AuNPs@citrate ont été menés mais n’ont 

pas été concluants. Un récapitulatif des types de surface des AuNPs en fonction du 

type de synthèse se trouve en Tableau 16. 

 

Les AuNPs@S-PEG sont stables dans le temps et après un changement de 

milieu notamment dans le PBS et à pH 7, et sont donc utilisables pour des 

manipulations biologiques. 

 

 

 

 

Tableau 15 : Récapitulatif des synthèses de nanoparticules d’or : caractéristiques des suspensions et résumé des 
paramètres de synthèse. Les concentrations en or et les surfaces spécifiques sont des ordres de grandeur ajoutés à 

titre indicatif. Les surfaces spécifiques sont calculées à partir des diamètres du TEM quand cela est possible. 

 

d (nm) PdI λspr (nm) NaBH4 TSCD GSH

 15-25 < 0,15

Turkevich  25-50 0,25 <x< 0,35

 50-70 <0,25

V1 20 < 0,2 ✔ ✔ 520 8.10
-7 1,5.10

-3 X ✔ X 88  7-8

V2 20-25 < 0,2 ✔ ✔ 522  10
-8 1,3.10

-3 X ✔ X 110 X

V3  10-30 < 0,3 ✔ ✔ 520-525 2.10
-6 1,1-3,2 ✔ X ✔ X  6-8

méthode

1,1.10
-1 

à

2,3.10
-2

caractéristiques des suspensions paramètres de synthèses

X X X~ ~ 517-542

10
-4  

à 
 
10

-7

✔ ✔

d (nm) PdI citrate PEG-SH GSH

 15-25 < 0,15 ✔ ✔ X

 25-50 0,25 <x< 0,35 ✔ ✔ X

 50-70 <0,25 ✔ ✔ X

V1 20 < 0,2 ✔ ✔ X

V2 20-25 < 0,2 ✔ ✔ X

V3  10-30 < 0,3 X X ✔

méthode

Turkevich 

avec NaBH4

tailles hydrodynamiques surface 

Tableau 16 : Récapitulatif des synthèses de nanoparticules d’or :  résumé des 

type de coatings effectués et fonctionnels. 



Chapitre 2 : Synthèses et caractérisation de nanoparticules inorganiques 
 

94 
 

III. Nanoparticules de silice  

Dans une moindre mesure, un troisième type de nanoparticules a été étudié 

et synthétisé : les nanoparticules de silice (SiO2). Dans le premier chapitre est 

soulignée leur utilisation courante en biologie (I.B). Les NPs de silice présentent les 

avantages d’être biocompatibles et stables et d’être synthétisables sous forme 

sphériques et en grande quantité [148].   

De plus, un des buts aurait été de faire une coquille de silice sur les 

nanoparticules d’oxyde de fer et d’or décrites dans ce chapitre, mais il n’en ressortira 

qu’une brève bibliographie sur les protocoles : le Tableau 17 est donné à titre 

indicatif.  

 

 

 

III.A. Synthèse 

La méthode choisie est celle du procédé Stöber [149], afin d’obtenir des 

nanoparticules de silice sphériques non poreuses. 

La synthèse est un procédé sol-gel, et le mécanisme se décompose en deux 

étapes : l’hydrolyse et la condensation du précurseur de silice TEOS, avec 

l’ammoniaque comme catalyseur. La réaction ainsi que les différents modèles de 

formation des NPs sont décrits et illustrés (les Figure 84 et Figure 85 en sont extraites) 

dans les travaux de Ghimire et Jaroniec [150]. 

 

cœur@coquille exemple de références

SPIONs@Silica
Vestal&Zhang2003 ; Ma2007 ; 

Stjerndahl2008 ; Zhang2013 ; Alwi2012

AuNPs@Silica Ribeiro 2017; Liu2005

Tableau 17 : exemples de références pour les synthèses cœur-coquilles. 

Figure 85 : hydrolyse du précurseur de silice, en présence d’ammoniaque (B: ) 

Figure 84 : condensation du TEOS 
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Les produits utilisés dans cette synthèse sont : de l’éthanol distillé 10 min à 

175 mbar à l’évaporateur rotatif afin d’éliminer les résidus d’eau, de l’ammoniaque 

28% (VWR Chemicals, n°21190 326) et du tétraethoxysilane, le précurseur de silice 

(TEOS, Aldrich, CAS 78-10-4). 

Dans un bicol sont introduits 0,5 L d’éthanol distillé et 37,5 mL d’ammoniaque 

28%. Le bicol est porté à la température souhaitée avec un système de reflux sous 

agitation magnétique (400 rpm). Afin d’obtenir différentes tailles, les températures 

testées sont 70°C, 80°C, 90°C. Quand la température est atteinte, 15 mL de TEOS 

sont ajoutés. Le système est laissé à réagir 12h, toujours sous agitation magnétique. 

Une coloration blanche ou une translucidité bleutée est observée. 

La suspension est passée à l’évaporateur rotatif afin de concentrer les 

particules sans atteindre le stade de poudre (175 mbar, dans un bain de 60°C, 10-30 

minutes). 

La synthèse via le processus Stöber s’effectue dans de l’éthanol. Pour être 

exploitées dans notre domaine d’intérêt, les nanoparticules doivent se trouver en 

milieu aqueux. Un changement de milieu peut s’effectuer de différentes manières. La 

première est de chauffer à l’étuve jusqu’à évaporation complète de l’éthanol et de 

redisperser dans de l’H2O DI à l’aide d’une canne à ultrasons. Mais des difficultés de 

redispersion ont été rencontrées ainsi que des problématiques de sureté, qui ont 

mené à l’abandon de cette méthode. Il a donc été testé l’association de l’utilisation de 

l’évaporateur-rotatif et de la dialyse. 

III.B. Caractérisation des nanoparticules de silice 

Les synthèses résultent en des suspensions de plusieurs dizaines de mL (30-

100 mL) dépendant du volume passé à l’évaporateur rotatif et la concentration 

moyenne est estimée par lyophilisation à 5mgNPs/mL.  

La DLS indique des tailles variant de 50 à 138 nm (Figure 86). Le diamètre 

hydrodynamique diminue avec l’augmentation de la température de synthèse, ce qui 

est en adéquation avec la littérature [151]. Les PDI sont remarquablement bas 

(inférieurs à 0,1) indiquant des suspensions monodisperses. Les DLS effectuées plus 

d’un an après les synthèses montrent des suspensions n’ayant pas évoluées et donc 

stables dans le temps (Figure 86b). 

 

Ø (nm) PdI

70°C 138 0,01

80°C 65 0,08

90°C 50 0,05

Figure 86 : a) analyses DLS de suspensions de nanoparticules de silice en fonction de la température de 

synthèse b) stabilité dans le temps de la synthèse effectuée à 70°C. 

a) b) 
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La microscopie électronique en transmission confirme ces données en mettant 

en évidence des nanoparticules avec une excellente sphéricité et une fine dispersité. 

La spectroscopie Raman est ensuite utilisée afin de contrôler l’élimination 

d’éthanol. La Figure 88 présentent les spectres Raman des suspensions de NPs en 

fonction des purifications. Les bandes sont attribuées à l’aide de tables et sont  

caractéristiques de l’éthanol [152]. La dialyse suivie de 30 minutes d’évaporateur 

rotatif parvient à ôter l’éthanol en solution, sans passer par le stade de poudre.  

III.C. Conclusion 

Les nanoparticules de silice non mésoporeuses ont brièvement été étudiées. 

Des suspensions de différents diamètres hydrodynamiques moyens ont été 

synthétisées, variant de 40 à 114 nm. Les suspensions sont monodisperses. Un 

protocole de purification/changement de milieu a été optimisé. 

 

  

Figure 87 : Clichés TEM des nanoparticules de silice a) 90°C, b) 80°C, c) 70°C. Comptage sur 300 nanoparticules 

via le logiciel imageJ. 

Ø = 114,3 ± 5,5 nm Ø = 41,2 ± 4,3 nm Ø = 49,8 ± 4,6 nm 

Figure 88 : Spectroscopie Raman des suspensions de nanoparticules de silice en fonction 

des purifications, et attribution des pics d’intensité. 
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Conclusion chapitre 2 

Des nanoparticules de trois matériaux différents ont été développées : les 

particules d’oxyde de fer, d’or, et de silice. Une étude bibliographique a été conduite 

sur les différents types de synthèse et les mécanismes de la méthode choisie. Les 

SPIONs sont synthétisés par coprécipitation, les AuNPs par réduction d’un sel d’or et 

les Silica@NPs par le procédé Stöber. 

Les synthèses résultent en des nanoparticules possédant deux paramètres 

majeurs variables : la taille hydrodynamique et la chimie de surface. Les tailles sont 

comprises entre 10 et 140 nm. Les molécules en surface étudiées sont le citrate, le 

glutathion (GSH), le PEG-SH et le groupement –OH. Les différents types de NPs sont 

résumés en Tableau 18. La variation d’un seul et unique paramètre entre deux 

suspensions n’est pas systématique car les chimies de surface des différentes NPs 

n’ont pas les mêmes réactivités. Par exemple, le PEG-SH se greffe difficilement sur 

les SPIONs et, afin d’obtenir des chimies de surface identiques à celle des AuNPs@S-

PEG, les SPIONs pourraient être fonctionnalisés avec du PEG-COOH.  

Une attention particulière a été portée sur la caractérisation des suspensions. 

Les différentes techniques employées et présentées dans ce manuscrit sont 

récapitulées dans le Tableau 19.  

Tableau 19 : techniques de caractérisations usuelles 

Technique Type de NPs Type d'informations  

DLS (Dynamic Light 
Scattering)       

Diamètre hydrodynamique, dispersité 

Zétamétrie 
      

Potentiels zéta (charges surfaciques) 

UV-visible     

  

Longueur d'onde de la résonance 
plasmon de surface localisée, estimation 
de la taille et de la concentration 

Lyophilisation 

    

  Estimation de la concentration, passage 
de suspension à poudre 

XRD (X Ray Diffraction)       Composition, taille des cristallites 

TEM (Transmission 
Electron Microscopy)       

Diamètre, vérifications morphologiques : 
sphéricité, polydispersité 

Tableau 18 : récapitulatif des nanoparticules synthétisées : diamètres hydrodynamiques, PDI et molécules en surface. 

d (nm) PdI citrate  -OH  PEG-SH(350) SH-PEG-COOH(3k) GSH

 15-25 < 0,15 X

 25-50 0,25 <d< 0,35 d + 15 d + 5 d + 25 X

 50-70 <0,25 X

V1 20 < 0,2 ✔ ✔ 30 d + 5 d + 25 X

V2 20-25 < 0,2 ✔ ✔ d + 15 d + 5 d + 25 X

V3  10-30 < 0,3 X X X X X ✔

25 0,3 ✔ ~ d + 66 d + 20

30 0,15 ✔

50 0,2 ✔

50

65

138

méthode
tailles hydrodynamiques surface 

V0 ✔ ✔ 

PEG-SH(2k)  

AuNPs

SPIONs Massart

✔ SilicaNPs Stöber < 0,1
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Spectroscopie Raman   

  

  Validation de passage en milieu aqueux, 
présence ou non de certaines molécules 
organiques 

ICP (Inductively Coupled 
Plasma Spectroscopy)       

Concentration des éléments chimiques 

MS (Magnetic 
Suspectibility)       

Concentration en oxyde de fer 

XPS (X Ray 
Photoemission 
Spectroscopy)       

Caractérisation des fonctionnalisations 

 

 

Des études de stabilité dans le temps et dans un autre milieu que celui post-

synthèse (notamment dans du PBS) ont été menées. Les AuNPs@PEG, 

SPIONs@citrate, SPIONs@GSH et, en choisissant des suspensions fraîches, les 

AuNPs@citrate, peuvent être utilisées en biologie. Les synthèses présentées dans 

cette étude ont permis l’obtention de diverses nanoparticules en quantité suffisante 

pour des applications biologiques tout en veillant à la reproductibilité des protocoles 

mis en place. Une bibliothèque de nanoparticules a donc été constituée, utilisable 

pour caractériser les interactions entre les protéines et les nanoparticules (ou 

couronne protéique) avec l’étude possible de l’impact de la taille et de la chimie de 

surface sur l’adsorption de biomolécules. Dans la suite de ces travaux, ce dernier 

paramètre sera étudié in vivo sur des SPIONs. 

 

  

SPIONs          Silice            AuNPs 



 

99 
 

Chapitre 3 : Interactions nanoparticules 

inorganiques – protéines : étude ciblée 

Dans le premier chapitre a été mis en évidence la complexité de l’étude de la 
couronne protéique, l’une des difficultés se situant dans le manque de 
standardisation de sa caractérisation. Les techniques de caractérisation sont variées 
et un bref récapitulatif est donc ici fait. 

Dans ce chapitre, une étude protéomique a été menée afin d’étudier l’impact 
de la charge des NPs et de la taille du polymère adhéré à leur surface sur la couronne 
protéique et son évolution temporelle. La manipulation in vivo est d’abord présentée, 
puis différentes approches de traitement sont proposées, notamment sur la 
visualisation des similitudes entre les différentes PC. Les résultats de cette étude ont 

conduit à la publication d’un article inséré à la fin de ce chapitre. 

I. Caractérisation des interactions nanoparticules – 

protéines   

La méthodologie de l’étude de la couronne protéique in vivo 

nécessite usuellement d’injecter les nanoparticules dans le sang, de prélever ce sang, 

d’isoler les complexes nanoparticules-PC, de purifier les protéines en excès (ce qui 

est susceptible de retirer la hard corona) puis de caractériser ces complexes NPs-

protéines. 

Il existe différentes méthodes d’isolation des complexes NPs-PC : la 

centrifugation (simple , SEC (Size Exclusion Chromatography), la séparation 

magnétique et fractionnement d’écoulement de champ (FFF, Field Flow Fractionation) 

[153]. Dans notre étude, la séparation magnétique est utilisée (détails en II.A.1). Les 

couronnes protéiques ici caractérisées sont donc constituées des protéines fortement 

liées aux NPs, il s’agit des « hard corona » (HC). 

Le tableau ci-dessous récapitule les différentes techniques  de caractérisation 

du domaine de la couronne protéique  en résumant les informations des revues de 

Carrillo-Carrion  et de Li [154][155].  

 
Tableau 20 : techniques de caractérisation de la couronne protéique et/ou des interactions NPs-protéines. Méthode 

directe : analyses directement de la PC, indirectes : analyses des complexes (NPs+PC). 

technique methode type d'information 

AF4 (Asymmetric Flow Field 

Fractionation) 

indirecte séparation des complexes NPs-PC + taille des 

(NPs+PC) 

AFM (Atomic Force Microscopy) directe 
indirecte 

structure des protéines ; taille des (NPs+PC), 
épaisseur PC 

CD (Circular Dichroism) directe structure des protéines (changement de 
conformation, structure secondaire) 

CE-UV (Capillary Electrophoresis) indirecte quantification : changement de charges 

DCS (Differential Scanning 
Calorimetry) 

directe structure des protéines 

DCS (Differential Centrifugal 
Sedimentation) 

indirecte quantification, taille des (NPs+PC) 
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DLS (Dynamic Light Scattering) indirecte taille des (NPs+PC) 

dynamic surface tension and 
interfacial elastricity values 

indirecte quantification 

FCS (Fluorescence Correlation 
Spectroscopy) 

indirecte taille des (NPs+PC), cinétique des liaisons NPs-
protéines, 

FQ (Fluo Quenching) directe 
indirecte 

taille des (NPs+PC) ; quantification 

FT-IR (Fourrier Transform InfraRed 
Spectroscopy) 

directe structure des protéines, changement de 
conformation, structure secondaire 

GE (Gel Electrophoresis) indirecte taille des (NPs+PC), séparation des complexes 
NPs-PC, semi-quantification 

ITC (Isothermal Titration Calorimetry) indirecte constantes d'affinité, variation d'enthalpie, 
semi-quantitafication 

LDA (Laser Doppler Anemometry) indirecte changement de charges 

Mass Spectrometry (MS) : LC-MS 
(Liquid Chromatography - MS) ou ICP-
MC (Inductively Coupled Plasma-MS) 

directe composition de la PC, quantification 

NMR (Nuclear Magnetic Resonance) directe 
indirecte 

structure des protéines, monitoring de liaisons 
NPs-protéines, localisation des sites de liaisons 

NTA (NP Tracking Analysis) indirecte taille des (NPs+PC), detection des potentielles 
agrégations de protéines 

Tests colorimétriques (Bradford, BCA) directe quantification 

QCM (Quartz Crystal Microbalancing) indirecte études des liaisons NPs-protéines, 
quantification 

SAXS (Small Angle X-Ray Scattering) indirecte taille + forme des (NPs+PC), évolution des 
interactions, aperçu du thermodynamisme des 

dissociations NPs-protéines 

SDS-PAGE (Sodium DodécylSulfate-
PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) 

directe séparation des complexes NPs-PC, 
identification des protéines 

SEC (Size Exclusion Chromatography) indirecte taille des (NPs+PC) 

SERS (Surface Enhanced Raman 
Spectroscopy) 

directe structure des protéines 

simulations numériques 
 

études des interactions NPs-protéine 

TEM (Transmission Electron 
Microscopy) / SEM (Scanning 

Electron Miscoscopy) 

directe 
indirecte 

quantification ; taille des (NPs+PC), épaisseur 
PC 

TRPS (Tunable Resistive Pulse 
Sensing) 

indirecte changement de charges, quantification 

UV-visible + SPR (Surface Plasmon 
Resonance) selon les cas 

indirecte quantification, monitoring des interactions 
NPs-protéines 

XRD (X-Ray Diffraction) directe structure 3d des complexes NPs-PC 

Zetametrie indirecte changement de charges 
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La spectrométrie de masse couplée à la chromatographie liquide est à ce jour 

la méthode la plus employée pour quantifier et identifier les protéines de la PC [156]. 

C’est cette technique qui sera utilisée dans ce chapitre. 

II. Etude in vivo : identification des protéines 

composant la couronne protéique des SPIONs en 

fonction de leur chimie de surface 

II.A. Manipulation   

II.A.1. Présentation de la manipulation 

L’expérience est illustrée en Figure 89. 

Des SPIONs sont synthétisés comme décrit dans le chapitre 2 et 

fonctionnalisés par six différents types d’alcools polyvinylique (PVA PolyVinyl Alcohol) 

et ont donc deux paramètres variables : la taille du polymère en surface (12 et 31 

kDa) et leur charge via des groupements fonctionnels différents (-NH2, -OH, -COOH). 

Les caractérisations de ces nanoparticules sont présentées dans l’article inséré plus 

bas : tailles morphologiques et hydrodynamiques et PDI, potentiels zêta. 

Tableau 21 : les différents SPIONs étudiés 

PVA positif neutre négatif 

12 kDa 
SPIONs-PVA (12kDa) 

Positive 
12 [+] 

SPIONs-PVA (12kDa) 
Neutral 
12 [0] 

SPIONs-PVA (12kDa) 
Negative 

12 [-] 

31 kDa 
SPIONs-PVA (31kDa) 

Positive 
31 [+] 

SPIONs-PVA (31kDa) 
Neutral 
31 [0] 

SPIONs-PVA (31kDa) 
Negative 

31 [-] 

-NH2

-OH
-COOH

-NH2

-COOH
-OH
-COOH -OH

Figure 89 : illustration de la manipulation biologique. 
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Les nanoparticules sont injectées dans des rats (femelles Wistar), n = 3 pour 

chaque type de SPIONs. Des prélèvements sanguins sont effectués à différents temps 

en fonction du temps de demi-vie correspondant déterminé au préalable.  

Les échantillons sont ensuite centrifugés afin d’éliminer les cellules : les 

SPIONs sont contenus dans le plasma. Puis celui-ci est purifié au travers d’un 

réacteur magnétique creux afin d’éliminer les protéines en excès. Ces étapes de lavage 

sont effectuées à l’aide d’une pompe (1mL/min) avec deux éluants : le PBS puis un 

mélange PBS / NaCl 2M. Cette étape sépare les protéines faiblement liées (soft corona) 

des plus fortement liées (hard corona : HC). Ces étapes de lavages découlent 

d’optimisations menées dans des études antérieures [157], [158]. 

C’est donc la HC qui est ici analysée, par LC-MSMS (Chromatographie en 

phase liquide, Spectrométrie de masse). 

II.A.2. Analyse de la couronne protéique : principe et 

méthodologie  

Lors de la LC-MSMS, les protéines sont partiellement digérées par une enzyme 

(généralement la trypsine) puis séparées par chromatographie liquide (LC). Les 

peptides arrivent donc de manière successive dans le spectromètre (MS), où ils sont 

ionisés. Le spectromètre de masse mesure le ratio masse/charge de ces peptides et 

les fragmente en phase gazeuse (MS/MS), permettant d’obtenir leur séquence. A l’aide 

d’un logiciel, les spectres de masses ainsi obtenus des peptides sont comparés à des 

bases de données et attribués aux protéines. 

Les résultats sont traités à l’aide du logiciel Scaffold5 (Scaffold_5.1.2 

©Proteome Software), basé sur le moteur de recherche MASCOT comme identificateur 

de protéine. 

Les paramètres de filtre d’affichage des protéines sont choisis comme étant : 

Protein Threshold : 1% FDR (False Discovery Rate), Min Peptide : 2 et Peptide 

Threshold : 0,1% FDR. C’est-à-dire que le logiciel affiche, avec un taux 1% de fausse 

découvertes, les protéines identifiées par deux peptides au minimum, avec un taux 

de fausses découvertes à 0,1%.  

Sont ensuite retirées toutes les protéines n’étant pas attribuées à Rattus 

Norvegicus (contaminations humaine par exemple), la kératine (contamination 

durant le prélèvement) et la trypsine (utilisée pour la digestion des protéines). 

 

Scaffold possède plusieurs options 

d’affichage (Figure 90). Le choix est de 

travailler avec les TSC (Total Spectrum 

Count), l’une des deux options les plus 

courantes permettant des comparaisons 

semi-quantitatives entre les différents 

échantillons (l’autre étant Exclusive 

Spectrum Count)  [159].  

Le TSC correspond au nombre total de spectres détectés et associés à cette 

protéine, y compris les spectres des peptides appartenant à un groupe de protéine 

(Protein Group). En effet, certaines protéines ont des séquences peptidiques 

identiques. Les spectres de ces peptides ne sont donc pas attribués à une protéine 

Figure 90 : Options d’affichage de Scaffold5 
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spécifique mais au groupe de protéine partageant cette séquence. Plus le TSC est 

élevé, plus la protéine est considérée comme abondante. 

Le choix a été de normaliser les TSC au poids moléculaire de chaque protéine, 

afin de tenir compte de leur disparité de poids moléculaires. 

Il faut noter que les TSC ne sont pas des valeurs absolues. Ils sont impactés 

par exemple par l’efficacité de l’ionisation, et possède des limites, comme la variabilité 

dans la détection des protéines à faibles abondance [160]. 

II.A.3. Traitement des données de la spectrométrie de 

masse : nombre de protéines identifiées et reproductibilité 

Les données de la LS-MSMS sont 

tabulaires : pour chaque échantillon, un 

certain grand nombre de peptides sont 

identifiés et attribués à un certain grand 

nombre de protéines. 

Le premier critère considéré est le 

nombre de protéines différentes 

identifiées sur chaque échantillon. 

Rapporté à la concentration en SPIONs 

correspondantes, ce nombre ne varie que 

très peu en moyenne, la PC isolée ne 

dépend donc pas de la concentration en 

SPIONs dans le sérum (Figure 91).  

La Figure 92 présente le nombre de protéines différentes moyen en fonction du 

type de nanoparticules (■). On remarque qu’il est plus élevé pour les particules 

recouvertes de PVA 31 kDa que de PVA 12kDa. La charge ne semble pas impacter ce 

nombre, observation qui diffère de celle reportée précédemment [161]. 

Figure 91 : nombre de protéines identifiées en fonction de 
la concentration en SPIONs (avant moyennage des 

triplicatas). 
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La variation notable en fonction du temps concerne les SPIONs@PVA 31k 

chargés, dont le nombre de protéines identifiées augmente pour le cas des particules 

positives et diminue pour le cas des particules négatives. 

 

La reproductibilité est ensuite étudiée à l’aide des diagrammes de Venn fournis 

par Scaffold5. Sur la Figure 92 est indiqué le nombre de protéines communes aux 

triplicats (▬), et le pourcentage que celui-ci représente sur le nombre de protéine 

communes (▬). Ceci met en valeur des problèmes de reproductibilité, notamment 

avec les cas extrêmes des SPIONs@PVA 12[+] 5 min et 31[-] 30 min, pour lesquels 

moins de 10 protéines communes sont retrouvées, soit respectivement 20 et 15 % du 

nombre de protéines moyen. Ce problème de reproductibilité peut s’expliquer la 

complexité du vivant, et peut remettre en question les conclusions des études ne 

travaillant pas avec, au minimum, des triplicatas. Les triplicatas peuvent eux-mêmes 

être considérés comme insuffisants : comment 

interpréter les données sur les SPIONS 12[+] 5min 

en  Figure 93 qui ne laisse apparaitre que 8 

protéines communes aux trois échantillons ? Une 

solution serait de ne considérer que le duplicata 

partageant 67 protéines (Figure 93), soit 94% du 

nombre moyen de protéine, mais un tel choix 

pourrait être considéré comme biaisé car un 

réplica serait éliminé arbitrairement. 

Le mieux serait de travailler avec des octoplicatas, une méthodologie courante 

chez les biologistes compte tenu de cette variabilité du vivant, mais qui serait très 

onéreuse dans le cas de la protéomique.  

 

Par la suite, les valeurs de TSC des triplicats sont moyennés. En moyenne, 62 

protéines sont identifiées par échantillon. 

Figure 92 : nombre moyen de protéines identifiées par type d’échantillon, nombre de 

protéines communes au sein d’un triplicat et pourcentage correspondants.  

1-1-A 1-1-B

2 767

1-1-A 1-1-B

1-1-C

2 7

15

59

0 0
8

Figure 93 : diagrammes de Venn des 

SPIONs@PVA 12kDa(+) 5 min : triplicata et 

duplicata. 
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Les 20 protéines les plus présentes représentent 50 à 70 % des TSC (Figure 

94).  

L’albumine (■) reste la protéine la plus détectée, mais son pourcentage n’est 

pas égal à celui de sa présence dans le plasma (~10% contre >50% dans le plasma). 

Il a plusieurs fois été démontré que l’abondance d’une protéine dans la PC n’est pas 

en lien avec sa concentration dans le plasma [162]. Les sous unités de l’hémoglobine 

(■), les immunoglobulines (■), les apolipoprotéines (■) et fibrinogène (■) sont aussi 

très présentes.  

Le pI (Point Isoélectrique, pH auquel la charge de la protéine est nulle) et le 

GRAVY (GRand AVerage of Hydropathy, valeur de l’hydrophobie/philie de la protéine) 

de ces protéines sont étudiées et discutés dans la publication. 

 

L’histogramme en Figure 94 fait ressortir le manque de visibilité pour comparer 

la distribution protéomique entre les échantillons. Afin de mieux visualiser les 

quantifications, une heatmap a été dressée (Figure 95). La carte thermique permet 

de visualiser rapidement la présence plus ou moins marquée de telle ou telle protéine 

sur les différents échantillons. Sur cette figure, l’échantillon 31(-) 30 min se distingue 

nettement dans la répartition de ses protéines. 

 

Figure 94 : les 20 protéines les plus identifiées par échantillon et leur pourcentage correspondants. 
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Pour mieux visualiser les similitudes entre les échantillons, il faut se tourner 

vers les traitements statistiques. C’est ce qui est abordé au point suivant.  

 

II.B. Traitements statistiques des données de protéomique 

Avec un grand nombre de données comme cela est le cas avec les dizaines de 

protéines trouvées pour les seize conditions étudiées, un traitement statistique a été 

nécessaire et le logiciel R a été utilisé afin d’identifier, de quantifier et de mieux 

visualiser les similarités (ou les différences) entre les compositions des HCs des 

différents échantillons. Nous remercions Hervé Cardot de l’Institut de Mathématiques 

de Bourgogne pour les clarifications et les suggestions qu’il a apporté par rapports 

aux approches statistiques. 

 

Ces approches se divisent en deux 

catégories (Figure 96): les statistiques 

inférentielles, et les méthodes appartenant aux 

analyses multivariées (statistiques descriptives). 

Les statistiques descriptives visent à décrire les 

échantillons et à récapituler les données, sous 

forme graphique notamment. Les statistiques 

inférentielles ont pour but de tirer des conclusions 

sur une population à partir de données d’un 

échantillon de cette population. Elles regroupent 

aussi les tests statistiques. 

Les tests statistiques sont nombreux. Ils ont pour principe de tester une 

hypothèse nulle appelée H0. 

Donnons comme exemple le test de Wilcoxon-Mann-Whitney, ou test des rangs 

de Wilcoxon. Ce test est dit non-paramétrique, ce qui signifie que la distribution de 

ses données ne suit pas une loi normale. Il permet l’étude d’une variable sur deux 

échantillons. L’hypothèse nulle H0 stipule que les distributions des protéines sont 

Figure 96 : différentes statistiques. 

Figure 95 : Visualisation en carte thermique des TSC des 20 protéines les plus présentes. 
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proches. Le résultat est sous forme d’une valeur, la « p-value » (valeur de probabilité). 

Si cette p-value est inférieure à un certain seuil fixé arbitrairement, en général p = 

0,05, soit 5% d’erreur que l’on admet, on réfute l’hypothèse H0.  

 Nous obtenons ainsi des comparaisons deux à deux, regroupées dans notre 

cas en Figure 97. Les cases vides correspondent à une comparaison où tous les 

paramètres varient et qui n’a donc pas de sens. Si l’on considère l’échantillon 31(+)5 

min (au niveau du cadre jaune), H0 n’est pas rejetée pour sa comparaison avec 

12(+)5min et est rejetée pour sa comparaison avec 31(-)5min : la distribution de 

protéines de 31(+)5min n’a pas de différence significative avec celle de 12(+)5min, 

tandis que celles de 31(+)5min et 31(-)5min sont différentes. Cela suggère que, dans 

ce cas, la charge impacte plus la composition de la HC que la taille du polymère. 

Cependant, des précautions sont à prendre. Ce test est pour l’étude d’une 

variable dans deux expériences différentes. Dans notre cas, une « expérience » 

correspondrait à une protéine, et ce test pourrait donc être utilisé pour l’étude d’une 

protéine spécifique. L’exemple en Figure 97 est donc incorrect. Il est présenté ici pour 

avertir de la complexité du choix du test statistique.  

 

On pourrait retenir, pour notre jeu de données, les tests suivants : 

▪ Test du Khi² : comparaison d’une seule variable sur deux échantillons, dont 

l’hypothèse H0 est que la différence entre deux séries de données est dû au 

hasard. 

▪ Test de Fisher : comparaison de deux variables qualitatives, H0 étant que ces 

deux variables sont indépendantes.  

▪ Test d’ANOVA : analyse de la variance, qui analyse une seule variable pour 

trois échantillons ou plus. On y étudie une variable quantitative à laquelle on 

attribue une ou deux variables qualitatives appelés facteurs. Le test met en 

évidence l’existence ou non d’une interaction entre ces facteurs et la variable 

quantitative étudiée. (note : on parle de test, mais celui-ci appartient aux 

statistiques descriptives)  

Cependant, l’approche choisie et utilisée dans la suite de ce chapitre est celle 

des analyses de données relevant des statistiques descriptives qui permettent 

d’identifier des groupes d’individus à partir d’un jeu de données et/ou de mettre en 

évidence des liens hiérarchique entre eux. Deux aspects de ces statistiques seront ici 

étudiées : le partitionnement de données (clustering) et la réduction de dimension. 

12(+) 12(+) 31(-) 31(-) 31(-) 12(0) 12(0) 12(0) 31(+) 31(+) 12(-) 12(-) 12(-) 31(0) 31(0) 31(0)

5 min 15 min 5 min 15 min 30 min 5 min 30 min 90 min 5 min 15 min 5 min 15 min 30 min 5 min 30 min 90 min

w11 w12 w21 w22 w23 w31 w32 w33 w41 w42 w51 w52 w53 w61 w62 w63

12(+) 5 min w11 0,5528 0,2758 0,5367 0,4004 0,8871 0,005

12(+) 15 min w12 0,4292 0,6338

31(-) 5 min w21 0,017 0,9516 0,5357 0,0403 0,3128 0,0707

31(-) 15 min w22 0,0132 0,0393 0,0189

31(-) 30 min w23 0,017 0,725

12(0) 5 min w31 0,9113 0,8337 0,128 0,7038 0,0108

12(0) 30 min w32 0,7542 0,362

12(0) 90 min w33 0,663

31(+) 5 min w41 0,0172 0,2722 0,00008

31(+) 15 min w42

12(-) 5 min w51 0,3136 0,2145 0,0045

12(-) 15 min w52 0,0228

12(-) 30 min w53

31(0) 5 min w61 0,1312 0,11

31(0) 30 min w62 0,863

12(+) 12(+) 31(-) 31(-) 31(-) 12(0) 12(0) 12(0) 31(+) 31(+) 12(-) 12(-) 12(-) 31(0) 31(0) 31(0)

5 min 15 min 5 min 15 min 30 min 5 min 30 min 90 min 5 min 15 min 5 min 15 min 30 min 5 min 30 min 90 min

w11 w12 w21 w22 w23 w31 w32 w33 w41 w42 w51 w52 w53 w61 w62 w63

12(+) 5 min w11 0,5528 0,2758 0,5367 0,4004 0,8871 0,005

12(+) 15 min w12 0,4292 0,6338

31(-) 5 min w21 0,017 0,9516 0,5357 0,0403 0,3128 0,0707

31(-) 15 min w22 0,0132 0,0393 0,0189

31(-) 30 min w23 0,017 0,725

12(0) 5 min w31 0,9113 0,8337 0,128 0,7038 0,0108

12(0) 30 min w32 0,7542 0,362

12(0) 90 min w33 0,663

31(+) 5 min w41 0,0172 0,2722 0,00008

31(+) 15 min w42

12(-) 5 min w51 0,3136 0,2145 0,0045

12(-) 15 min w52 0,0228

12(-) 30 min w53

31(0) 5 min w61 0,1312 0,11

31(0) 30 min w62 0,863

12(+) 12(+) 31(-) 31(-) 31(-) 12(0) 12(0) 12(0) 31(+) 31(+) 12(-) 12(-) 12(-) 31(0) 31(0) 31(0)

5 min 15 min 5 min 15 min 30 min 5 min 30 min 90 min 5 min 15 min 5 min 15 min 30 min 5 min 30 min 90 min

w11 w12 w21 w22 w23 w31 w32 w33 w41 w42 w51 w52 w53 w61 w62 w63

12(+) 5 min w11 0,5528 0,2758 0,5367 0,4004 0,8871 0,005

12(+) 15 min w12 0,4292 0,6338

31(-) 5 min w21 0,017 0,9516 0,5357 0,0403 0,3128 0,0707

31(-) 15 min w22 0,0132 0,0393 0,0189

31(-) 30 min w23 0,017 0,725

12(0) 5 min w31 0,9113 0,8337 0,128 0,7038 0,0108

12(0) 30 min w32 0,7542 0,362

12(0) 90 min w33 0,663

31(+) 5 min w41 0,0172 0,2722 0,00008

31(+) 15 min w42

12(-) 5 min w51 0,3136 0,2145 0,0045

12(-) 15 min w52 0,0228

12(-) 30 min w53

31(0) 5 min w61 0,1312 0,11

31(0) 30 min w62 0,863

Figure 97 : p-values des tests de Wilcoxon sur quelques distributions de protéines (Hard Corona : 

HC) à différentes conditions. 
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II.B.1. Clustering 

II.B.1.a) K-means 

La méthode des k-means a pour but de répartir les données en k nombres de 

groupes (ou « clusters ») et cherche à minimiser l’inertie intra-classe. On définit 

l’inertie d’un nuage de points comme étant la somme des carrés des distances point-

centroïde (ou centre de gravité). Elle est donc une mesure de la dispersion de ce nuage 

de points. 

Le principe de l’algorithme se base sur les centres de gravités des clusters (ou 

« centroïdes »). 

Initialement, k centres sont placés de manière aléatoire. Les distances points-

centroïdes sont calculées (les distances euclidiennes sont utilisées) et chaque point 

est associé au centre le plus proche. Le centre de gravité de chaque groupe ainsi 

constitué est ensuite calculé. Ils diffèrent généralement de l’emplacement choisi 

aléatoirement initialement. Les centroïdes sont déplacés vers ces centres de gravité. 

Alors les distances points-centroïdes sont recalculées. L’itération se répète jusqu’à ce 

que les centroïdes ne bougent plus.  

Afin de déterminer le nombre adéquat de clusters, nous avons utilisé la 

méthode du coude. Celle-ci calcule la somme des distances au carré entre les 

centroïdes et chaque point (= l’inertie intra-classe) pour les différentes valeurs de k. 

En Figure 98a est présenté le graphique de la méthode du coude appliqué à nos 

données protéomique. Il représente l’inertie intra-classe en fonction du nombre de 

clusters. Plus cette inertie elle est basse, plus les points sont proches de leur 

centroïdes, plus le cluster est compact. Pour déterminer le k optimal, il faut se placer 

au point de retournement, au « pli du coude » de la courbe, qui correspond à une 

variation minimisée de l’inertie. On détermine ici k = 5. 

Cet algorithme est non-déterministe : son résultat varie en fonction de 

l’initialisation, car celle-ci est aléatoire. Le code est donc relancé plusieurs fois (n=5). 

Le résultat obtenu est représenté sur la Figure 98b. Nos échantillons (les 

différentes couronnes protéiques pour chaque type de SPIONs) ayant n variables (les 

31[0] 30m 

31[0] 90m 

31[0] 5m 

31[-] 30m 

31[-] 15m 

31[-] 5m 

12[-] 5m 
12[-] 15m 

12[-] 30m 

12[0] 90m 

12[0] 30m 

12[0] 5m 

31[+] 15m 

31[+] 5m 

12[+] 5m 

12[+] 15m 

Figure 98 : a) méthode du coude , b) visualisation des clusters par la méthode des k-means, k = 5 

a) b) 
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protéines), le k-means les représente sur un espace « tassé ». Nous verrons plus bas 

qu’il existe plusieurs techniques de réduction de dimensions. Le code utilisé dans ce 

paragraphe est trouvable en annexe : sont utilisés les fonctions kmeans() et 

fviz_cluster(). C’est fviz_cluster() qui permet d’obtenir les graphiques, en opérant une 

analyse en composante principale si le nombre de variable est supérieur à 2. Ce qui 

est ici le cas. 

Nous avons choisi k = 5, sur la Figure 98b sont donc visibles les cinq clusters, 

avec chacun leur couleur. Ils sont de tailles inhomogènes, allant de l’échantillon seul 

(31(-) 30m), à un groupement de 8 échantillons (le cluster n°5 en rose). L’isolation de 

l’échantillon 31(-)30m n’est pas surprenante : il a été remarqué précédemment que 

sa reproductibilité était questionnable. 

On remarque que ce code tend à illustrer un regroupement des échantillons 

en fonction de la taille du polymère pour les échantillons neutres et négatifs. Les 

clusters qui sont plus compacts et bien séparés indiquent généralement une 

meilleure structure de regroupement. On peut donc supposer avec ce graphique que 

la taille et la charge, quand elle est neutre ou négative, des polymères ont un impact 

sur la couronne protéique. 

Le choix parfois difficile de k est une limite de cette 

méthode. La Figure 99, extraite d’un cours, est donnée à 

titre d’exemple et de comparaison. Elle illustre la courbe 

obtenue par la méthode du coude où le choix adéquat de 

k est clair : k = 4. A partir de k = 4, la variation d’inertie 

est linéaire. Dans notre cas (Figure 98a), la variation 

linéaire correspond à k = 7 ou k = 8. Mais alors, on 

décomposerait nos 16 échantillons en 8 groupes, ce qui 

peut être questionnable. 

Le résultat pour k = 8 se trouve 

en Figure 100. Le placement des 

échantillons est identique à celui en 

Figure 98b). Les clusters retrouvés sont 

globalement les mêmes que dans le cas 

k = 5. Les échantillons 31(0) se 

retrouvent seuls, et les échantillons 

positifs ont tendance à se grouper, 

ignorant la taille du polymère (cluster 

n°5). 

En plus de cette difficulté du 

choix de k, l’algorithme est très sensible 

aux points extrêmes (points qui sont 

loin de tous les autres) et aux groupes de tailles inhomogènes, et semble donc 

inapproprié pour nos échantillons. La classification Ascendante Hiérarchique (CAH) 

est une autre méthode de partitionnement de données qui est moins sensible aux 

valeurs aberrantes. 

II.B.1.b) Classification Ascendante Hiérarchique (CAH) 

La CAH (classification ascendante hiérarchique) est un autre type d’algorithme de 

clustering. Cette méthode est plus fine que les k-means car elle regroupe les objets 

Figure 99 : méthode du coude, 

choix de k 

Figure 100 : visualisation des clusters par la méthode des 

k-means, k = 8 
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selon les distances les séparant entre eux alors que k-means utilise des distances 

point-centres ce qui nécessite de commencer par des centres choisis aléatoirement. 

L’avantage des k-means par rapport à la CAH est qu’il nécessite beaucoup moins de 

temps de calcul et d’espace mémoire. Il est donc préféré à la CAH pour de très grands 

jeux de données. Mais ce critère n’a aucun impact dans notre cas. Par ailleurs, à la 

différence des k-means, l’algorithme ne nécessite pas de fixer le nombre de clusters 

au préalable et ne dépend pas d’une initialisation aléatoire : les CAH sont des 

algorithmes déterministes. 

La CAH procède ainsi : 

• Initialisation : tous les individus constituent chacun un groupe. 

• Itération : la distance entre chaque groupe est calculée. Les deux groupes les 

plus proches sont fusionnés et reliés, formant un nuage de point. L’itération 

se répète jusqu’à ce qu’il n’y ait plus qu’un groupe.  

Il existe plusieurs CAH qui différent par la méthode de calcul des distances 

(distance entre deux individus et distance/proximité entre deux nuages de points).  

i. Ward 

La méthode de Ward est la plus utilisée. Elle pondère la distance en fonction du 

nombre d’individus d’un groupe (= cluster). La distance de Ward entre deux clusters 

est égale au carré de la distance entre les barycentre (G) pondéré par le nombre 

d’individus (n) de chaque cluster : 

𝐷(𝑊𝑎𝑟𝑑)𝑐𝑙𝑢𝑠𝑡𝑒𝑟1,   𝑐𝑙𝑢𝑠𝑡𝑒𝑟2 =
‖𝐺𝑐𝑙𝑢𝑠𝑡𝑒𝑟1 − 𝐺𝑐𝑙𝑢𝑠𝑡𝑒𝑟2‖2

1
𝑛𝑐𝑙𝑢𝑠𝑡𝑒𝑟1

+
1

𝑛𝑐𝑙𝑢𝑠𝑡𝑒𝑟2

  

La CAH résulte en une arborescence appelée dendrogramme qui forme des 

groupes d’échantillons en fonction de leur similarité (qu’on appelle parfois « clade »). 

L’axe des ordonnées correspond à la mesure de la similarité. En abscisse se 

retrouvent les échantillons. Pour lire un dendrogramme, il faut se placer selon une 

ligne coupant l’axe y horizontalement. Plus on « coupe » bas plus les groupes sont 

similaires (mais plus nombreux). Quant à la hauteur des branches, plus elle est 

élevée, plus la différence est élevée. Le choix du nombre de clusters est subjectif. 

En Figure 101 est présentée la classification hiérarchique obtenue avec l’algorithme 

de Ward pour les échantillons en fonction de la taille du polymère et Figure 102 tous 

les échantillons. (= nos individus). 

 

3
1
[0

] 
5
m

 

3
1
[0

] 
3
0
m

 

3
1
[-

] 
3
0
m

 

3
1
[-

] 
1
5
m

 

3
1
[-

] 
5
m

 

3
1
[+

] 
1
5
m

 

3
1
[+

] 
5
m

 

3
1
[0

] 
9
0
m

 

1
2
[-

] 
5
m

 

1
2
[-

] 
1
5
m

 

1
2
[-

] 
3
0
m

 

1
2
[0

] 
9
0
m

 

1
2
[0

] 
5
m

 

1
2
[+

] 
5
m

 

1
2
[+

] 
1
5
m

 

1
2
[0

] 
3
0
m

 

Figure 101 : classification hiérarchique selon la méthode de Ward des a) SPIONs 12kDa et  b) SPIONs 31 kDa. 

a) b) 
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En prenant l’exemple de la Figure 101a sur les échantillons 12, la ligne violette 

coupe la partition en trois clusters (■). Dans ces conditions, le cluster des échantillons 

positifs se distingue des deux autres comprenant des échantillons neutres et négatifs. 

En coupant plus bas pour obtenir cinq clusters (■), les échantillons neutres se 

dégroupent des échantillons négatifs. Ces regroupements suggèrent que la charge du 

polymère a un impact sur la répartition des protéines de la HC, comme il l’a été 

démontré dans la littérature [163].  

En considérant tous les échantillons (Figure 102), il est observé que 

l’échantillon 31(-)30minutes peut être considéré comme aberrant, comme le 

supposait la méthode des k-means.  En décomposant la partition en cinq clusters (■), 

les mêmes tendances que celles mises en avant par la méthode des k-means sont 

observées. La seule différence étant le cluster des 12(-) 5 et 15 minutes, groupé avec 

12(0) 90m dans la méthode des k-means et avec 12(0) 30 min pour la CAH. 
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Figure 102 : classification hiérarchique selon la méthode de Ward des 16 échantillons. 
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ii. Carte thermique (Heatmap) 

La heatmap présentée précédemment (Figure 95) est une simple 

représentation graphique des valeurs des protéines, sans aucun traitement. La 

fonction heatmap() de R possède l’intérêt de pouvoir clustériser les données à la fois 

via les colonnes et via les lignes (paramètres et individus). En retraçant la heatmap 

avec les dendrogrammes, nous obtenons la Figure 103. 

La fonction heatmap() regroupe trois étapes :  

1. Le calcul d’une matrice de similarité entre les lignes ou les colonnes. La 

distance euclidienne est ici utilisée. Dans un espace à n dimensions, on 

définit cette distance comme étant la racine carrée des carrés des 

différences de leur cordonnées. 

2. La réorganisation des données via l’algorithme de classification ascendante 

hiérarchique (CAH). 

3. La construction de la heatmap en elle-même avec l’attribution à chaque 

valeur d’une couleur appartenant à un nuancier. 

Figure 103 : Visualisation en carte thermique /dendrogrammes des TSC des 20 protéines les plus présentes. 
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La Figure 103 est la carte thermique dressée à partir des données des 20 

protéines les plus présentes. La Figure 104 présente la carte thermique avec 

l’intégralité des protéines. Les dendrogrammes des deux figures varient très peu : si 

l’on regarde au niveau de la répartition en cinq clusters (lignes rouges), la prise en 

compte de toutes les protéines met seulement en évidence une différence pour les 

12(0) et 12(+).  

La heatmap est donc un outil possédant l’avantage de regrouper à la fois les 

CAH réalisées selon les individus et les observations et d’en identifier les clusters. 

Elle permet par ailleurs de visualiser intuitivement les grands jeux de données, avec 

l’utilisation d’un nuancier qui permet de repérer rapidement les tendances et les 

variations dans les données. 

Figure 104 : Visualisation en carte thermique /dendrogrammes des TSC avec 1) clustering des données protéomiques basés 
sur le type de chimie de surface, 2) clustering des données protéomiques basés sur les protéines.  

1) 

2) 
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II.B.2. Réduction de dimension 

On peut mentionner deux techniques de réduction de dimensions : le 

positionnement multidimensionnel (MDS) et l’analyse en composantes principales 

(PCA). 

Le but d’une MDS est d’établir une représentation 2d ou 3d des individus afin 

de visualiser les similitudes entre eux. Avec n variables, la carte tracée a n 

dimensions. Le but d’une MDS est de réduire ce nombre de dimensions pour arriver 

à une représentation 2d (d’où le l’expression « réduction de dimensions »). Pour ce 

faire, l’algorithme part d’une matrice de similarité (ou de distance) et place les points 

successivement et les réajuste afin de minimiser la « fonction de coût », où fonction 

de stress. Il existe différentes fonctions de stress résultant en différents type de MDS. 

Ici, le type « classique » est choisi. La fonction de stress est donc [164], [165] :   

 

 

𝑆𝑡𝑟𝑒𝑠𝑠 =  √
∑ ∑ (𝑑𝑖𝑗 − 𝛿𝑖𝑗)²𝑁

𝑖=1
𝑁
𝑖=1

∑ ∑ 𝛿𝑖𝑗²𝑁
𝑖=1

𝑁
𝑖=1

 

Où δij est la dissimilarité entre deux points i et j dans l’espace original à n 

dimension, dij la distance euclidienne entre deux points i et j dans l’espace réduit, xik 

et xjk sont les coordonnées des points i et j selon les k dimensions de l’espace original, 

r le nombre de dimensions, i et j variant de 1 à N, N le nombre de points du jeu de 

données. 

En  Figure 105 et en Figure 106 sont 

illustrées les MDS effectuées sur nos 

données. Les échantillons sont regroupés par 

la taille du polymère, supposant que ce 

paramètre prévaut sur sa charge (Figure 

105). En Figure 106, pour une même taille de 

polymère, les échantillons positifs tendent à 

se grouper, et les neutres et négatifs à former 

des groupes ne tenant pas compte des 

charges. La MDS des 31kDa reste biaisée par 

les 31(-) 30 minutes. 

Le résultat est similaire aux 

graphiques présentés dans le paragraphe de 

la méthode des k-means (Figure 98) : le but 

de la MDS est de mesurer et visualiser les similitudes, tandis que la méthode des k-

means cherche à regrouper les sujets. Les deux méthodes sont donc complémentaires 

et la fonction k-means est effectuée à la suite de la MDS.  

On rappelle ici que dans le paragraphe des k-means, la méthode de réduction 

de dimensions intégré à la fonction de traçage du graphique en est une autre, la PCA 

(Analyse en Composantes Principales).  

L'objectif de la PCA est d'afficher les positions relatives des points de données 

dans un espace de dimensions réduit tout en conservant autant d'informations que 

Figure 105 : Positionnement  MDS classique et 

application de la méthode des k-means (k = 3) 

30 m 
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possible, et d'explorer les relations entre les variables dépendantes (= déterminer 

quelles variables sont liées). C’est cette méthode qui a été conduite par R. Safavi-Sohi 

et qui est utilisée dans l’article insérée plus bas. La principale différence 

fondamentale entre la MDS et la PCA est qu’une MDS commence par une mesure des 

similarités (ou des distances) résultant en une matrice de laquelle on va tirer une 

représentation alors que la PCA part d’une représentation spatiale que l’on vient 

« écraser ».  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

II.B.3. Bilan 

Sans entrer dans les calculs mathématiques, plusieurs outils statistiques ont 

donc été présentés : les méthodes de l’algorithme de Ward et les k-means relevant du 

partitionnement de données, et  la réduction de dimensions (Figure 107). Les 

techniques de partitionnements de 

données permettent de regrouper les 

échantillons selon leurs similarités. Les 

réductions de dimensions sont des 

techniques dites d’ordination : elles 

permettent de représenter 

graphiquement les relations et les 

structures entre les observations ou les 

variables (trop nombreuses) afin de 

mieux comprendre la variabilité des 

données. Ces méthodes sont donc 

souvent complémentaires, et il est 

intéressant par exemple d’effectuer une 

PCA sur les données avant de procéder à 

une CAH.  

Figure 107 : différentes approches de traitements de 

données abordées dans ce chapitre 

  

 

  
  

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 106 : MDS des échantillons conduite selon la taille des polymères 
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III. Etude de l’impact in vivo de la couronne protéique 

de SPIONs sur leur biocirculation : article 
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Conclusion chapitre 3 

Les principales techniques de caractérisation des interactions nanoparticules-

protéines ont été récapitulées dans le début de chapitre 

Une expérience biologique in vivo portant sur l’identification de la couronne 

protéique de SPIONs avec différents coatings et sur leur rôle sur la biocirculation 

sanguine a été conduite. Des prélèvements à différents temps ont été effectués afin 

d’étudier l’évolution temporelle de la couronne protéique. Des SPIONs recouverts de 

PVA de taille différentes (12 kDa et 31 kDa) et portant des groupements fonctionnels 

différents (-OH, -COOH, -NH3) ont été étudiés. Les résultats protéomiques sont 

étudiées via le nombre de protéines et leur nature (le pI et le GRAVY). De par la 

complexité et le grand nombre des données récoltées (seize conditions composées, en 

moyenne, d’une soixantaine de protéines chacune), des approches statistiques ont 

été abordées. Les tests statistiques peuvent se montrer prometteurs pour l’étude 

d’une protéine particulière. Plusieurs méthodes de classification hiérarchiques ont 

été testées pour étudier les différences significatives des conditions étudiées. On peut 

retenir l’algorithme de Ward et la présentation sous dendrogrammes correspondante 

ou le positionnement multidimensionnel pour illustrer les similitudes des 

échantillons. Dans ces études est remarqué l’impact dominant de la taille du 

polymère par rapport à sa charge sur l’adsorption des protéines. 

Après tests et comparaisons de différentes méthodes statistiques sur les 

données récoltées, il apparait que la PCA reste, à ce jour, la méthode la plus courante 

et la plus puissante pour ce genre de jeu de données. Les résultats de protéomique 

ont fait l’objet d’un article publié dans ACS Nano permettant, à l’aide de cette méthode 

statistique, de sélectionner un cocktail de protéines semblant influencer la 

biocirculation des SPIONs fonctionnalisés. 
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Conclusion générale et perspectives 

 

 Le développement de nanoparticules destinées à des fins biomédicales doit 

prendre en compte le phénomène de couronne protéique (PC), ces couches de 

protéines liées plus ou moins fortement à la surface des nanoparticules se formant 

lorsque celles-ci sont introduites dans le sang. Le premier but de cette thèse était 

d’étudier les différents aspects impactant cette couronne protéique, de faire un 

point sur la recherche à ce sujet et définir les challenges rencontrés. Et le 

nombre de paramètres intrinsèques aux nanoparticules influençant la couronne 

protéique est conséquent : taille, forme, chimie de surface, rugosité, matériau, etc. 

Cette couronne est aussi influencée par les paramètres environnementaux, et il a été 

démontré que les études in vitro et in vivo sont souvent difficilement réconciliables et 

qu’il est préférable de se rapprocher des conditions physiologiques dans lesquelles 

les NPs se retrouvent lors de leur injection pour obtenir des résultats au plus proche 

du vivant, donc de travailler in vivo. Les objectifs de cette thèse étaient donc de 

choisir les modèles de nanoparticules et les paramètres à étudier, de synthétiser 

ces particules modèles d’une manière à pouvoir étudier l’impact de ces 

paramètres sur la couronne protéique (c’est-à-dire d’obtenir des échantillons ne 

possédant qu’un seul paramètre variable entre eux) et de caractériser celle-ci in 

vivo. 

Le premier chapitre fait un point bibliographique des aspects mentionnées 

ci-dessus : il revoit les différentes nanoparticules développées dans un contexte 

biomédical, pourquoi la couronne protéique est cruciale, les principaux paramètres 

l’influençant, les divergences in vitro vs in vivo et l’importance de standardiser les 

techniques de caractérisation. La bibliographie menée sur ce sujet a mené à la 

publication d’une revue en collaboration avec Dr. Nimisha Singh dans Nanoscale 

Advances en 2021. Dans cet article, l’influence de l’adsorption des protéines à la 

surface des NPs est étudiée. Les paramètres influençant la couronne protéique sont 

présentés ainsi que la modification de cette PC in vitro pour influencer les 

comportements in vivo des NPs. Enfin les quelques études s’étant concentrées sur 

l’analyse in vivo de la PC sont résumées. Enfin des améliorations sur l’analyse de la 

PC sont proposées. Dans la suite de ce travail de thèse, le choix est de travailler sur 

des nanoparticules sphériques et d’étudier les paramètres de la taille et de la chimie 

de surface. Ce chapitre détaille aussi les systèmes sélectionnés : les nanoparticules 

d’oxyde de fer et d’or, qui font partie des types de nanoparticules les plus étudiées à 

des fins thérapeutiques. Les molécules choisies comme fonctionnalisation de surface 

sont les polymères (PEG et PVA), le citrate et le glutathion. 

La synthèse et la caractérisation de ces systèmes font l’objet du deuxième 

chapitre. Une brève étude des différentes méthodes de synthèse pour les deux types 

de particules est menée. La coprécipitation est choisie pour les SPIONs, et la 

réduction d’un sel d’or pour les AuNPs.  

Les nanoparticules d’oxyde de fer sont synthétisables en quantité importante et de 
manière reproductible. Leur taille hydrodynamique dans leur milieu original est de 
27 nm. Les suspensions sont stables dans leur milieu d’origine pendant au moins 3 
ans, ce qui permet de faire des études sur des particules identiques tout au long d’un 
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projet. Un coating de citrate puis de glutathion (GSH) est effectué. Différentes 
méthodes de purification ont été testées, et celles retenues sont la centrifugation pour 
les SPIONs@citrate et la SEC pour les SPIONs@GSH.   

Différents protocoles de synthèse de nanoparticule d’or ont été testés : la 

méthode classique de Turkevich (V0), des variantes avec chauffage avec (V1) ou sans 

(V2) ajustement de pH, et une synthèse en présence de glutathion (V3). (V0) résulte 

en des suspensions de diamètres moyens hydrodynamiques ajustables, compris 

entre 16 et 95 nm avec des PDI compris entre 0,16 et 0,49. Des problèmes de 

reproductibilité et de stabilité ont été rencontrés. Ces NPs doivent être 

fonctionnalisées directement après leur synthèse. (V1), (V2) et (V3) résultent en des 

particules de 20-25 nm de diamètre hydrodynamique avec des PDI inférieurs à 0,2. 

Ces AuNPs sont sphériques et monodisperses. (V1) possède l’avantage d’être stable 

dans le temps. 

Les tests de purifications des suspensions sans fonctionnalisation ont 

démontré une sédimentation instantanée quelle que soit la méthode. Les 

concentrations sont faibles (inférieure à 10-4M). Un greffage de PEG-SH a été effectué 

et caractérisé. La molécule se greffe facilement et les suspensions sont purifiables. 

Dans une moindre mesure, des nanoparticules de silice non mésoporeuses ont 

été synthétisées par le procédé Stöber, résultant en des NPs d’une taille comprise 

entre 40 et 140 nm. Leur sphéricité et monodispersité sont exemplaires. Des essais 

afin de passer du milieu éthanol au milieu aqueux sans passer par le stade de poudre 

ont été testés. Une combinaison d’évaporateur rotatif et de dialyse permet ce 

remplacement.  

Une bibliothèque de nanoparticules a donc été constituée, avec des diamètres 

hydrodynamiques et des fonctionnalisations de surface différentes. Une attention 

particulière a été portée sur la reproductibilité des synthèses et la caractérisation des 

suspensions.  La variation d’un seul et unique paramètre entre deux suspensions 

n’est pas systématique. Les études de stabilités démontrent que les AuNPs@PEG, les 

SPION@citrate, les SPIONs@GSH peuvent être utilisés dans des études biologiques.  

Les paramètres choisis – la taille et la chimie de surface - font l’objet d’une 

étude ciblée de caractérisation de la couronne protéique dans le troisième chapitre. 

Des SPIONs avec différentes fonctionnalisations à base de PVA (chargés positivement, 

négativement ou neutres) de différentes tailles (12kDa et 31kDa) sont introduits dans 

des rats et le sang de ceux-ci est prélevé à différents temps. La PC est isolée par 

centrifugation suivie d’une séparation magnétique. Les protéines composant ces PC 

sont ensuite analysées par LC-MS. Devant la grande quantité et diversité des 

résultats obtenus, une étude de différentes méthodes statistiques d’analyse de 

données explore le traitement des jeux de données issus de la protéomique. La 

conclusion partielle est, en premier lieu, que l’adsorption des protéines semblent être 

plus influencée par la taille du polymère utilisé que par sa charge. De plus, le choix 

de l’approche statistique semble crucial pour analyser les données et la méthode PCA 

(Analyse en Composantes Principales) semble être la plus adaptée à notre étude. Les 

résultats in vivo des PC trouvées dans le plasma à la surface des SPIONs à différents 

temps post-injection ont fait l’objet d’une publication dans ACS Nano en 2023 en 

collaborations avec Cintia Marques de l’Université de Genève et Dr. Mohammad 

Hajipour de Stanford. A l’aide, entre autres, de la méthode PCA, des protéines 

d’intérêts influençant positivement ou négativement la biocirculation des SPIONs ont 

été sélectionnées.  
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En conclusion, ce travail offre une première amorce à l’insertion d’une nouvelle 

thématique de recherche dans l’équipe d’accueil. Différents aspects de la couronne 

protéique ont été étudiés et des outils pour son étude ont été mis au point, aussi bien 

en terme de regroupement de protocoles de nanoparticules modèles que d’exploration 

des différentes méthodes de caractérisation. Cette étude souligne l'importance de la 

prise en compte de l'ensemble des facteurs régissant les interactions nanoparticule-

protéines pour développer des approches biomédicales sûres et efficaces basées sur 

les nanoparticules, l’objectif final des études portant sur la couronne protéique étant 

de pouvoir la contrôler et d’optimiser ces systèmes.  

Les perspectives de ce travail se retrouvent aussi bien dans les synthèses que 

dans l’étude de la couronne protéique. 

Les possibilités d’amélioration de la bibliothèque de nanoparticules sont 

multiples : les AuNPs monodisperses sont d’une taille de vingtaine de nanomètres 

(sans fonctionnalisation), et des optimisations dans les protocoles permettraient 

d’obtenir d’autres tailles. Les SPIONs sont des agrégats d’une trentaine de nm de 

cristallites de 8 nm, mais il existe des synthèses résultant en des SPIONs de 

morphologie identique à celle de nos AuNPs (elles nécessitent cependant de travailler 

en milieux non aqueux). Les molécules en surface ne sont pas uniformisées : le 

glutathion par exemple n’a pas été greffé sur les AuNPs de V0, V1 et V2, et les 

fonctionnalisations peuvent être effectuées sur les nanoparticules de silice. Les 

synthèses de celles-ci peuvent aussi être améliorées pour obtenir des tailles plus 

proches de celles des autres nanoparticules. La caractérisation des suspensions 

fonctionnalisées pourrait aussi être perfectionnées. Une quantification des PEG-SH 

greffés sur les AuNPs peut être notamment menée. La méthode colorimétrique avec 

le réactif d’Ellman peut être conduite à cette fin, en déterminant les groupements 

thiols en excès dans le surnageant des centrifugations.  

La LC-MSMS conduite dans le troisième chapitre est l’une des techniques les 

plus courantes de caractérisation de la couronne protéique en terme de semi-

quantitatif et d’identification. Ses inconvénients sont de masquer les protéines à 

faibles concentrations et de détruire les protéines. Par ailleurs, bien que l’in vivo soit 

privilégiable, il reste complexe et coûteux à mettre en place. Les études in vitro et ex-

situ sont donc à mener en parallèle car elles peuvent aider à la compréhension des 

interactions mises en jeu. Il pourrait donc être intéressant d’analyser la structure des 

protéines qui ont été remarquées pour avoir un impact sur le temps de circulation 

(les opsonines/dysopsonines identifiées dans l’article d’ACS Nano 2023) après 

incubation dans des conditions identiques, par dichroïsme circulaire ou 

spectroscopie infra-rouge par exemple. Au vu des questions de reproductibilité 

soulevées, il faudrait confirmer les résultats de la manipulation avec n = 8 individus. 

Par ailleurs, se tourner vers d’autres méthodes de séparation (comme l’AF4 

Assymetric Flow Field Fractionnation ou la SEC Size Exclusion Chromatography) est 

nécessaire pour l’étude des couronnes protéiques formées sur les nanoparticules non 

magnétiques telles que les AuNPs. Des premiers essais ont été menées en 

collaboration avec l’Université de Genève. 

L’approche des statistiques dans le traitement des données de protéomiques 

est inévitable. Une formation aux sciences des données est donc vivement 

recommandée. 
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Une autre approche de la couronne protéique serait de fonctionnaliser les 

nanoparticules directement avec les protéines, soit en greffant une protéine 

particulière ou en pré-incubant les nanoparticules dans du sérum. Une expérience 

envisagée dans ce cadre est celle présentée en Figure 108, où l’impact des NPs avec 

ou sans pré-incubation dans sur sérum serait étudié sur des cellules THP-1 (lignée 

cellulaire de monocytes humaine) en cytométrie en flux. Le but ce cette étude serait 

de comprendre le rôle de la couronne protéique sur l’internalisation des NPs. 

L’influence de la température sur l’adsorption de protéines seraient également 

étudiée. 

 

Figure 108 : schéma résumant l’étude envisagée d’une pré-incubation des NPs dans du sérum et son impact sur la 

viabilité des cellules. THP1 : culture cellulaire de monocytes de lignée humaine. Bleu de trypan : test colorimétrique 
pour déterminer la viabilité des cellules. SVF : sérum de veau fœtal. SSC : paramètre de cytométrie en flux (Side 

SCatter, lumière diffractée, donnant la granularité des cellules). 

Il faut également souligner que d’autres paramètres, extrinsèques aux 

nanoparticules, impactent la couronne protéique. Cet aspect est gardé à l’esprit et 

une étude ex-situ est en cours, analysant l’impact de l’anticoagulant sur la couronne 

protéique des SPIONs@PVA. Les SPIONs sont incubés dans des fonds de tube (= nous 

travaillons ici avec des prélèvements de patients de CHU de Dijon, en collaboration 

avec Dr. E. De Maistre) préparés à l’aide de différents anticoagulants : héparine, 

EDTA (Ethylène Diamine Tétra-Acétique), citrate et sans anticoagulant. Les 

couronnes protéiques sont analysées par spectrométrie de masse. Par ailleurs, la 

collaboration mise en place pour cette manipulation permettra par la suite d’étudier 

la couronne protéique selon différentes pathologies. Elle a fait l’objet du dépôt d’un 

essai clinique NCT05690542. Ces travaux et la suite de l’étude de la couronne 

protéique sont portés par la thèse de Dorra Ben-Elkadhi ayant débuté en mars 

dernier. 
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ANNEXES 

I. Codes R 

K-means  

######################################################### 

#pathway : 

setwd("C:/chemin") 

getwd() 

######################################################### 

#packages :  

library(cluster) 

library(factoextra) 

######################################################### 

#lecture des donnees : 

pro = read.table(file = "nomdufichier.csv", sep = ";", dec = "," , h = TRUE) 

data <- data.frame(pro) #conversion en matrice 

#kmeans : 

set.seed(123) 

res.km <- kmeans(data[,-1],3,nstart=100) 

 

#avec nstart : assignations initiales aleatoires  

#clustering kmeans: 

res.km$cluster 

 

#visualisation  

fviz_cluster(res.km, data = data[, -1], 

             palette = c("#2E9FDF", "#00AFBB", "#E7B800"),  

             geom = c("point"), 

             labelsize = 12, 

             ellipse.type = "convex", 

             main = "titre", 

             ggtheme = theme_bw() 

) 

######################################################### 

 

MDS 

######################################################### 

#pathway : 

setwd("C:/chemin") 

getwd() 

######################################################### 

#packages :  

library(ggpubr) 

library(magrittr) 

library(dplyr) 
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######################################################### 

#lecture des donnees : 

pro = read.table(file = "nomdufichier.csv", sep = ";", dec = "," , h = TRUE) 

data <- data.frame(pro) 

 

#MDS : 

mds <- data %>% 

  dist() %>%           

  cmdscale() %>% 

  as_tibble() 

colnames(mds) <- c("Dim.1", "Dim.2") 

# tracage MDS : 

ggscatter(mds, x = "Dim.1" ,  y = "Dim.2",  

          label = rownames(data), 

          size = 1, 

          repel = TRUE) 

# regroupement k-means: 

clust <- kmeans(mds, 5)$cluster %>% 

  as.factor() 

mds <- mds %>% 

  mutate(groups = clust) 

# graphique : 

ggscatter(mds, x = "Dim.1", y = "Dim.2", 

         #label = rownames(data), 

          color = "groups", 

          palette = "jco", 

          size = 3,  

          ellipse = TRUE, 

          ellipse.type = "convex", 

          repel = TRUE) 

######################################################### 

 

Ward 

######################################################### 

library(ggplot2) 

library(reshape) 

#pathway : 

setwd("C:/chemin") 

getwd() 

 

######################################################### 

#lecture des donnees : 

read.table(file = "nomdufichier.csv", sep = ";", dec = "," , h = TRUE) 

proteins = read.table(file = "nomdufichier.csv", sep = ";", dec = "," , h = TRUE) 

#visualisation data: 

mprot = data.frame(proteins) 

#transposée : 

tmprot = t(proteins) 
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#dendrogrammes 

hc.data1=data[,2:17]# Ward’s Method # 

wardsmethod<-hclust(dist(scale(hc.data1)),method="ward.D") 

plot(wardsmethod) 

######################################################### 



 

158 
 

II. Valorisation des travaux 

Publications dans des journaux à comité de lecture 

1. In vivo protein corona on nanoparticles: does the control of all material 

parameters orient the biological behavior? N. Singh†, C. Marets†, J. Boudon, 

N. Millot, L. Saviot, L. Maurizi (2021) Nanoscale Advances 3:1209–1229. 

https://doi.org/10.1039/D0NA00863J †: co-premier auteur  

Inside Front Cover: https://doi.org/10.1039/D1NA90021H 

1. Encapsulation of Luminescent Gold Nanoclusters into Synthetic Vesicles. 

R. M. Chiechio, S. Ducarre, C. Marets, A. Dupont, P. Even-Hernandez, X. Pinson, 

S. Dutertre, F. Artzner, P. Musumeci, C. Ravel, M.-J. L. Faro, V. Marchi (2022) 

Nanomaterials 12:3875. https://doi.org/10.3390/nano12213875 

2. Luminescent Gold Nanoclusters Interacting with Synthetic and Biological 

Vesicles. R. M. Chiechio, S. Ducarre, G. Moulin, A. Dupont, C. Marets, 

P. Even-Hernandez, F. Artzner, P. Musumeci, G. Franzo, C. Ravel, M.-J. L. Faro, 

V. Marchi (2022) J Phys Chem Lett 13:6935–6943. 

https://doi.org/10.1021/acs.jpclett.2c01071 

3. Identification of the Proteins Determining the Blood Circulation Time of 

Nanoparticles. C Marques†, M. J. Hajipour†, C. Marets, A. Oudot, R. Safavi-Sohi, 

M. Guillemin, G. Borchard, O. Jordan, L. Saviot, L. Maurizi (2023) ACS Nano 

17:12458-12470. https://doi.org/10.1021/acsnano.3c02041 †: co-premier auteur 

Enseignement - encadrement 

Activité de doctorant contractuel d’enseignements, ESIREM (’École d’Ingénieurs en 

Matériaux Développement Durable et Infotronique), 128 h TP (64 h/an) :  

→ Chimie Organique (1ère année),  

→ Physique Générale (1ère année),  

→ Céramiques (4ème année) 

→ Projet (GEIPI 1ère année : classes préparatoires intégrées)  

Présentations dans le cadre de congrès nationaux ou 

internationaux 

Le nom de l’auteur(e) présentant est souligné. 

1. Role of protein corona (PC) on nanoparticles: influence of the surface chemistry. 

L. Maurizi, C. Marets, J. Boudon, A. Oudot, S. Galmarini, U. Hanusch Sakulkhu, 

N. von Moos, N. Millot, L. Saviot, H. Hofmann (12/2019) SF Nano/C Nano 2019 

Dijon, France (Poster) 

2. Synthesis and characterization of nanoparticles to study their interactions with 

proteins, C. Marets, L. Saviot, L. Maurizi, Ecole Résidentielle Interdisciplinaire en 

Nanosciences et Nanotechnologies, C Nano (07/2021), Erquy, France (Poster) 

3. Proteomics analysis of the influence of nanoparticle charge and hydropathy on 

pharmacokinetics/circulation time. C. Marques, M. Hajipour, C. Marets, O. Jordan, 

G. Borchard, L. Maurizi (12/2022) SF Nano 2022 Strasbourg, France (Poster) 

 

https://doi.org/10.1039/D0NA00863J
https://doi.org/10.1039/D1NA90021H
https://doi.org/10.3390/nano12213875
https://doi.org/10.1021/acs.jpclett.2c01071
https://doi.org/10.1021/acsnano.3c02041


 

159 
 

Titre : Elaboration de nanoparticules inorganiques pour l’étude des interactions 

nanoparticules-protéines 

Mots clés : nanoparticules, couronne protéique, synthèse, caractérisation 

Résumé : Les nanoparticules (NPs) font l’objet 
de nombreuses recherches dans le domaine 
médical. Leurs applications potentielles sont 
multiples que ce soit en thérapie ou en 
diagnostic (thérapie anticancéreuse par 
hyperthermie, délivrance de médicaments, 
imagerie optique et/ou par résonance 
magnétique, etc). Dans la plupart des cas, les 
NPs sont injectées directement dans le sang. Un 
problème se pose : avant d’atteindre leur site 
cible, elles interagissent tout d’abord avec les 

molécules de l’environnement dans lequel elles 
sont injectées, en particulier les protéines. Il se 

forme ce qu’on nomme une « couronne protéique 
» (ou « protein corona » : PC). Cette PC influence 
les comportements biologiques des NPs tels que 
leur cytotoxicité, leur biodistribution ou encore 
leur internalisation., Elle a donc un impact sur 
l’efficacité des NPs. Il est d’une importance 
cruciale de comprendre sa formation et son 
évolution afin de mieux la contrôler.   
Dans cette thèse, les différents aspects 
impactant la couronne protéique sont 
considérés et un point est fait sur les challenges 
rencontrés dans ce domaine.  

D’après la littérature, les propriétés intrinsèques 
des NPs influencent la composition et l’évolution 
de la PC. Les objectifs de ce travail comprennent 
donc l’élaboration d’une bibliothèque de NPs 
comportant, entre deux échantillons, au moins 
un paramètre commun tel que la taille ou la 
chimie de surface, synthétisées de manière 
reproductible, contrôlée et à grande échelle.  A 
cette fin, des nanoparticules couramment 
développées à des fins biomédicales (oxyde de 
fer, d’or et silice) sont synthétisées, 

fonctionnalisées (polymères PEG et PVA, citrate 
et GSH) et caractérisées.   

Une étude sur l’impact de la taille des polymères 
en surface et de leur charge sur la PC est menée 
in vivo. Les protéines composant ces PC sont 
analysées par LC-MS. Devant la grande quantité 
et diversité des résultats obtenus, une étude de 
différentes méthodes statistiques d’analyse de 
données explore le traitement des jeux de 
données issus de la protéomique. 

 

 

Title : Elaboration of inorganic nanoparticles for the study of nanoparticle-protein interactions 

Keywords : nanoparticles, protein corona, synthesis, caracterization 

Abstract : Nanoparticles (NPs) are the subject of 
much research in the medical field.: their 
potential applications in therapy or diagnostics 
are multiple (anticancer therapy by 
hyperthermia, drug delivery, optical and/or 
magnetic resonance imaging, etc). In most 
cases, NPs are injected directly in blood. A 
problem arises: before reaching their target site, 
the Nps first interact with the molecules of the 
environment in which they are injected in, 

especially proteins. A so-called “protein corona” 
(PC) forms. This PC influences the biological 
behavior of NPs such as their cytotoxicity, their 

biodistribution or their internalization. It has 
therefore an impact on the effectiveness of the 
NPs. It is of crucial importance to understand its 
formation and evolution in order to better 
control it. 
In this thesis, the different aspects impacting 
the protein crown are considered and a point is 
made on the challenges encountered in this field 

According to the literature, the intrinsic 
properties of NPs influence the composition and 
evolution of PC. The objectives of this work 
therefore include the development of a library of 
NPs with at least one common parameter such 
as size or surface chemistry between two 
samples, synthesized in a reproducible, 
controlled and large-scale manner. To this end, 
NPs commonly developed for biomedical 
purposes (iron oxide, gold and silica) are 

synthesized, functionalized (PEG and PVA 
polymers, citrate and GSH) and characterized. 
A study on the impact of the size of the surface 

polymers and their charge on the PC is carried 
out in vivo. The proteins making up these PCs 
are analysed and selected to link them to the 
biocirculation of the NPs studied. Given the 
large quantity and diversity of the results 
obtained, a study of different statistical methods 
of data analysis explores the processing of data 
sets from proteomics. 

 

 

 


