Synthese et caractérisation de nanoparticules
superparamagnetiques

Dr S. LAURENT
Dr A. ROCH

Dr R. N. MULLER
UMH - Mons

Lic. M. CORNANT
Ing. C. NICOTRA
ISICHt - Mons

L’'Imagerie par Résonance Magnétique (I.R.M.) estedee une méthode
d’investigation in vivo particulierement appréciéeCependant, l'usage
d'agents de contraste s’avere souvent nécessaingr pme meilleure
interprétation des résultats. Ce travail s’'inscdans le cadre de leur
synthese et de leur caractérisation.

Mots- clefs : imagerie médicale, nanoparticules feerites, agents de
contraste

The Magnetic Resonance Imaging (MRI) has becomearicplary
appreciated in vivo investigation method. Howetlee, use of the contrast
agents often proves necessary for a better intéagion of the results. This
work comes within the framework of their synthesisd of their
characterization.
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1. Introduction

L'Imagerie par Résonance Magnétique (I.R.M.) esimkthode la plus
puissante et la moins invasive de diagnostivivo. Son inventeur Paul
Lauterbuf! fut couronné par le prix Nobel de médecine en 2088 plus
de son utilisation routiniere pour la détection demeurs, 'IRM s'est
récemment distinguée dans le domaine de l'angibgrgptude du systeme
vasculaire) et celui de l'imagerie fonctionnell€ette derniére consiste a
déterminer les parties du cerveau impliquées daesagctivité motrice ou
intellectuelle particuliere. Afin de permettre thagnostic, l'utilisation
d'agents de contraste est trés souvent nécess@ies. produits sont des
relaxophores c'est-a-dire des composés qui motifeiemps de relaxation
magnétique nucléaire du proton. Grace a cetterigtép ils affectent
l'intensité de certaines parties de l'image et mmg#it donc le contraste.

Le Service de Chimie Organique et Biomédicale tmiversité de Mons-

Hainaut (UMH) a acquis une expertise internatiomalet reconnue dans le
domaine de la synthése et la caractérisation desastophores a usage
médical. Ces composés se classent en deux gréadies selon leur

magnétisme moléculaire ou leur magnétisme cristalli s'agit d'une part

des complexes paramagnétiques de gadolinium dreljpart des particules
superparamagnétiques constituées de nano-crisesulustances ferro ou
ferri-magnétiques.

L'émergence de limagerie moléculaire, ouvrant ¢éeva la production

d’agents de contraste dits « intelligents » quiveet cibler une pathologie
ou une fonction physiologique particuliere, est'@idine d'un regain

d'intérét pour les agents de contraste de typergagmenagnétiques. Ce
type d'application est basé sur le greffage supdeicule d’'une sonde
moléculaire spécifique d'un récepteur cellulairg-estprimé lors de la

pathologie. La sonde moléculaire peut étre urcargs ou une entité dont
la structure tridimensionnelle épouse parfaitemegite du récepteur et
assure la haute spécificité de la liaison par ucaméme de type “clef -
serrure”. Pour ce type d'applications, les cristauperparamagnétiques
possédent I'avantage de fixer plusieurs dizainemilleers d'atomes actifs

par récepteur au lieu d'un seul, comme dans le dess complexes

paramagnétiques.
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Ce travail vise plus particulierement a obtenir gestocoles reproductibles
de production de ces nouveaux contrastophores Faenagnétiques pour
'IRM. Notre recherche a porté plus particulieremnsur la synthese de
suspensions colloidales de cristaux superparamniggastde magnétite ou
de maghémite enrobés par du dextran. Le dextranoestitué de longues
chaines polysaccharidiques et joue le réle de drarstérique assurant la
stabilité de la suspension.

L’objectif du travail était triple :

- vérifier la parfaite reproductibilité du protocale synthése établi

- étudier le r6le de la masse moléculaire du dexdtarles propriétés
des particules synthétisées

- étudier l'effet du greffage d'une molécule partiewd :
I’épichlorhydrine qui servira a I'ancrage de ladg®moléculaire

1.1 Le magnétisme nucléaire a la base de I'lRM

Les protons de I'eau ont un spin ¥z et constituast dipbles magnétiques
qui se comportent comme des micro-aimants. Le gt&gne nucléaire du
proton, malgré sa trés faible valeur, va permaitre investigationn vivo
d’'une remarguable richesse. En effet, le petitaait constituant le noyau
d’hydrogéne possede une énergie plus faible lollsgat orienté dans la
direction paralléle a §) champ magnétique extern€ette faible différence
d’énergie entre états parallele et anti-paralléleaconduit a I'apparition
d’'une aimantation macroscopique. Remarquons qué we exces de
qguelques milliemes de pourcents de spins contrdbumette aimantation
macroscopique. Celle-ci se comporte comme unddaigourne autour de
la direction du champ magnétique. On parle de rment de précession
magnétique nucléaire. La fréquence de ce mouverhergrécession est
proportionnelle a la valeur du champ magnétiqueseappelée fréequence de
Larmor du noyau. Cette relation linéaire entreréfience de précession et
le champ magnétique est a la base toutes les apptis de la RMN.

Pour connaitre la position des protons dans I'espaic champ magnétique
d’intensité linéairement croissante suivant uneedaion de I'espace est
appligué. Ceci entraine une variation de la frégaede précession des
protons suivant leur position. Ce gradient de ghamagnétique est créé par
un ensemble de bobines orthogonales parcouruedegacourants de sens
contraires.
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Dans un premier temps, le vecteur d’aimantationrosmopique est basculé
par rapport a sa position d’équilibre paralléle champ extérieur, par
I'application d'une onde radio fréquenciprés cette phase d'excitation, le
vecteur tournera autour de la direction du chamgnétque extérieure a la
fréequence de Larmor du noyau. Cette frequencendiede la coordonnée
suivant laquelle a été orienté le gradient de charagnétique. Une simple
transformée de Fourier permet de déconvoluer lggasix suivant
I'ordonnée correspondant au gradient.

Si on applique l'onde d'excitation en présence djuadient de champ
orienté suivant une deuxiéme direction de l'espaetdg derniere ne sera
accordée sur la fréquence de Larmor que dans anehig bien déterminée.
Seule l'aimantation de cette tranche sera dond¢éexciAfin de permettre la
localisation dans les trois directions de I'espatesst indispensable de
disposer de trois bobines de gradient dont les agas perpendiculaires.
Cela permet de repérer la position de chaque voléiBenentaire de
l'image.

1.2 Temps de relaxation

Les temps de relaxation magnétique nucléaire sast parametres
primordiaux fixant le contraste de l'image. Sileela densité de proton
intervenait pour la détermination de I'image, tobjet biologique donnerait
une image pratiguement iso-intense (de méme inéreti donc sans
contraste) et serait donc inexploitable. Cependamhme les signaux sont
acquis hors des conditions d’équilibre, les paramsetaractérisant le retour
de l'aimantation a son état de stabilité maximaterdnt l'intensité de

I'image et son contraste.

Aprés avoir subi une excitation, le vecteur aim@omatourne a une
fréequence de Larmor et induit un signal dans urt@ngode réception. Ce
signal s’amortit a cause du retour a I'équilibrewsicteur aimantation. Le
signal disparait donc progressivement du plan X@tfiagonal au champ
magnétique M (figure 1).
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Figure 1 : Evolution temporelle du vecteur aimarmgatmacroscopique et
de ses projections sur les axes OZ et le plan ense XOY

La cinétique de ce processus est caractériséeeparabnstantes de temps :

- Temps de relaxation longitudinal, T il caractérise le retour a
I'équilibre de la composante paralléle @ Bu vecteur aimantation.
Ce phénomene s’accomplit avec dissipation danseledronnement
de I'énergie acquise par les spins

- Temps de relaxation transversaj :Til caractérise la vitesse de
disparition des composantes du vecteur aimantateors un plan
perpendiculaire a Wi

Les lois d’évolution temporelle du vecteur aimaiotatMo seront des
fonctions exponentielles dont les constantes depgesont T et T,. On
définit également les vitesses de relaxation lowigiale et transversale
comme :

R]_,(z) =1
T1,2)
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La valeur de Rnous sera utile lors de I'élaboration des prdfildRD, (ce
terme est défini au paragraphe 2).

La valeur de Rnous sera utile afin de déterminer I'état d’aggtoation des
particules.

Les agents de contraste sont des relaxophoregraede® qu'ils se
comportent comme des "catalyseurs" augmentanttéssa de relaxation
magnétique nucléaire. Les paramétres qui détennieer efficacité sont
les "relaxivités" longitudinale et transversale.esQlernieres sont définies
respectivement comme les incréments de vitesses ralaxation
longitudinale et transversale par millimole de $abse active.

1.3 Les ferrites

Les ferrites, qui sont des particules d’'oxydes tiétees, forment une
famille de composés magnétiques trés largemensadil La plus connue
d’entre elles est sans aucun doute la magnétidefoimule des ferrites est :
X0.Y,03 ou X est un cation divalent (Co, Mn, Zn, Fe) etul cation
trivalent (Fe, Al).

La formule de la magnétite, qui nous intéresse, EsD.FgOs.

L’enrobage de particules d’oxyde de fer

Les ferrofluides sont des suspensions colloidadegrdins magnétiques. La
protection stérique est sans aucun doute la mesllakiernative pour former

un fluide magnétigue a usage médical. En effetmktrice entourant

I'oxyde de fer peut étre fonctionnalisée et permpat,exemple, I'accrochage
d’un anti-corp’.

Pour les application®-vivo, le dextran se classe parmi les meilleurs agents
de recouvrement car :

- il est stable thermiquement et chimiquement

- il a des fonctions hydroxyles fonctionnalisables

- il est biodégradable et biocompatible
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1.4 Propriétés superparamagnétiques des nano-crigta de ferrites

Un cristal superparamagnétique est un cristal deénmaa ferrimagnétique
ou ferromagnétique dont la taille est identiqueimférieure a celle d’'un
monodomaine magnétique. Pour rappel, les échargilferromagnétiques
macroscopiques sont caractérisés par une juxtapogsie monodomaines
magnétiques au sein desquels les spins électraiquomt orientés
parallelement les uns par rapport aux autres @igir

T T T T T => Aimantation résultante :

Figure 2 : Ferromagnétisme

Le ferrimagnétisme

L'ordre ferrimagnétique est caractérisé par deuxsséseaux (figure 3).
Les spins de chaque sous-réseau sont alignés derenanti-parallele mais
leurs moments ne sont pas €égaux, ce qui conféereéchahtillon
ferrimagnétigue un moment magnétique net. L’arraregeg des spins de la
magnétite qui est ferrimagnétique, est représemta thaniere suivante :

Fe’* | [Fe** 1Fef*1]0,
YV oY d

T T T T T T T => Aimantation résultante :

Figure 3 : Ferrimagnétisme

Le ferrimagnétisme macroscopique est égalementctéaisé par une
structure en domaine. Les cristaux superparamagredtid’'un diamétre de
l'ordre de 10 nanomeétres (¥0m) sont de taille inférieure & un
monodomaine et donc complétement aimantés. @eatdon pour laquelle
ils sont également nommeés nano-aimants.
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2. Partie expérimentale

La méthode de synthese utilisée pour obtenir detauax de magnétite est
basée sur le protocole développé par Mdfaijjustré ci-dessous en figure
4. Elle consiste en une co-précipitation d’un mged’ions F& et F&*
(dans un rapport molaire égal a 0,5) en milieuchasi{NH) et en présence
de macromolécules qui formeront la barriere stérigiextran).

La réaction est la suivante : 2°Fe F€"+ 8 OH — FeO.FgOs;+ 4 H,0

Dégazage dans les solutions de départ et
de magnétite

Figure 4 : Dispositif expérimental

Dans le but d'améliorer la reproductibilité de imthése, la réaction de
précipitation est réalisée dans un mini-réacteufoeme de T assurant un
parfait contréle de la vitesse de mélange desiféadtde la température.
Ce dispositif permet le mélange de deux réactégpremier est constitué de
250 ml d'une solution (pH~2) d'ions Feet FE" avec le dextran et le
second consiste en une solution aqueuse degaNlithe concentration de 0,5
M. Sauf indication contraire, la quantité de dawrtutilisée pour la synthése
est de 5g.
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Les propriétés magnétiques et relaxométriques dguzh échantillon sont
établies par mesure d'une part de la courbe magééigque sur un
magnétometre vibrant de marque MOLSPIN (NewcastlgorlJ Tyne,
Angleterre) qui donne I'évolution de l'aimantatide I'échantillon avec le
champ magnétiquappliqué et d'autre part par la mesure du profilRIM
(Nuclear Magnetic Relaxation Dispersion) qui dortévolution de la
relaxivité en fonction du champ magnétique (gém@naint exprimé par sa
fréquence protonigue de Larmor) grace a un relak@r@champ cyclé de
marque STELAR (Mede (PV), ltalie). L’'ajustemenédhique des profils
NMRD par un modéle développé au sein du laborattér&Université de
Mons-Hainaut et des profils magnétométrigues pae donction de
Langevin permettent la détermination de la tailke de l'aimantation
spécifiqgue des nano-cristaux synthétisés.

La mesure de la taille de la particule entiéretaille hydrodynamique, est
obtenue par spectroscopie de photo-corrélatiorusurappareil de marque
BROOKHAVEN (New-York, Etats-Unis).

3. Résultats
3.1 Contrdle de la reproductibilité de la synthese

Les parametres expérimentaux utilisés lors de sttehese reproduisent
exactement ceux utilisés lors d'un travail précélefune solution de fer

[Fe**/[Fe*'] dans un rapport 0.67 et avec 5 g de dextran ©&a@ion) dans

le seul but d’en vérifier la reproductibilité.

A la figure 5, les courbes de magnétométrie eptefils NMRD de deux de
nos syntheses sont comparées avec celle du trgvédédent. La
superposition des profils NMRD et des courbes dgnétométrie montre la
parfaite reproductibilité entre les syntheses séak dans le cadre de ce
travail et les résultats précédents.

Le lissage théorique de ces courbes permet dendétar I'aimantation a
saturation des échantillons ainsi que la tailleatetaux qui les composent.
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Figure 5 : Profils NMRD et courbes de magnétométrie

Cette parfaite reproductibilité des synthéses acétdirmée en reprenant
trois fois toutes les expériences realisées dansui@ du travail. Les
paramétres de synthése étudiés sont la masse madiécdu dextran
d'enrobage et le rapport entre les concentrationgrs ferreux et ferriques.

3.2 Influence du rapport en fer sur la relaxivité potonique

Les différents essais réalisés afin de détermilafiuence de la masse
moléculaire du dextran sur les propriétés des quaes produites ont été
effectuées pour deux rapports différents entreolacentration en Fé et
Fe*, soit respectivement [E@/[Fe*"] = 0.67 et [F&]/[Fe*"] = 2.

La figure 6 donne les profils NMRD et les courbesgmétométriques pour
un échantillon enrobé par du dextran de poids nudé&e égal a 78000.
Les résultats obtenus pour les autres types de cme& d'enrobages
donnent le méme type d'évolution.

! La légende pour les courbes NMRD et les courbegnétométriques étant la méme, elle
ne sera reprise qu’'une seule fois. Il en seratogjainsi.
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Figure 6 : Profils NMRD et courbes de magnétométrie

Une variation du rapport de la concentration ers $eireux et ferriques
permet de modifier la taille du cristal de magmétibtenu. Si ce rapport est
de 0.67, la relaxivité et la taille du nano-aimsmont plus petites que pour un
rapport égal a deux. La meilleure relaxivité delsadtillons obtenus avec le
rapport [Fé'J/[Fe*"] égal & deux annonce une meilleure efficacité cemm
agent de contraste en IRM. Malheureusement, leodeptibilité de ces
échantillons est moins bonne a cause de leur agg&iion.

3.3 Influence de la masse moléculaire du dextran sua relaxivité
protonique

La figure 7 montre les courbes de magnétométrleseprofils NMRD des
cristaux de magnétite enrobés de dextran de diffésenasses moléculaires
et un rapport [F&]/[Fe*'] égal & deux. Une évolution semblable des profils
NMRD avec I'enrobage est observée si le rappoidrenferreux et ferriques
est égal a 0.67.
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Figure 7 : Profils NMRD et courbes de magnétoméfife]/[Fe*'] = 2)

Quelque soit le rapport en fer, la masse moléaulamfluence trés peu la
relaxivité a haut champ. Les différences obsergéas dues aux variations
des tailles des cristaux synthétisés. Par conine, diminution de la
relaxivité a bas champ est observée lorsque Ik tdiminue. Le lecteur

intéressé trouvera de plus amples explications dansravail de fin
d’étude$’.

Le peu d’influence de la masse moléculaire nousptra d’utiliser le type
de dextran le moins cher. Ce constat est impodante dextran est le plus
onéreux des réactifs utilisés pour la synthese.

3.4 Influence de la quantité de dextran sur la releivité protonique

Le produit de synthése obtenu avec 5 g de dex&adO0 et un rapport en
fer de 0.67 ou de 2 conduit & des particules glsixemt tres peu. |l
constitue donc un produit trés peu efficace pourusage en IRM. Les
cristaux formés dans ces conditions sont tresspetifaiblement aimantés.

La figure 8 montre qu’une diminution de la quantité dextran permet
d'obtenir des échantillons plus aimantés. Pouréldsgntillons suivants,
seule la quantité de dextran utilisée varie.
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Figure 8 : Courbes de magnétométrie et profils NMRD

Ces essais mettent en évidence d’'une part unefditde relaxivité pour
I’échantillon préparé avec 2,5 g de dextran ettéapart une augmentation
de la relaxivité a haut champ lorsque la quanttéextran diminue.

Il serait utile de poursuivre les mesures, notantmenr mettre en évidence
une éventuelle saturation de la relaxivité a habéngp. De plus,
I'agglomération observée (par mesure de tailldside d'une technique
appropriée) avec 0,5 g de dextran incite a craikelg dextran est en défaut.

Les courbes de magnétométrie se superposent aexrepres, ce qui est
une preuve de la reproductibilité. L'aimantatianl@chantillon synthétisé
avec 2,5 g de dextran était trop faible pour obtame courbe de
magnétométrie significative.

Une perspective serait de diminuer la quantité eldrdn utilisée pour les
autres familles de dextran afin de mettre en éweéenne éventuelle
augmentation de la relaxivité protonique a haaingb. Si tel est le cas, on
pourrait optimiser davantage les paramétres etnobie plus petites
particules possédant de meilleures propriétés.
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4. Le greffage

Les échantillons synthétisés sont utilisés pour eksmis de vectorisation,
via le greffage d'une molécule cible sur la patécuDans le cadre de ce
travail, I'effet du greffage d’'une molécule partiéwe, I'épichlorhydrine,
sur les propriétés relaxométriques des particubtsnoies est étudié. Cette
molécule servira par la suite de centre d'accraeimayir des molécules de
ciblages spécifiques comme par exemple des pejisdes.

Un schéma original de fonctionnalisation permettdet simplifier de

maniere trés significative le processus de greffégge molécules cibles sur
les particules a été développé au laboratoire. effgt, la molécule active
peut étre liée au coating au terme de deux ou étajges de réaction. Ainsi,
par exemple, les fonctions hydroxyles du dextramgissent avec

I'épicgl]orhydrine puis avec la molécule cible pottaun groupement
- 16
amine™.

Un seul type de dextran (le 71 000) est ici repri&sear les conclusions que
I'on peut tirer des courbes de magnétométrie ekoghétrie illustrées sur la
figure 9 sont les mémes pour tous les dextrans.

Aimantation (A.m%kg)

Relaxivité protonique (s*.mM™)

O  Greffé
O Non greffé
—— Lissage théorique
0 - T T

T T -100 T T
0.01 0.1 1 10 100 1000 -1000 -500 0 500 1000
Fréquence protonique de Larmor (MHz)

Champ magnétique (mT)

Figure 9 : Courbes de magnétométrie et profils NMRD
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Excepté dans le cas d’échantillons fortement agétés) les différences
entre les courbes magnétométriques et relaxomésigles échantillons
greffés et non greffés sont tres faibles et peus@Exipliquer par des erreurs
lors des dosages du fer.

La taille hydrodynamique des particules augmentecale greffage.
L’addition a la particule de I'épichlorhydrine neffgé pas pour expliquer
cette augmentation de la taille. Il est donc ne&ies d’admettre la présence
d'un processus d'agglomération lors du greffageeci eut poser un
probléme lors de l'injection de ces particules chepatient.

5. Conclusions générales

Les premiéres syntheses realisées dans le cadreedé&ravail sont
parfaitement reproductibles avec celles effectug@srieurement avec le
méme protocole expérimental et en confirment |saltats.

La masse moléculaire des dextrans, utilisés poalisef I'enrobage du
cristal de magnétite et assurer la stabilité cddtd de la suspension,
influence tres peu la relaxivité a haut champ. d@atre, une diminution de
la relaxivité a bas champ est observée lorsqualla timinue.

La variation du rapport entre la concentration els $erreux et ferriques
permet de modifier la taille du cristal de magmétibtenu. Si ce rapport est
de 0.67, la relaxivité et la taille du nano-aimaoint plus petites. La
relaxivité des échantillons obtenus avec un rapjeet]/[Fe*'] égal a deux
annonce une meilleure efficacité comme agent deraste en IRM.
Malheureusement, la reproductibilité de ces échamsi est plus difficile a
assurer.

Le greffage de molécules d'épichlorhydrine au dexsemble induire une
agglomération que I'on peut suivre grace a I'éimutle la taille obtenue
par photo-corrélation.
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