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ADN :
ATR:

CL:
CT:
DLS :
DLVO:
DSB :
EBE :
EF:
El:

FTIR :

HPLC:
HSA :

IBM :
INCa :

IMRT :
IRM :

LCP:

LEM :

MET :

NIST:
NPo :

PEG :
SC:

SSB :
STM :

TEL:

uv:

Liste des Acronymes et des Abréviations

Acide désoxyribonucléique
Attenuated total reflectance (réflectance totale atténuée)

Configuration circulaire d’un plasmide d’ADN

Cross-link (Associations covalentes de différentes configurations d’un plasmide d’ADN)
Forme concatémere

Dynamic Light Scattering (diffusion dynamique de la lumiere)
Dejarguin-Landau-Verwey-Oberbeek

Double Strand Break (cassure double brin de I’ADN)

Electron de basse énergie

Enhancement factor (facteur de radiosensibilisation)

Energie d’ionisation

Fourier transformed infrared (spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier)

Rendement radiolytique

High performance liquid chromatography (chromatographique liquide haute performance)
Human serum albumin (albumine de sérum humain)

International Business Machines corporation

Institut National du Cancer

Intensity-modulated radiation therapy (radiothérapie par modulation d’intensité)
Imagerie par résonance magnétique

Configuration linéaire d’un plasmide d’ADN

Laboratoire de Chimie Physique

Local effect model (modele d’effet local)

Microscopie électronique a transmission

National Institute of Standards and Technology
Nanoparticules d’or

Polyéthyléne glycol

Supercoiled (configuration surenroulée d’un plasmide d’ADN)
Single Strand Break (cassure simple brin de I’ADN)

Scanning tunneling microscopy (microscopie a effet tunnel)
Transfert d’énergie linéique

Ultraviolet

Numéro atomique
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|.  Avant-propos

La fin du 20¢ siecle a été marquée par I'avenement des nanotechnologies. Le début de cet engouement a
souvent été daté au 29 décembre 1959, date du discours de Richard Feynman « There is a plenty of room at
the bottom » lors de la réunion annuelle de la Société Américaine de Physique [Feynman, 1959]. Lors de ce
discours, Feynman évoque l'infiniment petit comme un domaine de recherche jusqu’alors inexploré et laisse
entrevoir des perspectives importantes concernant les capacités de stockage de I'information sur des surfaces
de plus en plus petites. En 1981, Gerd Binnig et Heinrich Rohrer mettent au point le premier microscope a
effet tunnel (STM) au laboratoire IBM de Zurich, il est désormais possible de « voir » les atomes et les
molécules [Binnig, 1986]. Cette invention vaudra a ses inventeurs le prix Nobel de physique en 1986. On peut
alors travailler et observer la matiére a une échelle nouvelle : le nanometre, soit le milliardieme de metre. A
cette échelle, les propriétés des matériaux changent et nécessitent de nouvelles approches scientifiques.
Aujourd’hui, la compréhension des propriétés des matériaux a I’échelle atomique et des phénomenes mis en
jeu reste un véritable enjeu pour les prochaines décennies et nécessite une synergie des disciplines. Ainsi, les
nanotechnologies se placent a I'interface de la chimie, de la physique et concernent de nombreux domaines
d’application de I'informatique a la biologie, en passant par I’électronique, la cosmétique ou encore la catalyse.
Aussi, le secteur des nanotechnologies est en plein développement et les applications des nanoparticules de

plus en plus étudiées [Chen, 2014; Stark, 2015].

Actuellement, le cancer est une problématique sociétale d’envergure. Cette pathologie particulierement
complexe et meurtriere regroupe un groupe de maladies toutes caractérisées par la multiplication et la
propagation de cellules anormales. Si la progression de ces tumeurs malignes n’est pas stoppée, I'évolution
de la maladie va mener plus ou moins rapidement au décés du malade. Avec 150 000 décés en France en
2012, le cancer est I'une des principales causes de mortalité dans les pays développés [INCa, 2013]. Les
nanotechnologies présentant un fort potentiel pour le traitement de cette pathologie, les nanoparticules et
plus spécifiquement les nanoparticules d’or (NPo) sont particulierement étudiées dans |'optique d’une
thérapie. Par exemple, les NPo possédent des propriétés de radiosensibilisation permettant d’augmenter les
effets de la radiothérapie. C'est une stratégie de choix car malgré les nombreuses avancées dans ce domaine,
notamment la radiothérapie par modulation d’intensité (IMRT), la localisation de la dose et la minimisation
des effets sur les tissus sains restent une problématique au centre des recherches. Par ailleurs, les NPo

présentent I'avantage d’une chimie de surface riche leur permettant de s’'imposer comme des nano-
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transporteurs de médicaments, d’agents de contraste et d’agents d’internalisation cellulaire. Dans cette
optique, les NPo pourraient agir tel un cheval de Troie en transportant des agents thérapeutiques
spécifiquement vers les cellules tumorales et en constituant elles-mémes des agents radiosensibilisateurs.
L'application de I'effet radiosensibilisateur en clinique est prometteuse mais son optimisation nécessite une
bonne connaissance du phénoméne, de son origine et des parameétres qui le gouvernent. Généralement, il est
admis que le mécanisme de radiosensibilisation par des NPo repose sur l'interaction entre nanoparticules et
rayonnement ionisant, produisant de nombreuses espéces radicalaires. Cependant jusqu’a ce jour, les études
réalisées sur plusieurs modeles biologiques (ADN, cellules, in vivo) n’ont pas permis de mettre en évidence le

role et la quantité de chacune de ces espéces.

Ce travail de theése résumé dans ce premier chapitre introductif, s’inscrit a I'interface de trois grandes
thématiques : les NPo, I'interaction rayonnement-matiére et la radiolyse. Ces trois sujets sont présentés dans
le second chapitre de ce manuscrit. Un apercu bibliographique visant a transcrire le large cadre de notre étude
et ses objectifs est alors donné. Le troisieme chapitre de ce manuscrit présente I'ensemble des résultats
obtenus au sein de cette étude. En premier lieu, un protocole de « référence » permettant de quantifier les
radicaux hydroxyle [Sicard-Roselli, 2014] et les électrons [Gilles, 2015] par mesure de |'oxydation de la
coumarine a été développé en présence de NPo. Une attention toute particuliere a été portée a I'optimisation
de cette méthode de dosage. En second lieu, différentes conditions de production de ces radicaux ont été
comparées : source (rayonnement X ou gamma), fonctionnalisation des NPo, milieu oxygéné ou non. Ces
résultats ont alors permis de proposer un mécanisme rendant compte de la production des espéces
radicalaires issues de l'interaction rayonnement-NPo. Une discussion de I'’ensemble de ces résultats a alors
fait émerger un nouveau mécanisme de production de radicaux en présence de NPo. Je me suis alors
concentrée sur I'impact de la fonctionnalisation des NPo sur I'effet radiosensibilisateur puisque I'application
de ces nanos-objets en clinique ne peut étre envisagée que s’ils sont fonctionnalisés. L'impact du
recouvrement sur les productions radicalaires en présence de NPo soumises a un rayonnement X ayant
préalablement été établi, la quantité de radicaux émis a été corrélée avec la capacité a dégrader une cible
biologique, en I'occurrence I'ADN [Gilles, 2014]. Une telle comparaison vise a guider la conception des NPo les
plus performantes pour la radiosensibilisation. Le chapitre IV est une conclusion de ce travail et présente ses
perspectives. Enfin, le chapitre V est consacré aux descriptions des matériels et méthodes utilisés dans cette

étude et le chapitre VI aux références bibliographiques.

Plusieurs publications ont été issues de ces travaux de thése et sont présentées en annexe de ce

manuscrit.
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Il.  Introduction bibliographique

Les nanoparticules métalliques sont a la base d’un réel engouement au sein des domaines de la chimie,
de la physique, de la biologie et de la médecine étant données leurs propriétés optiques et catalytiques
particulieres [Bond, 2006; Daniel, 2003; Huang, 2007; Kelly, 2003; Vifies, 2014]. Sous rayonnement
électromagnétique, elles ont la capacité de se comporter comme des sources nanométriques de chaleur grace
a une succession d'échanges énergétiques internes [Palpant, 2012]. L"étude d’Hainfeld en 2004 [Hainfeld,
2004] a créé I'avenement des travaux sur la radiosensibilisation par les NPo. Cependant depuis, et ce malgré
I"abondance des travaux dans le domaine, le phénomeéne reste mal compris et les études cliniques sont rares.
Comprendre |'effet radiosensibilisateur afin d’en optimiser les effets est donc une étape nécessaire dans le

contexte actuel de la lutte contre le cancer.

A. Radiothérapie

1. Contexte actuel

En 2012, I'Institut National du Cancer (INCa) a estimé a 355 000 le nombre de nouveaux cas de cancer en
France (200 000 hommes et 155 000 femmes). Environ 40% en décéderaient chaque année [INCa, 2013]. Ces
chiffres représentent un accroissement du nombre de nouveaux cas de prés de 110 % entre 1980 et 2012.
Lancé le 4 février 2014, le troisieme Plan Cancer vise a améliorer la condition des malades et a développer la
recherche en France. Il est notamment axé sur la prévention et le dépistage de la maladie. Le cancer est donc

une problématique au centre des préoccupations sociétales actuelles.

Il existe trois grands types de traitements qui dépendent du patient en raison des différents types
cellulaires et du stade auquel intervient le diagnostic : la chirurgie (ablation chirurgicale de la tumeur et de ses
extensions), la radiothérapie (traitement par rayonnement) et les traitements médicaux (chimiothérapie,
hormonothérapie, immunothérapie...). Plus de la moitié des patients diagnostiqués sont traités par
radiothérapie a une étape de leur parcours de soin. C'est un traitement phare en oncologie, souvent associé
a d’autres tels que la chirurgie ou la chimiothérapie dans une approche de thérapies combinées. On distingue
deux types majeurs de radiothérapies : la curiethérapie et la radiothérapie externe. La curiethérapie consiste
a irradier la tumeur via une source radioactive directement implantée en son sein. Dans le cas de la
radiothérapie externe, la tumeur du patient est irradiée avec des rayons émis par un accélérateur de particules

situé a proximité du patient. Le rayonnement traverse alors la peau, les tissus et parfois méme certains
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organes pour atteindre la tumeur. La difficulté majeure de cette technique est donc la délivrance de la dose
uniquement a la tumeur. En effet, le rayonnement ne distingue pas la tumeur des cellules saines. Tout le
compromis réside dans I'application d’'une dose suffisamment forte pour détruire les cellules cancéreuses et
suffisamment faible pour permettre aux cellules saines touchées de se régénérer sans induire trop de
dommages. Depuis presque 60 ans maintenant, des efforts paralleles sont déployés pour améliorer I'efficacité
de la radiothérapie et la tolérance a ce traitement. D’une part, les avancées technologiques permettent un
ajustement spatial et temporel de la dose appliquée a la tumeur de plus en plus précis au cours du traitement
(IMRT, Cyberknife®) [Dieterich, 2011; Levivier, 2011]. D’autre part, le fractionnement de la dose permet aux
cellules saines d’étre réparées entre deux séances d’irradiation et ainsi de limiter les dommages aux tissus
sains. Les rayonnements les plus utilisés en radiothérapie externe sont les photons et les électrons qui sont
produits par des accélérateurs linéaires de particules (LINAC). Les protons et ions carbone sont également
utilisés mais toujours en cours de développement avec seulement deux centres en France [Lundkvist, 2005].
Cependant, malgré ces nombreuses avancées, la localisation de la dose et son augmentation spécifique au

sein de la tumeur restent une thématique de recherche au centre des intéréts.

Une des stratégies pour augmenter la dose de maniere spécifique consiste a développer des
radiosensibilisateurs. Ce sont des matériaux, éléments ou molécules, qui visent a augmenter la dose
localement sous I'effet du rayonnement. Dans cette optique, I'utilisation d’éléments possédant un numéro
atomique élevé est connue depuis longtemps [Spiers, 1949]. Son principe repose sur l'interaction photon-
matiére qui, pour des éléments possédant un numéro atomique élevé, aboutit a la libération localisée de
« produits » issus de I'effet photoélectrique ou Compton comprenant : photons caractéristiques,
photoélectrons et cascades d'électrons Auger [Khan, 2014]. D’autres travaux ont également fait émerger
I'utilisation de radiosensibilisateurs tels que des pyrimidines halogénées, des iododésoxyuridines [Nath, 1990;
Rousseau, 2009], des bromodéoxyuridines et du platine [Pignol, 2003]. Le développement de ces complexes
métalliques a alors eu un trés fort impact sur la chimiothérapie et son développement. Cependant, Iutilisation
de ces agents chimiothérapeutiques est limitée a un certain nombre de cancers et leur utilisation entraine des
effets secondaires importants. Au cours de ces dix derniéres années, la recherche s’est donc concentrée sur
la synthése de nouveaux complexes contenant des atomes lourds différents du platine comme le fer, le cobalt,
I'argent, le ruthénium, le titane, le cuivre ou encore I'or [Ceresa, 2014; Komeda, 2012]. Ces derniers sont

actuellement utilisés dans des essais cliniques en phase | et phase Il.

Avec I'avenement des nanotechnologies et des nanoparticules comme plateformes multifonctionnelles,
de nouvelles voies de recherche ont vu le jour en vue d’applications thérapeutiques. Ces dernieres années, les
NPo ont été largement étudiées pour la radiosensibilisation en raison du numéro atomique élevé de I'or, de

sa biocompatibilité générale [Alkilany, 2010; Carriere, 2012; Khlebtsov, 2011], d’une chimie de surface bien
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adaptée pour la fonctionnalisation [Daniel, 2003] et donc, entre autres, pour la conjugaison a des fonctions de

ciblage de la tumeur [Chattopadhyay, 2010; Conde, 2014; Giljohann, 2010].

2. Nanoparticules d’or comme radiosensibilisateurs

a. FEtude pionniéere

L'expérience pionniére réalisée par James Hainfeld en 2004 est schématisée Figure Il 1 [Hainfeld, 2004].
Des cellules tumorales mammaires injectées en sous-cutané a des souris ont été laissées en croissance
pendant une semaine jusqu’a atteindre un volume tumoral de 50 8 90 mm3. Les souris ont alors été séparées
en plusieurs lots. Un lot de souris a subi une irradiation aux rayons X qui représente le traitement de
radiothérapie conventionnel. Un autre lot de souris a subi cette méme irradiation précédée d’une injection
intraveineuse de NPo de 1,9 nm de diameétre a une concentration de 1,35 g d’or par kg. Enfin, un lot a

seulement recu une injection de NPo et un dernier n’a pas été traité.

& Pas de traitement
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Figure Il 1 : Représentation schématique du protocole utilisé par J. Hainfeld au cours de son étude réalisée sur des souris.

Aprés 30 jours, I'expérience a montré que le lot traité par radiothérapie seule a vu son volume tumoral
multiplié par cing alors qu’au sein du lot traité avec la combinaison du traitement NPo et rayons X, 90% des
souris n‘ont plus de tumeur visible. Suite a ces résultats, une deuxieme expérience a été conduite avec une
concentration en or supérieure: 2,7 g d’or par kg. Cette fois-ci la survie des animaux a été suivie pendant un
an: alors que seulement 20% de survie a été rapportée pour le lot de souris ayant subi une radiothérapie, le
traitement NPo + Rayons X conduit a 86% de survie. Aucune souris du lot non-traité ou traité avec les NPo

seule n’a survécu. Par ailleurs, en dépit des doses massives d’or injectées, aucune influence des NPo seules
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sur la mortalité des animaux n’a été reportée. Cet article constitue la premiere étude in vivo démontrant

I’effectivité des NPo pour la radiosensibilisation.

Depuis, un grand nombre d’expériences a été conduit pour confirmer I'effet radiosensibilisateur et
identifier les parameétres qui le gouvernent. Cet effet radiosensibiisateur des NPo a notamment été observé
dans des conditions d’irradiation d’animaux, de cellules, ou de plasmides d’ADN [Babaei, 2014; Butterworth,
2013; Jeremic, 2013]. Il est difficile de comparer ces résultats en raison des parametres qui different d’'une
étude a l'autre et du manque de précisions sur les protocoles mis en oeuvre. Conclure quant aux conditions
optimales pour |'utilisation des NPo en radiothérapie est donc difficile. Cependant la plupart des études ont
I'avantage de démontrer I'efficacité potentielle des NPo comme agents radiosensibilisateurs et les résultats
expérimentaux révelent I'influence d’un grand nombre de parametres physico-chimiques et biologiques. En
effet, cet effet est dépendant de nombreux facteurs concernant le rayonnement (énergie, type de source,

débit de dose, dose) et les NPo (concentration, taille, forme, recouvrement) [Babaei, 2014].

Au sein des paragraphes suivants, nous allons donc tenter de mettre en lumiére les différents parametres

influencant le phénomeéne de radiosensibilisation.

b. Influence des caractéristiques des NPo : concentration, taille

L’effet radiosensibilisateur est influencé par la forme de la nanoparticule, sa taille et la concentration en
solution. Dans cette étude, nous nous intéressons exclusivement a des NPo sphériques. Aussi, nous ne

décrirons ici que I'influence de la taille et de la concentration de ces NPo.

De maniére attendue, in vitro, une augmentation de la concentration en NPo conduit a une augmentation
du facteur de radiosensibilisation [Brun, 2009b; Rahman, 2009; Zheng, 2009]. Par ailleurs, Brun et al. [Brun,
2009b] ont utilisé des NPo de tailles comprises entre 8 et 92 nm sur un modéle de plasmide d’ADN pour
explorer la dépendance en taille de 'effet radiosensibilisateur in vitro. L’étude montre que les plus grandes
tailles sont les plus efficaces pour la radiosensibilisation. Lorsque le diamétre des NPo augmente entre 8 et 92
nm, le facteur de radiosensibilisation augmente quasi linéairement jusqu’a 3. Ces observations ont par la suite
été corroborées par les simulations de Leung et al [Leung, 2011] qui ont également avancé que l'effet
radiosensibilisateur est plus efficace lorsque la taille des NPo augmente. De maniére cohérente, le facteur
taille influe aussi sur la capacité des NPo a produire des électrons secondaires et sur leurs énergies [Delorme,

2013; Jones, 2010].
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In cellulo, le phénomeéne est plus complexe. En effet, dans ce cas, I'influence de la concentration et de la
taille des NPo sont liées puisque l'internalisation des NPo au sein des cellules joue un role majeur. D’apres
certaines études, l'internalisation des NPo dans les cellules augmente l'impact du rayonnement
[Chattopadhyay, 2013; Kong, 2008], ce qui serait alors cohérent avec les études in vitro. En effet, bien
gu’aucune quantification de l'internalisation des NPo n’ait été réalisée, on peut penser que plus la
concentration de NPo internalisées est grande, plus I'effet radiosensibilisateur sera fort. Comme la taille des
NPo influence leur internalisation [Dykman, 2014; Tomic, 2014]. Taille, internalisation et concentration des
NPo sont donc liées. Par ailleurs, augmenter la concentration en NPo au sein des cellules diminue leur capacité
de croissance et augmente la toxicité des nano-objets [Carriere, 2012; Khlebtsov, 2011]. Il faut donc trouver

un compromis afin de maximiser I'effet radiosensibilisateur tout en limitant la toxicité.

c. Influence du rayonnement et de son énergie

Les NPo absorbent les rayons X. Pour rendre compte quantitativement de cette absorption, nous avons
tracé sur la Figure Il 2 les coefficients d’absorption d’énergie massique de I'or (massif) et de I'eau ainsi que

leur rapport en fonction de I'’énergie du rayonnement incident.
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Figure Il 2 : Comparaison des coefficients d’absorption de I'or et de I’eau en fonction de I’énergie des photons. uen/p donne une
mesure de I’énergie déposée localement. Ces graphes sont issus des données du NIST : [NIST]

Ces coefficients quantifient I'énergie absorbée par un matériau ou un milieu. Leur rapport révele une
courbe en cloche avec un maximum d’absorption entre 40 et 50 keV. L’or absorbe donc jusqu’a 150 fois plus
d’énergie par unité de masse que I'eau entre 0 et 1 MeV. Ce phénomeéne physique provoque une absorption

supplémentaire due a I'or et doit conduire a une augmentation de la quantité d'énergie déposée dans une
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solution d’or (massif) et donc de la dose (énergie absorbée par unité de masse). Sur la base de ces coefficients
d’absorption d’énergie massique, de nombreuses modélisations ont été effectuées afin de mesurer le facteur
d’augmentation de la dose dans la tumeur en présence de NPo [Cho, 2005; Cho, 2009; McMahon, 2008;
Roeske, 2007]. Toutes ces études suggerent que des concentrations en NPo de I'ordre de 0,1-1% en masse
augmenteraient considérablement la dose locale lorsque ces dernieres sont combinées a des rayons X
d’énergie de 'ordre de la dizaine de keV. Ces études montrent également qu'il y aurait peu d'avantages a
utiliser des photons d’énergie de I'ordre du MeV en raison de la faible différence d’absorption du rayonnement
entre I'eau et I'or a ces énergies. De plus, la relation entre les distributions spatiales (trace) et énergétiques
des électrons qui seraient émis des NPo suggere que des photons d’énergie de I'ordre du keV sont 2 a 3 ordres
de grandeur plus efficaces pour générer des électrons secondaires que des photons d’énergies de I'ordre du
MeV [Leung, 2011]. Dans la méme optique, les simulations de Jones et al. ont montré pour des sources
d’énergie de I'ordre du keV, que le flux d’électrons secondaires au sein de la tumeur est augmenté de pres de
deux ordres de grandeur en présence de NPo [Jones, 2010]. Par ailleurs, Lechtman et al. [Lechtman, 2011] ont,
entre autres, modélisé I'impact de I’énergie du rayonnement sur le bilan énergétique de l'interaction
rayonnement-NPo (énergie internalisée, émission de photoélectrons, émission d’électrons Auger, émission de
rayons X secondaires). Ces auteurs ont alors proposé un scénario clinique potentiel au sein duquel I'effet
radiosensibilisateur serait maximisé. lls proposent |’utilisation de photons d’énergie inférieure au seuil K (80
keV) pour tirer parti des cascades d’électrons Auger extrémement localisées associés a des NPo de petites
tailles (plus efficaces pour produire les électrons Auger) situées au sein méme de la tumeur. Ces premiéres
simulations s’accordent donc a décrire I'effet radiosensibilisateur via les coefficients d’absorption d’énergie

massique mais ne reflétent pas les résultats expérimentaux.

L'effet radiosensibilisateur des NPo a été observé pour de nombreux types de sources et dans une large
gamme énergétique allant de quelques keV jusqu’a la dizaine de MeV. Des études in vitro ont notamment mis
en évidence un effet radiosensibilisateur dans une gamme énergétique de I'ordre du MeV avec de faibles
concentrations en NPo (0,05% en masse) [Butterworth, 2013]. A ces énergies, aucun effet n’était attendu dans
les modélisations précédentes car il n’existe qu’une différence négligeable entre I'absorption énergétique de
masse de l'or comparativement a I'eau. De plus, il a été montré sur de 'ADN plasmidique que I'effet
radiosensibilisateur ne varie pas comme escompté en fonction de I'énergie des rayons X incidents dans la
gamme du keV [McMahon, 2011a]. En effet, cette étude a mis en évidence une variation en forme de M entre
11,8 et 80 keV avec un minimum local entre 35 et 40 keV alors que la théorie prévoit un maximum autour de
50 keV. Cette dépendance énergétique en forme de M a également été retrouvée in cellulo bien que décalée

en énergie, en effet dans cette étude un minimum est observé aux alentours de 50 keV [Rahman, 2014].
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L’'ensemble de ces résultats suggere que les coefficients d’absorption d’énergie massique ne sont pas adéquats

pour décrire I'effet radiosensibilisateur des NPo.

Afin d’expliquer ces dépendances en énergie non prévues, McMahon et al. [McMahon, 2011b] ont
modélisé les dépots d'énergie a I'échelle nanométrique dans le voisinage de nanoparticules isolées au lieu de
calculer une dose moyenne déposée dans tout le volume. Les auteurs ont alors simulé de fortes
inhomogénéités de doses a I’échelle nanométrique lorsque les NPo sont soumises a des irradiations d’énergie
de I'ordre du MeV, en utilisant un modele d’effet local (LEM : Local Effect Model). Ce modeéle considére que la
dose locale a quelques nanometres des NPo peut étre tres forte. Un facteur d’augmentation de la dose notable

a alors été mis en évidence, en accord avec des résultats expérimentaux [Butterworth, 2013].

De ces études, nous pouvons conclure que les coefficients d’absorption d’énergie ne sont pas en mesure
de rendre compte de I'augmentation de la dose et de I'effet radiosensibilisateur. D’autres phénomenes

doivent étre considérés pour rendre compte de tels effets.

d. Impact de la fonctionnalisation

Il existe différents types de fonctionnalisations intéressantes afin de conférer des propriétés particulieres
aux NPo en termes de furtivité, d’adressage et de vectorisation. Des anticorps, des hormones, des principes
actifs, de I’ADN, des lipides, des glucides, des peptides ou encore des fragments organiques peuvent étre liés
aux NPo. Lorsque les chimistes congoivent des NPo pour des applications biomédicales, un de leurs buts est
d'augmenter leur furtivité c’est-a-dire d’éviter que les NPo soient reconnues comme des agents pathogenes.
Parmi les ligands communément utilisés pour cela, le polyéthyléne glycol (PEG) est I'un des plus rencontrés
[Jokerst, 2011; Kolate, 2014; Muddineti, 2015]. En effet, il peut augmenter le temps de circulation des
nanoparticules dans le sang de plus d’une quinzaine d’heures [Owens, 2006; Prencipe, 2009] en limitant
I"absorption des NPo par le systeme réticulo-endothélial [Tiwari, 2011] et donc I'identification des NPo comme
agents pathogénes. De plus, compte tenu de la force de la liaison entre le soufre et I'or, les PEG thiolés sont
souvent utilisés comme ligands d'ancrage stratégiques. Par ailleurs, il est bien documenté au sein de la
littérature que lorsqu’une nanoparticule est introduite dans un fluide biologique, une couronne de protéines
se forme rapidement quelle que soit la fonctionnalisation des NPo [Brun, 2014; Lynch, 2008; Rahman, 2013].
Mais cette derniére apparalt comme un parameétre déterminant pour la formation et la composition de cette
couronne protéique. En effet, chaque type de ligand interagit différemment avec les protéines du fluide en

guestion. Par exemple, un recouvrement de type PEG permet de réduire la quantité de protéine adsorbée en



surface des NPo [Schaffler, 2013; Walkey, 2011] et cette quantité dépend également de la longueur des
chaines de PEG [Dobrovolskaia, 2009].

Les especes radicalaires produites en présence de NPo pourraient étre captées par les ligands qui les
recouvrent. Ainsi, la fonctionnalisation pourrait avoir un impact sur I'effet radiosensibilisateur in vitro.
Cependant, aucune étude systématique de I'influence de la fonctionnalisation n’a été reportée avant le début

de cette these.

In cellulo, des effets radiosensibilisateurs ont été mis en évidence pour des NPo fonctionnalisées
[Butterworth, 2010; Geng, 2011; Jain, 2011; Kong, 2008; Liu, 2010; Rahman, 2009; Roa, 2009; Zhang, 2009].
La fonctionnalisation peut jouer un réle clef pour I'internalisation cellulaire et par conséquent avoir un impact
sur le facteur de radiosensibilisation in vivo. A titre d’exemple, des NPo fonctionnalisées avec du glucose
pénetrent mieux dans les cellules que les NPo non fonctionnalisées [Geng, 2011; Kaura, 2013; Roa, 2009;
Wang, 2013; Zhang, 2008]. En effet, les cellules de carcinomes ont un métabolisme plus actif que celui des
cellules normales, ce qui crée un besoin accru en glucose. Par conséquent, lorsque la surface des NPo est
revétue de glucose, les cellules tumorales internalisent le glucose et les NPo qui le transportent. Ceci peut
expliquer les facteurs de radiosensibilisation plus grands reportés pour des NPo fonctionnalisées avec du
glucose par rapport a des NPo non fonctionnalisées. Dans la continuité de ces travaux, une stratégie a
récemment été développée par Hu et al. qui, afin de profiter de la consommation accrue de glucose par les
cellules cancéreuses, ont fait jeiner les cellules avant irradiation en présence de NPo fonctionnalisées avec du
glucose [Hu, 2015]. Les résultats montrent d’une part une meilleure efficacité des NPo recouvertes de glucose
par rapport a des NPo non fonctionnalisées et d’autre part un meilleur effet radiosensibilisateur aprés 2h de
jelne. Ici encore, les résultats in cellulo sont plus difficiles a interpréter car ils résultent d’'un ensemble de
causes. En effet, la fonctionnalisation influence le taux d’internalisation cellulaire et par conséquent la

concentration au sein de la cellule.

3. Autres utilisations potentielles des NPo

Outre leur utilisation en radiothérapie, les NPo présentent de nombreuses autres propriétés qui en font
des candidats potentiels pour le traitement et le diagnostic du cancer. Les NPo présentent une chimie de
surface tres riche qui permet de les fonctionnaliser facilement via une liaison soufre ou amine. De plus en plus
d’études se focalisent donc sur les NPo en tant que nano-transporteurs de médicaments, d’agents de
contraste ou encore d’agents d’internalisation cellulaire : c’est le principe de la multi-fonctionnalisation

(Figure Il 3) [Ghosh, 2008; Jeremic, 2013; Lim, 2011].
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Figure Il 3 : NPo utilisée comme nano-transporteur grdce a la multi-fonctionnalisation. La nanoparticule peut alors intervenir en tant
qu’agent d’imagerie, de vectorisation et d’adressage spécifique. D’apres [Sanvicens, 2008].

‘ Médicament a libération contrélée

Dans l'idéal, les nano-transporteurs devraient permettre un adressage spécifique a la tumeur ainsi qu’une
libération controlée du principe actif par exemple par photothermie [Guerrero, 2014] ou par variation locale
de parameétres internes tel que le pH de la cible. Un autre avantage potentiel de ce nanotransport est que la
molécule transportée peut présenter des caractéristiques différentes de la molécule libre et ainsi étre plus
stable et/ou moins toxique [Fleige, 2012]. Sa vectorisation par le nano-transporteur peut également modifier

sa biodistribution in vivo [Khlebtsov, 2011].

Les NPo pourraient également étre directement utilisées comme agents de contraste en Imagerie X et
permettre ainsi de détecter les tumeurs, de suivre leur croissance et leur réponse au traitement [Cole, 2015;
Hainfeld, 2014a; Kim, 2007; Popovtzer, 2008; Zeng, 2014]. Elles pourraient également étre suivies par
résonance magnétique (IRM) en étant fonctionnalisées par un agent de contraste comme le gadolinium. L'IRM
présente I'avantage d’une trés haute résolution 3D permettant I'étude de la plupart des tissus et organes.
Cependant, c’est une technique peu sensible qui nécessite I'utilisation d’agents de contraste. Plusieurs études
ont démontré que les NPo fonctionnalisées permettent d’obtenir un contraste spécifique pour la localisation

de cellules tumorales en IRM [Alric, 2008; Debouttiere, 2006].

Enfin, les NPo pourraient également étre utilisées pour des traitements par hyperthermie [Chatterjee,
2011]. Il s'agit alors de détruire les cellules cancéreuses par l'action de la chaleur en exposant les tissus
cancéreux a des températures supérieure a 41°C pendant une période de temps définie en irradiant les NPo
par un faisceau lumineux, typiquement un laser. L'absorption de la lumiére par les NPo produit alors un
échauffement local [Link, 2000] causant ainsi des dommages irréversibles (coagulation des protéines,
déstabilisation des lipides des membranes). Les cellules tumorales sont alors plus sensibles aux traitements

complémentaires comme la chimiothérapie [Hainfeld, 2014b]. Pour ce type d’application, les NPo sphériques
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ne sont pas vouées a étre développées car leur bande plasmon n’absorbe pas dans la fenétre de transparence

des tissus.

Ce travail de theése s’inscrit dans un contexte d’amélioration de la radiothérapie par effet
radiosensibilisateur des NPo. Dans cette partie, nous avons mis en relief les différents paramétres impactant
I’effet radiosensibilisateur des NPo. Nous avons également fait état de quelques utilisations potentielles des
NPo dans la thérapie du cancer. Toutes ces applications sont basées sur des propriétés particuliéres des NPo
gue nous nous attacherons a développer dans la partie suivante, propriétés optiques, chimie de surface,

interaction avec un rayonnement ionisant.



Il. B. Introduction bibliographique — Nanoparticules d’or 31

B. Nanoparticules d’or

1. Propriétés optiques

L'interaction de la lumiére avec une solution colloidale est a la base de phénomenes de diffusion et

d’absorption (Figure 11 4).

DIFFUSION

ONDE INCIDENTE ABSORPTION

Figure 1l 4: Schématisation de I’absorption et de la diffusion d’une onde incidente par une NPo.

De ces phénoménes, de nombreux parameétres caractéristiques des NPo tels que leur taille, leur concentration

ou encore leur état d’agrégation peuvent étre extraits.

a. Diffusion de la lumiére

La diffusion de la lumiere est une propriété caractéristique des objets de taille inférieure au micrometre.
Le phénomene de diffusion observé lorsque la longueur d’onde de la lumiére est beaucoup plus grande que
la taille de I'objet considéré est principalement d( a la diffusion Rayleigh. Il s’agit d’'une diffusion dite élastique,
c’est-a-dire que I'onde électromagnétique garde la méme énergie au cours de la diffusion. Cette diffusion
caractérise le mouvement brownien des objets, elle permet de les détecter et de les mesurer par diffusion
dynamique de la lumiere (DLS). En effet, les particules en suspension sont soumises a la mobilité brownienne
et les interférences lumineuses qui en résultent contiennent des informations sur leur vitesse de mouvement.
Cette vitesse est intrinsequement liée a la taille des particules, les petites particules se déplagant plus vite que
les grosses. Cette technique d'analyse spectroscopique non destructive permet de mesurer le rayon

hydrodynamique de nanoparticules en suspension dans un liquide, le rayon hydrodynamique mesuré étant le
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rayon d'une sphere théorique incluant la nanoparticule, ainsi que ses sphéeres de fonctionnalisation et de
solvatation. La mesure de I'intensité de la lumiére diffusée par les particules au cours du temps fournit une
valeur du rayon hydrodynamique d’apres I'équation de Stokes-Einstein (équation 11 1) :

kgT
6mnD

Ry = équation Il 1

ou ks désigne la constante de Boltzmann en m?.kg.s2.K%, T la température en K, n la viscosité du fluide en kg.m"
1 st et D le coefficient de diffusion en m2.s™.
Outre les phénomenes de diffusion de la lumiéere, les phénomeénes d’absorption permettent également de

caractériser les NPo.

b. Phénoméne de résonance plasmonique

L’année 1968 marqua un tournant concernant les phénomeénes de résonance plasmonique. En effet c’est
au cours de cette année qu’Andreas Otto [Otto, 1968] et I'équipe de Raether [Kretschmann, 1968] mirent en
évidence la possibilité d’exciter les ondes de surface (plasmons) en utilisant le phénomeéne de réflexion totale
atténuée. Plus précisément, il s’agit de I’excitation du plasmon de surface a une interface métal/diélectrique
par un champ optique évanescent créé lors de la réflexion interne totale d’une onde lumineuse. En effet,
lorsqu’une onde électromagnétique interagit avec une nanoparticule métallique, les électrons libres de la
bande de conduction se mettent a osciller collectivement et en phase. Cela provoque une séparation des
charges électriques et crée un moment dipolaire a la surface de la nanoparticule (Figure Il 5). Ceci induit une
forte augmentation du champ électrique au sein de la nanoparticule qui se traduit par I'apparition d’une bande
dans le domaine du visible dite bande plasmon [Dahmen, 2007; Kawabata, 1966; Kelly, 2003]. En d’autres
termes, quand les fréquences du champ électromagnétique incident et des oscillations entrent en résonance,

c’est la résonance de plasmon de surface.

champ électromagnétique

Figure Il 5 : Schématisation de la résonance de plasmon de surface.
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Les nanoparticules d’or (comme d’autres nanoparticules métalliques telles que les nanoparticules
d’argent ou de cuivre) ont la particularité d’absorber la lumiére visible. Par exemple, une solution de NPo de
32 nm de diameétre apparait rouge vin a I'ceil. La théorie associée a ce phénoméne avait d’ores et déja été
apportée par Mie en 1908 [Mie, 1908]. Elle est basée sur des calculs d’électromagnétisme et apporte une
solution mathématique au probleme de diffusion de la lumiére par une sphere. Par la suite, elle a entre autres
permis d’expliquer les dépendances de la forme et de la position de la bande plasmon avec la taille de la
particule, la nature du métal, la concentration en particules, leur fonctionnalisation et la composition du milieu
environnant. Ainsi, a chaque morphologie de nanoparticule correspond une fréquence de résonance propre
et donc un mode d’oscillation des électrons de surface. De fait, plus la géométrie est complexe, plus il y a de
fréquences de résonance qui composent la bande plasmon. Pour une nanoparticule sphérique (notre cas), il
n’existe qu’un seul mode propre de résonance et donc qu’une seule fréquence de résonance associée. Pour
une nanoparticule ellipsoidale (typiqguement un nanobatonnet) il existe deux axes de symétrie et donc deux

modes de résonance électronique, la bande plasmon est alors composée de deux bandes.

La longueur d’onde de résonance plasmonique dépend essentiellement des dimensions des NPo. Pour
des nanoparticules sphériques, plus le diamétre de la nanoparticule est grand, plus la bande plasmon est
déplacée vers les hautes longueurs d’onde [Brun, 2009a; He, 2005; Link, 1999a; Nath, 2004]. En effet, lorsque
le diametre de la particule augmente, la distance entre les charges (opposées) créées par le déplacement du
nuage électronique augmente. Ainsi la force électrostatique de rappel diminue et la fréquence de résonance
diminue. Donc la longueur d’onde d’absorption augmente. Cet effet de taille se limite a des diametres de
nanoparticules supérieurs a 2 — 3 nm. En effet, en deca de cette valeur, la surface de la nanoparticule est trop
petite pour qu’un effet de résonance plasmon soit observé [Ahmadi, 1997]. La largeur de la bande plasmon
dépend quant a elle de I’'homogénéité de taille, de forme et de I'état d’agrégation des NPo, elle refléte leur
distribution en taille. Plus il existe de tailles différentes au sein d’un échantillon, plus il y aura de résonances
différentes et donc autant de longueurs d’onde différentes engendrées. Plus I’échantillon est homogéne, plus
le plasmon correspondant est fin et par conséquent plus la solution est monodisperse. Ainsi la longueur d’onde
d’absorption du plasmon nous permet d’évaluer la taille des nanoparticules et sa largeur d’apprécier la qualité

de la distribution (homogénéité et dispersion en taille).

Le phénomene de résonance plasmonique dépend fortement des constantes diélectriques du métal et
du milieu environnant. Par conséquent, la résonance de |'oscillateur est sensible a toute perturbation locale
de I'environnement des nanoparticules, notamment a leur fonctionnalisation. En effet, le recouvrement
modifie I'indice de réfraction des « nanoparticules » (NPo + recouvrement) et provoque un déplacement de la
bande plasmon non prévisible et notamment dans le cas de NPo fonctionnalisées avec des ligands thiolés. En

effet, les thiols interagissent fortement avec I'or [Hakkinen, 2012]. Ces ligands sont donc responsables d’un
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champ de ligand tres fort qui interagit avec le nuage électronique a la surface des nanoparticules. Ici la théorie

de Mie n’est donc plus valable si le décalage induit par la fonctionnalisation n’est pas considéré dans le calcul.

Par ailleurs, comme précédemment évoqué, la bande plasmon est un indicateur de I'état d’agglomération
des nanoparticules. En effet, I'apparition d’'un épaulement dans la gamme des hautes longueurs d’onde
témoigne de I'agrégation des NPo. Afin d’éviter ce phénomene, une stabilisation des nanoparticules est

nécessaire en solution.

2. Stabilité des solutions colloidales : théorie DLVO

Dans ce paragraphe, nous ne nous attacherons pas aux détails de la théorie DLVO (Dejarguin-Landau-
Verwey-Oberbeek) mais seulement a une description qualitative qui nous permettra de mettre en évidence le
comportement des NPo dans des solutions de différentes forces ioniques. La théorie DLVO permet de calculer
I’énergie totale d’interaction entre particules et s’appuie sur deux hypotheses majeures. La premiére consiste
a ne considérer que les forces d’attraction de Van der Waals? et les forces répulsives électrostatiques dans le
calcul. La deuxiéme suppose que les forces électrostatiques de Van der Waals sont additives. La théorie DLVO
permet d’expliquer la stabilité des solutions colloidales par une répulsion électrostatique supérieure aux
forces attractives de Van der Waals [Israelachvili, 1992]. Les NPo non stabilisées en solution ont tendance a
s’agglomérer, a s’agréger a cause de l'interaction dip6le — dip6le qui est prédominante a cette échelle. En
pratique, les NPo doivent étre stabilisées soit par répulsion électrostatique (charge), soit par répulsion stérique
(fonctionnalisation). Cette derniere consiste a tenir les particules éloignées les unes des autres en greffant ou
en adsorbant des ligands a la surface des NPo. Cette stabilisation n’est efficace que si I'épaisseur du
recouvrement est supérieure a la portée de l'interaction dipble-dipéle de Van Der Waals. Les NPo non
fonctionnalisées synthétisées dans cette étude sont chargées négativement et ce sont des répulsions
électrostatiques qui assurent donc leur stabilité en solution pendant plusieurs mois. D’autre part, la présence
d’ions en solution apporte de nouvelles interactions électriques. Ainsi, I'augmentation de la force ionique du
milieu déstabilise les NPo et provoque leur floculation pour des concentrations élevées en sel’. Par
conséquent, au sein d’'un milieu a grande force ionique comme, par exemple le milieu de culture cellulaire
(110 mM NaCl), il est absolument nécessaire de stabiliser les NPo en les fonctionnalisant. Il est donc primordial

pour fonctionnaliser les NPo de s’intéresser a leur chimie de surface.

! Les forces de Van der Waals sont des interactions électrostatiques attractives a courte distance entre atomes et/ou
molécules. Elles ont lieu entre deux dipéles (induits ou permanents).

2 Cf. chapitre 111.D.3 Influence de la concentration en sel. Nous avons déterminé que des NPo non fonctionnalisées sont
stables en solution jusqu’a une concentration maximale de 1,7 mM en NaCl (aucune agrégation).
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3. Chimie de surface
La force des interactions or-ligand suit I'ordre suivant :
interactions électrostatiques <<< interactions or-amine < interactions or-soufre

Les NPo sont connues pour interagir fortement avec les groupements aminés et soufrés [Hakkinen, 2012;
Joshi, 2004; Kumar, 2003]. Les phosphines (hydrures de phosphore), moins utilisées, interagissent également
avec la surface des NPo de maniere relativement forte. L’or et le soufre étant deux éléments possédant des
électronégativités tres proches sur I’échelle de Pauling (respectivement 2,6 et 2,5), la liaison intervenant avec
I’or ne peut pas étre de type ionique, c’est plutét une liaison de type covalent dont I'énergie a été estimée
dans la littérature entre 125 et 170 kJ.mol?! [Dubois, 1992; Ramachandran, 2003]. La plupart des
fonctionnalisations rencontrées dans la littérature donc des soufres comme point d’ancrage a la surface des
NPo. De maniere comparable, I'interaction forte or-amine serait également de type covalent [Joshi, 2004] avec
une énergie de liaison estimée entre 20 et 40 kJ.mol? [Aina, 2010; Frei, 2011; Kamenetska, 2009]. Il a
également été mis en évidence une interaction de type électrostatique entre le groupement NHs* et les NPo
négativement chargées [Kumar, 2003]. Ces deux types d’interactions or-amine adviendraient simultanément.
Aussi dans le cas d’un ligand a la fois soufré et aminé, il y aura compétition entre la liaison or-soufre et la
liaison or-amine. C’'est ce qui a été mis en évidence dans le cas de polyéthyléenes glycol thiolés et aminés [Xia,
2012]. Les deux interactions ont lieu a température ambiante (22°C), le ligand s’attachant a la surface des NPo
tanto6t via le soufre, tant6t via I'amine. Par contre, I'ancrage des thiols a la surface des NPo est favorisé a une
température de 4°C, probablement a cause de la cinétique des équilibres d’attache a la surface des NPo (i.e.
I’ancrage par le soufre serait plus rapide). Cette dépendance de la sélectivité en fonction de la température
entre les groupements thiolés et aminés et une surface d’or a également été corroborée par les travaux d’Aina

etal. [Aina, 2010].

D’autres types d’interactions peuvent avoir lieu a la surface des NPo. En effet, les NPo sont chargées
négativement probablement par les ions de surface AuCls, ou encore le citrate ou I'acétone dicarboxylate
résiduels de la synthése de Turkevitch comme nous le verrons dans le paragraphe suivant. Aussi, des
interactions électrostatiques peuvent avoir lieu a la surface des NPo avec des especes chargées positivement
(NHs*, Hs0", etc...). De cette maniére, la nanoparticule se recouvre d’une ou plusieurs couches de molécules.

Cela contribue a sa stabilisation en solution.

Dans le cas des molécules d’intérét biologique (ADN, acides aminés, protéines), ce sont des résidus thiolés
et/ou aminés qui peuvent leur conférer une interaction particuliere avec les NPo. Cependant les types

d’interactions engagées dépendent de la molécule/protéine. Par exemple, dans le cas de la HSA (albumine de



sérum humain), plusieurs interactions sont proposées au sein de la littérature. Quand certains s’accordent sur
une interaction HSA-NPo de type covalent via les résidus thiolés (cystéines et ponts disulfures) de la protéine
[Chen, 2008; Sen, 2011], d’autres proposent une interaction électrostatique via les résidus positifs (lysine)
[Cafiaveras, 2012; Goy-Ldpez, 2012; Nayak, 2008; Shang, 2007; Wang, 2014]. Il existe également d’autres
propositions impliquant des liaisons hydrogénes entre la HSA et les NPo [Goy-Ldpez, 2012] ou encore une
interaction régie par des forces de Van der Waals [Khan, 2013]. Ainsi, si une interaction ligand-NPo est avérée,

il peut étre parfois difficile de statuer quant aux types d’interactions engagées.

Au fil de cette partie, nous avons évoqué les principales propriétés des NPo et notamment leur chimie de

surface. A présent nous allons voir comment synthétiser ces nanoparticules.

4. Synthese (la méthode Turkevich)

A ce jour, il existe de trés nombreuses voies de synthése des nanoparticules d’or, que ce soit par des
méthodes physiques, chimiques, radiolytiques ou encore biologiques. Au cours de ce travail, nous avons choisi
d’utiliser une méthode chimique. Il existe deux méthodes chimiques notables dans la littérature : la méthode
de Turkevitch [Enustun, 1963; Turkevitch, 1985; Turkevitch, 1951] et celle de Brust-Schiffrin [Brust, 1994].
Cette derniére, décrite par Brust en 1994, permet de préparer des nanoparticules d’or de 1 a 10 nm de
diametre dans des solvants organiques tel que le toluéne. Dans cette synthese, |'acide chloraurique HAuCl,
réagit avec un réducteur puissant : le tétraborohydrure de sodium. Cette synthése biphasique est réalisée en
présence de bromure de tétraoctylammonium intervenant en tant que catalyseur de transfert de phase et
d’agent stabilisant. Par ailleurs, cette synthese est réalisée en présence de molécules thiolées afin de stabiliser
les NPo aprés synthéese. Dans cette étude nous avons exclusivement utilisé la méthode de Turkevitch, et c’est

donc la seule méthode que nous nous attacherons a présenter en détail.

Introduite par Turkevitch en 1951 [Turkevitch, 1951], cette synthése reste encore aujourd’hui la plus citée
dans la littérature. Elle est basée sur une réduction en solution aqueuse de sels d’or (K* AuCly) par le citrate
de tri-sodium. La synthese s’opére a une température d’environ 60°C de maniere a activer la réaction. Aprés
une quinzaine de minutes, la suspension colloidale prend une couleur rouge vin et la taille des NPo est alors
d’environ 20 nm. Cette synthése fut par la suite améliorée avec les travaux de Frens dans les années 70 [Frens,
1973] de sorte a étendre la gamme de taille des NPo synthétisées. Il est désormais possible de contréler la
taille des particules obtenues, entre 10 a 150 nm, par variation du rapport oxydant/réducteur en solution

[Kimling, 2006; Zabetakis, 2012] et de I'ajout éventuel de surfactants [Yonezawa, 1999].
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Le mécanisme de la méthode Turkevich-Frens a été publié par le groupe de Kumar en 2006 [Kumar, 2006].
Depuis, plusieurs groupes de recherche ont examiné dans les détails le mécanisme de formation des NPo
utilisant cette voie de synthese [Polte, 2010; Pong, 2007]. Ce mécanisme est constitué de deux étapes de
réduction, la premiere implique deux électrons et permet de réduire I'or d’'un degré d’oxydation +lll a +I via
une réaction d’oxydoréduction avec le citrate. Ce n’est que lorsque tout le Au" est réduit en Au' (disparition
de la couleur jaune caractéristique de la solution) qu’une deuxiéme étape de réduction intervient, Au' se
dismute alors en Au® et Au". La limite de solubilité est alors atteinte et le processus de nucléation commence
: des noyaux solides se forment puis croissent. La solution devient alors de plus en plus foncée jusqu’a
I'obtention d’une couleur rouge vin. Ce mécanisme est constitué de plusieurs réactions paralléles et

consécutives détaillées ci-apres [Kumar, 2006; Xia, 2010].

La premiére étape consiste en I’hydrolyse du citrate et d’AuCly’, elle dépend du pH de la solution :

CsHs07 + H,0 == C3Hs07* + HO" équation Il 2
AuCly == AuCl; + Cf équation Il 3
AuCls + HOO == AuCl3(OH) équation I 4
AuCl3(OH) + HOO == AuCl,(OH); + CI équation Il 5
AuCl,(OH); + HOO == AuCI(OH)s + CI équation Il 6
AuCI(OH)s + HOO == Au(OH), + Cf équation Il 7

Puis advient une réaction d’oxydoréduction entre AuCls et le citrate formant AuCl et I'acétone dicarboxylate :

Citrate Acétone
dicarboxylate

. +AuCl; — o + CO, + H* + AuCl + 2 CI équation Il 8
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Parallélement I'acétone dicarboxylate de sodium se complexe avec AuCl, étape de complexation qui favorise

I’obtention de nanoparticules sphériques et monodisperses [Privman, 1999].

o o o

O © ©
Ade e —

o
0

o ° O © équation Il 9
Enfin AuCl (Au') se dismute en Au® et Au':
3AuCl — 2Au’+AuCls équation Il 10

Ainsi, dans la synthése de Turkevich, le citrate et/ou I'acétone dicarboxylate résultant de I'oxydation du
citrate jouent le role de stabilisateur des NPo. Une fois les nanoparticules synthétisées, les citrate et/ou ions
acétone dicarboxylate en solution s’adsorbent a leur surface formant ainsi une couche d’anions. Leurs charges
négatives créent alors une répulsion électrostatique entre les particules, évitant ainsi leur agrégation. Il est a
noter que I'addition de citrate sert également de tampon en fonction des quantités et des concentrations [Xia,

2010].

Dans les dix dernieres années, de nombreux groupes se sont intéressés, lors de cette synthése, aux
facteurs qui influencent les caractéristiques des NPo obtenues (taille, distribution, stabilisation). Par exemple,
plusieurs études se sont penchées sur l'influence du pH de la solution conduisant a la formation de NPo
monodisperses ayant des tailles comprises entre 20 et 40 nm [Li, 2011; Patungwasa, 2008; Rahman, 2011].
Ces études ont montré qu’un pH compris entre 5 et 7 était optimal pour I'obtention de nanoparticules
sphériques et monodisperses. Shulz et al. ont méme montré que |'utilisation d’un tampon citrate conduit a
une nette amélioration de la méthode réduisant la dispersion en taille des NPo synthétisées et augmentant la
reproductibilité des synthéses [Schulz, 2014]. Le pH semble donc étre un parameétre essentiel pour la synthése
de NPo. La température et la vitesse d’agitation sont également des facteurs importants dans le contréle de
la taille et de I'homogénéité de formes au sein de la syntheése. En effet, il semblerait que I'augmentation de la
température et de la vitesse d’agitation permette I'obtention d’une synthése plus homogéne en taille et limite
la formation de NPo non sphériques (triangles, polygones) [Hayat, 1989; Kumar, 2011]. De plus,
I"augmentation de la température et de la vitesse d’agitation facilite le passage de la barriére d’activation de
la réaction et conduit a des NPo de plus petites tailles [Kumar, 2011; Rohiman, 2011]. Enfin, I'utilisation de

solutions fraichement préparées est tres importante pour I'obtention d’une distribution de taille la plus fine
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possible [Hayat, 1989]. D'autres améliorations de la méthode Turkevich impliquent ['utilisation d’une

irradiation par une lumiere fluorescente [Kim, 2011] ou d'ultrasons [Aguilera, 2011; Su, 2003].

Les NPo synthétisées selon la méthode de Turkevitch ont toujours une taille supérieure a 10 nm en raison
de la faible capacité de réduction du citrate trisodique dihydraté. Des résultats intéressants de I'équipe de
Puntes [Ojea-limenez, 2010] sont apparus en 2010 et montrent que I'utilisation de I'eau lourde DO comme
solvant a la place de H,0 lors de la synthése des NPo permet de réduire leur taille a 5 nm. |l a été conclu que
D,0 augmente le pouvoir réducteur du citrate. Dans cette méme optique de réduction de la taille des NPo
obtenues par la méthode de Turkevitch, des études récentes montrent que lorsque I'on ajoute KAuCl, a la
solution de citrate plutot que l'inverse, des NPo des tailles inférieures a 10 nm sont obtenues [Philip, 2008;
Sivaraman, 2011]. En somme, la taille des NPo produites par cette synthése peut étre comprise entre 5 nm et

150 nm.

En conclusion, la synthése de Turkevitch a fait I'objet de nombreux travaux et a été étudiée durant les 65
dernieres années par I'utilisation de plusieurs techniques expérimentales. Toutes les études précédemment
citées mettent en évidence le réle clé de trois parametres dans la méthode : le pH de réaction du mélange
citrate/sel d’or, la concentration des réactifs et la force ionique du milieu. Ces paramétres affectent les taux

de nucléation et d’agrégation et influencent donc la taille et la distribution finale des NPo en solution.

Au cours de cette étude, il sera important de maitriser les facteurs qui influencent la synthése de sorte a
obtenir des synthéses reproductibles, homogenes en forme et monodisperses. Nous veillerons donc a
travailler avec des solutions fraichement préparées ainsi qu’au contréle de la température et de la vitesse

d’agitation pour chaque synthése.
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C. Interaction rayonnement-matiere

L'étude de l'interaction rayonnement-matiére souléve deux questions : Comment la matiere est-elle
transformée par le passage du rayonnement (dépot d’énergie)? Comment le rayonnement est-il impacté par
la matiére? Dans cette partie, nous aborderons l'interaction photon-matiére et nous introduirons également

différentes notions de la chimie sous rayonnement.

1. Interaction photon-matiere

Il existe différents types d’interactions photon-matiere condensée : 'effet photoélectrique, I'effet
Compton et la matérialisation en paires. Le coefficient d’atténuation global u est défini comme la somme de

coefficients d’atténuations respectifs des trois types d’interactions, respectivement u =t + o + 1.

L'effet photoélectrique se produit dans un domaine d’énergie allant de quelques dizaines d’eV a 1 MeV.
Cet effet est basé sur l'interaction d’un photon incident d’une énergie E = hv avec un électron du cortege
électronique d’un atome (Figure Il 6). Si cet électron est initialement au repos, il doit absorber au moins
I’énergie qui le lie au noyau pour s’en détacher. Il est alors appelé électron secondaire. Ce dernier est éjecté
grace a I'énergie excédentaire apportée par le rayonnement incident. Le départ de I'électron émis crée ainsi
une lacune électronique au sein du cortége qui se comble par déplacements en cascade d’électrons de couches
plus externes. Ce phénomeéne est accompagné de I'émission de photons X dont I'énergie est négligeable
(spectre de raies caractéristique du matériau). A noter que la position de I'électron arraché dans le cortége
électronique dépend de I'énergie du rayonnement incident. Ainsi des photons de faible énergie ne pourront
arracher que les électrons les moins liés et donc les plus externes a I'atome. Le coefficient d’absorption

photoélectrique T est globalement proportionnel a z°.

€@ secondaire
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Figure Il 6: Schématisation de I'effet photoélectrique.



Il. C. Introduction bibliographique — Interaction rayonnement-matiére

L'effet Compton se manifeste pour des énergies comprises entre 0,1 MeV et 10 MeV. Ici, le photon
incident entre en collision avec un électron situé sur la couche externe d’'un atome (Figure Il 7). L’électron est
alors éjecté avec une énergie cinétique Ec plus ou moins élevée dépendant de I'énergie du rayonnement
incident. Toute I'énergie du photon n’étant pas cédée au milieu, celui-ci est alors dévié. L’éjection de I'électron
est donc accompagnée de I'émission de ce photon dit secondaire puisque d’une énergie moindre par rapport
au photon incident. L'équation de conservation de I'énergie suivante est alors applicable: hv = hv’ + Ec

(équation 1l 11). Le coefficient d’absorption Compton est proportionnel a Z.

hv hv’

* o %\
~// \“\
L e ;
\‘\‘/‘«./
S

Figure 1l 7 : Schématisation de I'effet Compton.

Enfin, la matérialisation en paires électron-trou ne se manifeste que pour les hautes énergies et en
pratique au-dela de 3 MeV. Cet effet n’interviendra donc pas dans le cadre de notre étude. Quelques mots
cependant a propos du phénoméne. Il s’agit de la transformation du photon en paire électron — trou lorsque
le faisceau incident de haute énergie passe a proximité d’un noyau (Figure Il 8). La seule condition a ce
phénomeéne réside dans le fait que I'énergie du photon incident doit étre supérieure ou égale a I'énergie

correspondante 3 la masse des deux particules (électron et trou) i.e. E = me.c? = 1,02 MeV (équation Il 12).
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Figure 11 8 : Schématisation de la matérialisation en paire électron-trou.



La Figure Il 9 représente les différents domaines de prépondérance de ces trois effets en fonction du
numéro atomique Z du matériau et de I'énergie du rayonnement incident. Dans le cadre de cette étude, pour
des NPo, I'effet photoélectrique sera dominant pour les expériences réalisées avec des rayons X de 17,5 keV

et I'effet Compton sera dominant pour celles réalisées avec un rayonnement y.
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Figure Il 9 : Domaines de prépondérance des différentes interactions photon-matiére en fonction du numéro atomique du matériau et
de I’énergie du photon. [Tabata, 1991] Les ronds jaunes représentent les zones d’intérét dans cette étude.

2. Coefficients massiques d’absorption

Lorsqu’un faisceau de photons (ou de particules) traverse la matiere, il est atténué. Dans le cas d’un
matériau homogene, cette atténuation du faisceau dépend essentiellement de la nature et de I'épaisseur du

matériau traversé (équation Il 13). On définit alors L, le coefficient d’absorption linéaire tel que :

I =1, e équation Il 13

Ou | est I'intensité du rayonnement ionisant transmise, I, I'intensité du rayonnement ionisant incident et x
I’épaisseur du matériau en cm ou en m. p s’exprime donc en cm™ ou en m™.

En divisant le coefficient d’absorption linéaire par la densité du matériau absorbant, on obtient le coefficient
d’absorption massique p/p. Il s’exprime en m?.kg! et est indépendant de la densité et de I'état physique du
matériau. L'usage du coefficient d'absorption massique permet de s'affranchir de la valeur de la densité du

matériau qui n'est pas forcément homogéne ou connue de fagon précise.
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Nous définissons également le coefficient d’absorption d’énergie massique en/p qui représente la

fraction d’énergie absorbée par le matériau, donné par :

_Hen

E=E,e ¢

* équation Il 14

Ou E est I'énergie du rayonnement absorbée par le matériau et E, I'énergie incidente du rayonnement. Cette
information tres importante en chimie sous rayonnement permet de connaitre la fraction d’énergie transférée

localement au matériau.

3. Notions associées a la chimie sous rayonnement

Plusieurs parameétres sont a considérer pour rendre compte des effets chimiques d’un rayonnement. La
dose, le débit de dose, le type de rayonnement, I'énergie du rayonnement et la quantité d’énergie déposée

(transfert d’énergie linéique) dans le milieu ont une importance cruciale sur ces effets.

La dose est définie comme I'énergie absorbée par unité de masse dans le milieu. Elle s’exprime en joule
ou eV par kg. Un gray (Gy) équivaut en unités du systéme international a un joule par kg. Le débit de dose est
la dose déposée par unité de temps, il s’exprime dans les unités du systéme international en Gy.s mais le
Gy.min? et le Gy.h? sont également des unités usuelles. La notion de rendement radiolytique est essentielle
car ce dernier permet de quantifier les especes générées par le rayonnement ionisant. En effet, le rendement
radiolytique est défini comme la quantité d’espéces formées ou disparues pour un joule d’énergie déposée.
Pour une espéce donnée X, il est noté G(X) et s’exprime en mole par joule (mol.J!) ou en molécules par 100
eV. Usuellement, il s’agit du rendement mesuré 100 ns apres le passage du rayonnement ionisant dans I'eau
[Buxton, 1988]. Les rendements des especes radicalaires qui nous intéresseront dans cette étude sont

rassemblés Table Il 1.

Atmosphére inerte Atmosphére aérée
HO* € hyd H° HO* €hyd O, :
Rayons X 17,5 keV 200 200 200 0 0
Rayons y 1,2 MeV 280 280 60 280 0 340 0

Table Il 1 : Rendements radiolytiques (en nmol.J"1) des espéces radicalaires produites par radiolyse de I'eau sous atmospheéres inerte
et aérée. Cas d’un rayonnement gamma [Ferradini, 1999], cas d’un rayonnement X [Fulford, 2001].
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Les rendements radiolytiques des espéeces produites lors de la radiolyse de I’eau dépendent entre autres
du transfert d’énergie linéique (TEL) [Allen, 1961; Tabata, 1991]. Le TEL, autrement nommé pouvoir d’arrét,

est défini comme la quantité d’énergie déposée au sein d’'un milieu par unité de longueur :

TEL = -dE/dx équation Il 15

Ou dx représente une unité de longueur de la distance parcourue. Il est usuellement exprimé en keV.um™. Le
transfert d’énergie au sein d’un milieu dépend du type de radiation (photon ou autre) et fortement de
I’énergie de la particule incidente. Plus I'énergie de la particule est faible (ralentie par I'énergie qu’elle céde),
plus la fraction d’énergie déposée dans le milieu est grande. Aussi, le dép6t d’énergie d’une particule incidente
est un processus fortement non-homogeéne. Par ailleurs, I’énergie déposée au sein du milieu sur la trajectoire
du faisceau incident peut étre beaucoup plus grande que I’énergie d’ionisation de I'eau. Alors |'énergie
transmise a l'eau produit des cascades d’ionisation dans lesquelles les molécules d’eau sont ionisées
successivement. Ces ionisations consécutives s’éloignent de plus en plus de la trajectoire initiale de la particule
ionisante et I'’énergie déposée devient de plus en plus faible au méme titre que le TEL devient de plus en plus
grand. Ce phénoméne donne lieu a la formation de grappes d’ionisation. Ainsi, les concentrations locale et
globale des espéces produites par radiolyse de I'eau dépendent fortement de la distribution spatiale du dépot
d’énergie en solution. En effet, plus le TEL est grand, plus la recombinaison des radicaux en produits
moléculaires est grande. Ainsi pour des irradiations par des photons X ou y, le TEL est faible comparativement
a d’autres particules plus lourdes (protons, ions), les grappes d’ionisation sont isolées spatialement les unes
des autres, ce qui engendre une recombinaison entre les espéeces radicalaires faible. Dans cette étude, nos
expériences ont étés réalisées avec des rayons X de 17,5 keV ou des rayons y issus de la désintégration du
Cobalt 60. Le TEL de ces particules est connu pour des photons et est égal a 0,23 keV.um™ [Ferradini, 1999].
Pour des rayons X de 17,5 keV, le TEL est de quelques keV.um™*[ICRU, 1970].

Au cours de ce paragraphe, nous avons introduit les notions essentielles utiles a la compréhension de ce
manuscrit et décrit I'interaction photon-matiere. Par ailleurs, dans de nombreux cas, la matiere en question

est I’eau. Nous nous attacherons donc dans la partie suivante a décrire la radiolyse de |'eau.
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D. Radiolyse de I'eau

1. Introduction

Le corps humain est composé d’environ 65% d’eau. Aussi, dans I'optique d’applications biologiques, il est
essentiel de bien comprendre la radiolyse de I'eau. De plus, les produits de la radiolyse de I’eau sont bien
connus pour interagir avec les éléments du vivant [Halliwell, 2004; Riley, 1994], il sera important d’en faire
une description poussée. Par exemple, le radical hydroxyle HO® intervient en tant que principal acteur de la

dégradation de ’ADN [Von Sontag, 2006].

Historiquement, les études des effets des rayonnements sur I’eau ont démarré avec I'étude de Giesel en
1902 [Giesel, 1902] qui a été le premier a observer la libération de dihydrogéene et de dioxygene a partir d'une
solution aqueuse de bromure de radium. En 1914 pour la premiére fois, Debierne propose une décomposition
de I'eau sous rayonnement ionisant en radicaux H® et HO® ainsi que leur recombinaison en H; et H;0,
[Debierne, 1914]. Mais cette hypothése ne sera confirmée que plus tard en raison des méthodes de détection
de I’époque qui ne permettaient que des mesures des espéces moléculaires stables en solution. C’'est ensuite
au cours de la seconde guerre mondiale que des études poussées portant sur le mécanisme de la radiolyse de
I’eau ont été menées et poursuivies jusqu’a ce jour [Buxton, 2003; Ferradini, 1999; Keene, 1960; Ma, 2013;

Pikaev, 1986].

2. Mécanisme de la radiolyse de I'eau

L’étape physique est la premiére étape de la radiolyse de I’eau. Suite a I'interaction des molécules d’eau
avec un rayonnement ionisant, celles-ci subissent une excitation électronique ou une ionisation accompagnée
de I’émission d’un électron. Cet électron éjecté s’il possede une énergie supérieure a 9 eV, peut étre considéré
comme une source secondaire d’ionisation [Kaplan, 1990]. Sinon, il intervient seulement en tant que source
secondaire d’excitation.

Cette étape prend fin en 10%s aprés le passage du rayonnement ionisant, les produits de la radiolyse sont

alors I'électron e et les formes ionisée et excitée de I'eau respectivement H,0O"* et H,0*.

H,0 2 H,O0™ + ¢ équation Il 16

H,O 2 H,O* équation Il 17
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Suite a I'étape physique d’absorption du rayonnement par I'’eau, une multitude de réactions en chaine se
produit : c’est I'étape physico-chimique, elle dure jusqu’a 10%s aprés le passage du rayonnement ionisant.
Les molécules d’eau a I'état excité vont se dissocier et contribuent a la formation de radicaux libres. Cependant
la plus grande contribution en radicaux libres provient des réactions de I’eau avec les molécules d’eau ionisées
(équation 11 19).

L’électron quant a lui, s’il ne réagit pas directement avec une molécule d’eau (équation Il 20), peut céder son
énergie cinétique via des processus d’excitation ou d’ionisation. Lorsque son énergie devient égale a ksT = Ei
(avec kg la constante de Boltzmann et T la température en Kelvin), I’électron se thermalise (équation 1l 21), il
est noté ew. L'électron thermalisé va alors, grace a sa charge, orienter les molécules d’eau autour de lui. Une
cavité d’environ 5 A de diamétre se crée alors et I'électron est dit hydraté ou solvaté. Cet électron
thermodynamiquement stable sera noté e’q ou e’sq. L'électron peut également se recombiner avec une

molécule d’eau ionisée donnant ainsi lieu a une molécule d’eau excitée (équation Il 18).

H,O'* + e 2 H,0* équation Il 18
H,0* + H,0 2 H;0* + HO® équation Il 19
2x(e+H,0) 22x(HO* +H) DHO® + H, + HO équation I 18
€ Dewm>Eehu équation Il 19

Puis, entre 102 s et 2.10° s aprés le passage du rayonnement ionisant, suit I'étape dite de chimie non-
homogene [Buxton, 2003]. Au cours de cette étape, des réactions chimiques ont lieu au sein des grappes et
les especes primaires (ehaq, H*, HO®, H30%) diffusent dans le milieu réactionnel et donc hors des grappes
jusgu’a une distribution homogene dans I'espace (chimie homogene). Ce n’est qu’au cours de cette étape de
chimie homogéne que I'on peut définir des concentrations homogenes des espéeces. Deux types de réaction

adviennent au cours de cette étape : les réactions de recombinaison et les réactions avec I'eau.



Il. D. Introduction bibliographique — Radiolyse de I'eau 47

H et HO'——o— & 1), , @ HO'et 110
H,0
H, et O e H; et 2 HO®
‘?* \ ¢ 0,0 : {
eau excitée H,0* 2H' & etO’
€ hyd
hv .
[a¥a 3 y .
€5 hyd
H,O (%]
2 HO' Q

T, @ HOetHO

o e

o H* et HO"
o (%) / H,O
eau ionisée
H,et O

W H; et QZHO'

*
9
H,O R L
I j * \ I . espéces moléculaires
" H,0 H @ ctO H, et H.O,
H,0"* 1,0
Q HO" et "‘ H;0"
Réactions Intra-grappes
‘ Etape Physique ‘ Etape Physico-chimique
\ \
. -12 -6

0 1016 1012 10 Temps (s)

Figure 11 10 : Schéma général de la radiolyse de I'eau désaérée. Les fléches les plus épaisses indiquent les voies réactionnelles
majeures.

Dans le cas oU un soluté est présent en solution, comme par exemple le dioxygéne, le mécanisme est modifié
au niveau de I'étape de chimie non homogene. Le soluté agit alors comme un capteur de radicaux et le bilan
de la radiolyse est modifié. Dans les paragraphes suivants, nous allons d’abord présenter les deux especes
d’intérét de ce travail a savoir I'électron hydraté et le radical hydroxyle, puis nous explorerons les réactions

engendrées en présence de certains capteurs.

3. Deux especes de la radiolyse de I’'eau
a. Electron hydraté

C'est en 1962 que E.J. Hart et J.W. Boag d’une part, et J.P. Keene d’autre part, ont observé pour la
premiere fois I’électron hydraté. E.J. Hart et J.W. Boag ont enregistré le spectre d’absorption de I'électron
hydraté aprés irradiation grace a la radiolyse pulsée au sein de solutions aqueuses de carbonate de sodium

mais également dans I’eau pure sous atmosphére inerte [Hart, 1962]. Simultanément J.P. Keene, de son c6té,
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a décrit I’électron hydraté comme le premier homologue a courte durée de vie de I'électron métastable® déja
bien connu a I'’époque dans I'ammoniaque [Keene, 1963]. Avec un potentiel de réduction de E°v2o/ehya- = - 2,87
Venn [Schwarz, 1981; Wardman, 1989], I’électron hydraté constitue I'espece la plus réductrice de tous les
produits issus de la décomposition de I'eau. Il est donc tres réactif et peut réagir avec toute espéce chimique
(dont les potentiels de réduction sont supérieurs). Cette réaction est alors une réduction monoélectronique.

Une autre caractéristique notable de cet électron hydraté est son caractére basique avec un pKa de 9,6.

b. Radical hydroxyle

Le spectre UV du radical hydroxyle HO® dans |'eau a d'abord été identifié par J.K. Thomas en 1966
[Thomas, 1966] comme une large bande dans la région de 200 a 300 nm. Par la suite, son maximum a été
établi a environ 235 nm dans les conditions normales de température et de pression [Boyle, 1969; Nielsen,
1976]. De plus, une mesure a mis en évidence un épaulement du spectre entre 300 et 400 nm [Czapski, 1993].
Le coefficient d’extinction molaire a été déterminé & 235 nm, €33snm = 600 L.mol*.cm™ [Hermann, 2003]. Cette
absorption est donc tres faible et rend la détection directe du radical hydroxyle tres difficile. Avec un potentiel
d’oxydation de E°uo./n20 = 2,34 Veny [Wardman, 1989], le radical hydroxyle constitue I’espéce la plus oxydante
de tous les produits issus de la décomposition de I'eau. Combiné a des constantes de vitesse de réaction de
HO" tres grandes, il réagit avec la plupart des substrats organiques. Pour prés de 2000 composés en phase
liquide [RCNDDC], ces constantes ont été déterminées et sont de 'ordre de 10%° L.mol™2.s™. Ces réactions sont
donc limitées par la diffusion des especes en solution, le radical hydroxyle réagit de maniére instantanée avec
le soluté (énergie d’activation quasi-nulle). Cela lui confére une durée de vie tres courte en solution de 'ordre
de 10 [Attri, 2015; Lesser, 2006]. Ainsi, il diffuse trés peu en solution et son libre parcours moyen est estimé

a quelques nanometres dans I'eau [Lesser, 2006].

Les propriétés du radical hydroxyle (sa durée de vie particulierement courte et son absorbance est
trés faible) rendent sa détection directe particulierement difficile. Aussi, dans ce travail, nous avons choisi une

méthode de détection indirecte basée sur la réaction d’hydroxylation de la coumarine par le radical HO".

3 Une espéce est dite dans un état métastable lorsque qu’elle est dans un état stable cinétiquement mais pas
thermodynamiquement. Considérant un systeme physicochimique représenté par une surface d’énergie potentielle,
I’état métastable correspond alors a un minimum local en énergie. Une barriere d’activation sépare cet état du minimum
absolu correspondant a I'état d'équilibre thermodynamique.
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4. Capture des radicaux
a. Notion de pouvoir de capture

Lorsqu’un soluté est présent en solution, il peut alors y avoir capture du radical par ce soluté. On peut

ainsi écrire la réaction suivante :
R*+S 2RS* équation 11 22
Avec R°® I'espéce radicalaire concernée, S le soluté et RS® le radical produit de la réaction.

Le produit RS’ peut étre observable ou donner lieu a des produits stables. Sa quantification permet alors un
dosage indirect de 'espéce radicalaire R® et donc la détermination d’un rendement radiolytique. C'est ce que
nous utiliserons pour déterminer le rendement en radicaux hydroxyle (espéce radicalaire) a I'aide de la

coumarine (capteur).

b. Radiolyse de I'eau en présence de solutés

La présence de dioxygéne en solution perturbe le mécanisme de la radiolyse de I'eau. En effet le
dioxygene intervient comme capteur des espéces radicalaires réductrices et notamment de I'électron hydraté

[Spinks, 1990] selon la réaction :
€hya+ 02 2 02" k=1,9x10% L.molts équation Il 203

Par exemple, au sein d’une solution aérée ([O2]dissous = 4,6 X 10 mol.LL. Cf. 111.D.2 Table 111 5), I'électron hydraté

sera capté en 144 ns.

Au méme titre que le dioxygene, le protoxyde d’azote capte les espéeces réductrices et particulierement
I’électron hydraté pour former une molécule de diazote, un anion hydroxyde et un radical hydroxyle [Nakken,

1965] selon :
N2O + €hyg + H:0 2 Ny + HO + HO® k=9,1x10°L.mol*s? équation I 214

Cette réaction permet ainsi de convertir I'électron hydraté en radical hydroxyle. Au sein d’une solution saturée
en protoxyde d’azote, la concentration en N,O dissous est de 2,5 x 102 mol.L2. Ainsi I’électron hydraté sera

capté en 4,4 ns.
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Par ailleurs, le protoxyde d’azote interagit également avec le radical H® selon :
N;O + H* 2 N, + HO® k=2,1x10°L.mol*s? équation Il 225

Cette réaction est beaucoup plus lente et est souvent négligée.

Au fil de cette partie, nous avons décrit le mécanisme de la radiolyse de I’eau en présence ou en absence
de différents capteurs de radicaux libres. Parmi ces especes réactives, il en est deux qui sont notables et
d’intérét crucial dans notre étude : I'électron hydraté d’une part et le radical hydroxyle d’autre part. Nous
nous sommes attachés a la description de leurs propriétés. Dans cette étude, nous souhaitons quantifier ces
deux espéces radicalaires en présence de NPo et nous avons utilisé la coumarine comme capteur pour la

détection et la quantification du radical hydroxyle.
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E. Détection indirecte du radical hydroxyle par la coumarine

La coumarine (Figure Il 11), ou benzopyran-2-one, est une molécule trés odorante souvent utilisée dans
I'industrie de la parfumerie. Cette molécule peut étre extraite de la féve tonka ou de la lavande [Boisde, 2000].
La coumarine, ainsi que ses dérivés, possedent de nombreuses propriétés qui expliquent leur utilisation en
médecine : par exemple anticoagulantes et anticonvulsivantes [Park, 1996], antifongiques, antibactériennes
et antioxydantes [Bailly, 2004; Khan, 2004]. De plus, et c’est la le point majeur qui servira a notre étude, la

coumarine et ses dérivés sont souvent utilisés comme sondes grace a leurs propriétés de fluorescence.

Figure Il 11 : Molécule de coumarine.

Dans ce travail, nous avons utilisé la coumarine comme capteur du radical hydroxyle. La réaction se

produisant est une addition et six hydroxycoumarines (3-8) peuvent étre formées :

8 HO
. 0.__0 HOe 0._.0
6 =3 =
5 4

Figure 1l 12 : Réaction d’addition du radical hydroxyle sur la coumarine.

Les coumarines sont des hétérocycles aromatiques qui présentent une forte conjugaison. Parmi toutes les
hyroxycoumarines formées, la 7-hydroxycoumarine exhibe des propriétés d’absorption et de fluorescence
plus intéressantes que les autres. En effet, son spectre d’absorption présente le plus fort effet batochrome
par rapport a celui de la coumarine avec des maxima respectifs a 324 et 277 nm (Figure Il 13, Table Il 2). Par
ailleurs, bien que la coumarine ne soit que tres peu fluorescente, il se trouve qu’une substitution par un atome
donneur en position 7 (par exemple I'oxygéne) augmente le rendement quantique de fluorescence ®r d’un
facteur supérieur a 70% (= 0,66 pour la 7-hydroxycoumarine) alors que la méme substitution dans les autres
positions ne méne qu’a des composés trés peu fluorescents [Arora, 1982; Bababunmi, 1975; Creaven, 1965;
Petrola, 1986; Zinsli, 1974]. La fluorescence de la 7-hydroxycoumarine permet donc une détection sensible de

I’addition du radical hydroxyle sur la coumarine.
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Figure 1l 13 : Spectres d’absorption de la coumarine (€277nm = 11600 mol.L1.cm™) et de la 7-hydroxycoumarine (€324nm = 15000 mol.L-
L.ecml) dans l'eau.

dex (NM) Aem (NM)
Coumarine 277 385
7-hydroxycoumarine 324 456

Table Il 2 : Longueurs d’onde d’excitation et d’émission de la coumarine et de la 7-hydroxycoumarine.

Le mécanisme d’hydroxylation de la coumarine a été proposé par Louit et al. en 2005 [Louit, 2005] et est

représenté Figure Il 14.
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Figure Il 14 : Mécanisme d’hydroxylation de la coumarine par le radical hydroxyle [Louit, 2005].
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La premiere étape (1) du mécanisme a été proposée comme étant une réaction d’addition radicalaire de HO®
sur une des doubles liaisons de la coumarine, voie classique de la réactivité du radical hydroxyle. Cette
premiere étape (I) débouche alors sur deux voies mécanistiques, une voie dite de « dismutation » (Il) et une
autre voie faisant intervenir le dioxygéne par une réaction d’addition / élimination (I11)/(IV). Ainsi les quantités

de 7-hydroxycoumarine dans I'eau sont différentes suivant que I'atmosphére soit oxygénée ou non.

Par ailleurs, il est possible de définir le pourcentage de capture du radical hydroxyle par la coumarine. Il s’agit
du rapport entre la quantité de toutes les hydroxycoumarines formées et la quantité initiale de coumarine en

Y. Nhydroxycoumarines
AR X 100

solution : % capture = équation Il 26

Ncoumarine

Avec n la quantité de matiere en mol.

De la méme maniére, le pourcentage de formation de 7-hydroxycoumarine est défini comme le rapport entre

la quantité de 7-hydroxycoumarine formée et la quantité initiale de coumarine en solution :

Y. N7_hydroxycoumarine
= Yoo x 100

% formation;_pyaroxycoumarine = équation I 27

Ncoumarine

Par exemple, pour un rayonnement gamma ’Cs et un débit de dose de 1,8 Gy.min’%, Louit et al. ont rapporté
un pourcentage de capture du radical hydroxyle par la coumarine de 20% et un pourcentage de formation de

7-hydroxycoumarine de 6,5%.
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Au cours de ce chapitre, nous avons établi une revue bibliographique des notions essentielles a notre
étude. Nous avons commencé par décrire le contexte actuel de la radiothérapie et nous nous sommes ensuite
tournés vers I'enjeu majeur que constituent les NPo pour I'optimisation de ce traitement. Nous avons alors
examiné tour a tour les différents parametres a prendre en compte impactant I'effet radiosensibilisateur
depuis les travaux pionniers d’Hainfeld [Hainfeld, 2004] en passant par une vision d’ensemble des résultats
produits depuis. Nous nous sommes alors attachés a présenter les principales propriétés des NPo, de leurs
propriétés optiques particulieres a leur riche chimie de surface. Ce travail portant sur [leffet
radiosensibilisateur des NPo, il était essentiel d’aborder les notions d’interaction rayonnement-matiere qui
entreront en jeu, puis de décrire la radiolyse de I'eau et son mécanisme. Enfin, dans I'optique d’une
optimisation de la radiothérapie, nous nous sommes concentrés sur I'objectif principal de cette étude qui est
la quantification des électrons hydratés et des radicaux hydroxyle produits en présence de NPo, et nous avons

décrit plus en détail ces deux espéces, de leurs propriétés a I'outil de leurs quantifications : la coumarine.

Les nombreuses propriétés spécifiques des NPo telles que leurs propriétés optiques, leur chimie de
surface et les produits de leur interaction avec un rayonnement justifient leur fort potentiel pour le traitement

des pathologies cancéreuses (Figure Il 15) ainsi que leur omniprésence dans la recherche biomédicale actuelle.
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Figure Il 15 : Propriétés des NPo et leur utilisation potentielle dans le traitement du cancer. Une ou plusieurs de ces techniques
pourraient étre utilisées.
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Cependant, nombreux sont les parameétres qui influent sur I'effet radiosensibilisateur (chapitre 11.A.2)
et la multiplicité des conditions au sein de la littérature rend la synthése des résultats et la compréhension du
phénomeéne difficile en vue d’une optimisation de la radiothérapie. En effet, le contraste est frappant entre le
corps de données existant dans la recherche fondamentale et la rareté des données provenant de tests
cliniques. Il est donc trés important aujourd’hui de mieux comprendre les mécanismes qui régissent le
phénomeéne de radiosensibilisation. Une étude systématique et quantitative afin de comprendre I'impact des

différents parametres influents est nécessaire.

Ce travail de these avait pour but de quantifier les especes radicalaires produites en présence de NPo
afin d’identifier les conditions et parameétres optimum pour la radiosensibilisation. La premiere partie du
prochain chapitre porte sur I’élaboration et la caractérisation de différentes NPo. Un point remarquable de ce
travail est que nous avons multiplié des méthodes de caractérisation complémentaires de sorte a obtenir une
description fine des nano-objets utilisés. Une caractérisation compléte de ces objets a été effectuée en termes
de taille et morphologie, de chimie de surface, de comportement en suspension et de stabilité dans le temps
et sera présentée. Nous nous intéresserons ensuite a la quantification des espéces réactives potentiellement
a I'origine de I'effet radiosensibilisateur (radicaux hydroxyle et électrons) en présence de NPo soumises a un
rayonnement ionisant. La suite de ce travail s’est donc focalisée sur la mise en place d’un protocole de dosage
de ces espéces en présence de NPo. L’adaptation du dosage du radical hydroxyle par la coumarine proposé
par Louit et al. [Louit, 2005] sera particulierement développée. Par la suite, nous présenterons le dosage des
radicaux hydroxyle puis des électrons en présence de NPo. Ces quantifications nous ont permis d’explorer
différents parametres influant sur l'effet radiosensibilisateur tels que I'énergie des photons ou la
concentration et la fonctionnalisation des NPo. Enfin, le potentiel radiosensibilisateur des objets synthétisés
et caractérisés sera discuté. La dégradation de molécules isolées telles que des plasmides d’ADN ayant été
quantifiée par gel d’électrophorese, elle pourra étre corrélée a la production de radicaux hydroxyle

précédemment mise en évidence.
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IIl.  Résultats

A. Synthese et caractérisation de nanoparticules d’or non fonctionnalisées

1. Elaboration de nanoparticules d’or non fonctionnalisées

Parmi les nombreuses synthéses possibles pour |'élaboration de NPo, notre choix s’est porté sur la
méthode de Turkevitch. En effet, cette méthode offre la possibilité d’une synthése de NPo sphériques,
présentant une distribution de taille étroite avec une concentration relativement forte. De plus c’est une
synthése reproductible, rapide et facile a mettre en ceuvre. Au cours de ce travail, de nombreuses synthéeses
ont été réalisées et plus d’'une vingtaine de lots de NPo différents ont été utilisés pour les expériences. Nous
avons porté un intérét tout particulier a la caractérisation des NPo. Comme, la maitrise des parametres de la
synthése n’est pas triviale (partie 11.B.4.), chaque synthése a fait I'objet d’une caractérisation poussée en
terme de taille, de charge, de concentration et de recouvrement afin d’assurer la fiabilité et la reproductibilité
des résultats. Ainsi, de nombreuses techniques d’analyse complémentaires ont été utilisées pour assurer une
description fine de ces nano-objets (Figure 11l 12) et ont été croisées de facon a donner une vue plus compléte
des propriétés physico-chimiques des nano-objets. L’ensemble des résultats présentés ci-apres constitue une

moyenne de tous les lots de NPo synthétisés dans ce travail.

2. Caractérisation du coeur d’'or

Notre premiere préoccupation était de caractériser trés précisément les synthéses de NPo. La taille du
cceur d’or de la nanoparticule est une information cruciale. En effet, elle donne également accés a la
concentration des NPo. Le diametre des NPo a donc soigneusement été déterminé par microscopie
électronique a transmission (MET). Un cliché de NPo est présenté Figure lll 1 et révele des nanoparticules

essentiellement sphériques et monodisperses.
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Figure Ill 1 : Cliché de microscopie électronique et distribution de NPo non fonctionnalisées. Les clichés ont été enregistrés avec un
grossissement x 40 000 a 120 kV.
L'analyse des objets en MET a été effectuée manuellement. En effet les nanoparticules n’étant pas
parfaitement sphériques, une mesure manuelle est plus précise qu’une mesure automatique. Aussi, la mesure
manuelle d’'un minimum de 300 objets par lot de NPo a permis de déterminer un diamétre moyen de 32,4 +
4,1 nm (Table 1l 3 en fin de partie). Bien sir, parmi les nombreuses synthéeses réalisées certaines possédaient
des tailles différentes, elles ont par conséquent été écartées pour la réalisation de ce travail. Il est a noter
gu’une caractérisation précise de la taille donne accés a une détermination précise du coefficient d’extinction
molaire associé et ainsi a une mesure précise de la concentration des solutions via la spectroscopie

d’absorption UV-visible.

La longueur d’onde de résonance plasmonique dépend de différents parametres comme la nature du
métal, la taille et la forme de la particule, les propriétés diélectriques du substrat et du milieu environnant et
les interactions inter-particules. Il est alors possible en faisant varier ces paramétres de balayer toutes les
longueurs d’onde du domaine du visible, voire méme de déplacer la résonance plasmonique dans le proche
infrarouge. Comme nous I'avons vu dans la partie 11.B.1.b, la spectroscopie UV-visible nous donne accés a une
estimation de la taille des NPo, a leur concentration et enfin a une vérification de la qualité de la synthése
(état d’agrégation, monodispersité). En premier lieu, la position de la bande plasmon dépend de la taille des
NPo. En effet, la théorie de Mie prévoit une augmentation de la longueur d’onde d’absorption correspondant
a la bande plasmon avec la taille des nanoparticules. Ce phénomene a été reporté par plusieurs équipes dans
la littérature. Aussi nous avons tracé, Figure Ill 2, la position du maximum d’absorption en fonction du

diametre des NPo pour différents travaux.
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Figure lll 2 : Relation entre le diametre des NPo et la longueur d’onde de résonance plasmonique. Différents travaux de la littérature

et nos mesures sont superposés sur le graphe [Brun, 2009a; Gilles, in preparation; He, 2005; Link, 1999b,; Nath, 2004].

Les résultats montrent que nos points expérimentaux sont en bon accord avec d’autres travaux de la
littérature [Brun, 2009a; He, 2005; Link, 1999a; Nath, 2004]. Nous constatons également une relation linéaire

entre le maximum de la bande plasmon des nanoparticules d’or et leur diamétre entre 0 et 100 nm.

La spectroscopie UV-visible est une technique moins précise que la MET en ce qui concerne la
détermination de la taille des nanoparticules. Cependant, c’est une technique moins colteuse et plus facile
d’acces, elle reste donc une technique de choix pour estimer la taille apres une nouvelle synthese, ou effectuer
un suivi temporel (taille, état d’agrégation). L’utilisation de la spectroscopie a des fins quantitatives sera

développée dans la partie 1I.A.5.

3. Caractérisation du recouvrement

a. Diffusion dynamique de la lumiére

La mise en place de cette technique nécessite un protocole rigoureux afin d’obtenir des mesures fiables
et reproductibles. Cette préoccupation a fait I'objet d’un travail précédent [Gilles, 2012] dans lequel de
nombreux parametres ont été testés et optimisés (concentration de I’échantillon, position de la lentille de
détection, etc...). Ainsi, nous avons réalisé ces mesures sur des échantillons de NPo a 0,8 nM dans des cuves
de 100 pL. La position de la lentille de détection a été fixée a 4,65 mm de sorte que la mesure soit effectuée

au centre de la cuve afin de limiter les effets de bords. Enfin, I'atténuation du faisceau laser a été configurée



en mode automatique. Trois séries d’'une vingtaine de mesures ont été effectuées par échantillon et chaque

échantillon a été analysé un minimum de 2 fois.

DLS
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Figure Ill 3 : Schématisation du diameétre hydrodynamique et des mesures faites en MET et en DLS.

La DLS est une technique complémentaire de la MET et de la spectroscopie d’absorption UV-visible qui
donne acces au diameétre hydrodynamique. Le diameétre hydrodynamique comprend a la fois le cceur d’or mais
également la couche de solvatation de la nanoparticule ainsi que son recouvrement. Par conséquent, le
diametre mesuré en DLS est plus grand que celui mesuré en MET (Figure Ill 3, Table Il 3). Pour des NPo non
fonctionnalisées, I'analyse DLS donne une mesure de 43,0 + 2,8 nm. Comparativement, la mesure en MET
donnait une valeur de 32,4 + 4,1 nm, soit une différence d’une dizaine de nm (moyennes sur 28 lots de NPo).
Cette différence observée entre les deux types d’analyses constitue une mesure de la couche de solvatation
des NPo. Bien que les NPo soient rigoureusement lavées apres synthése, cette couche de solvatation peut
également contenir des molécules de citrate et/ou d’acétone dicarboxylate résiduelles de la syntheése. Il serait

donc intéressant de quantifier cette éventuelle quantité de citrate résiduelle.

b. FTIR

De fagon a obtenir des informations quantitatives concernant la quantité de citrate résiduelle en surface
des NPo aprés lavages, ou, plus généralement le nombre de ligands greffés aprés fonctionnalisation, la
spectroscopie infrarouge FTIR a été utilisée [Daniel, 2014; Zhou, 2010]. Cette technique quantitative exploite
le fait que les molécules possedent des fréquences de vibrations spécifiques. Nous nous sommes intéressés
aux modes d’étirements vc-o des ions carboxylates, puisque c’est une des vibrations les plus intenses en
infrarouge, dont le maximum est détecté aux alentours de 1570 cm™. Le nombre de molécules de citrate
présent en surface des NPo a été établi en comparant les intensités des spectres infrarouge des NPo et ceux
d’une gamme étalon réalisée avec des solutions de citrate de concentrations croissantes enregistrée dans les
mémes conditions (Figure Ill 4). La gamme de concentrations de la courbe d’étalonnage utilisée variait entre

100 uM et 38,8 mM de citrate. Une concentration minimale de 100 uM détectable et quantifiable en FTIR a
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été identifiée. Par ailleurs, le spectre enregistré pour une concentration de 45 nM en NPo n’a donné lieu a
aucun signal caractéristique des molécules de citrate. Cela représente moins de 2000 molécules de citrates
qui pourraient rester en surface des NPo aprés lavage. Cette valeur est petite compte tenu de la surface des
NPo qui est de 3217 nm? pour un diamétre de 32 nm. Par ailleurs, cette valeur est cohérente avec celle obtenue
par Rostek et al. par analyse élémentaire [Rostek, 2011]. En effet pour des NPo non lavées, I'analyse
élémentaire a révélé 3,1 molécules de citrate par nm? soit environ 10000 molécules de citrate pour des NPo

de 32 nm de diametre. Ceci nous assure de I'efficacité des lavages effectués.
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Figure lll 4 : A gauche: Spectres FTIR des NPo non-fonctionnalisées et de la gamme de calibration. Les valeurs d’absorbance obtenues
ont été soumises a un déplacement arbitraire sur I’axe des ordonnées. A droite: courbe de calibration correspondante (a droite) entre
100 uM et 38,8 mM pour le pic a 1570 cm™

4. Caractérisation de la charge des nanoparticules d’or

La mesure du potentiel zéta a été effectuée pour chaque type de NPo dans I'eau (Table Ill 3). Pour des
NPo non fonctionnalisées, une valeur de - 53 + 5 mV est obtenue en accord avec les valeurs publiées dans la
littérature [Doane, 2012]. Cette charge négative obtenue peut étre due aux anions carboxylate résiduels en
surface des NPo [Sandroff, 1985; Thompson, 1992; Weitz, 1985], ou bien a la dissociation du dioxygene en
surface des NPo donnant lieu a Au-O [Pfeiffer, 2014]. Notons ici que le pH de toutes les solutions de NPo a

été mesuré et est égal a 4,5, la présence d’ions carboxylate est donc tout a fait plausible.
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5. Détermination de la concentration en nanoparticules d’or

Afin de travailler de maniere quantitative, il est essentiel de connaitre précisement la concentration de
nos solutions de nanoparticules. Usuellement au laboratoire, la concentration en nanoparticules est

déterminée par absorption UV-visible et application de la loi de Beer Lambert.

La Figure lll 5 représente les valeurs du logarithme des coefficients d’absorption molaire répertoriés dans la

littérature en fonction du logarithme du volume des nanoparticules d’or.
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Figure Il 5 : Dépendance du logarithme du coefficient d’absorption molaire des NPo en fonction du logarithme de leurs volumes.
Cette figure regroupe différents travaux de la littérature [Link, 1999a; Tournebize, 2010].

Ce graphe nous permet d’extraire la relation entre la taille des nanoparticules et leur coefficient d’absorption
molaire. Aussi pour des nanoparticules de 32 nm de diametre, le coefficient d’extinction molaire

correspondant est de 3,9 x 10° Mt.cm™.

Dans cette premiere partie, nous nous sommes attachés a la caractérisation des NPo non

fonctionnalisées. Nous allons a présent développer la caractérisation des NPo fonctionnalisées.
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B. Caractérisation de nanoparticules d’or fonctionnalisées

1. Fonctionnalisation de nanoparticules d’or

Les applications thérapeutiques des NPo ne peuvent étre envisagées que si les nano-objets sont
fonctionnalisés. En effet, il est souvent nécessaire d’assurer leur stabilité en milieu biologique, pour les rendre
furtives, les adresser a la tumeur ou encore afin de les utiliser comme vecteurs de médicaments. La réalisation
d'une étude quantitative et fiable nécessite la préparation de plusieurs types de NPo dont la concentration et
la fonctionnalisation sont bien définie. Dans cette étude nous souhaitons, entre autres, quantifier I'impact de
la fonctionnalisation sur I'effet radiosensiblisateur en dosant les especes radicalaires produites en présence
de NPo. Pour ce faire, nous avons synthétisé six types de nano-objets: les NPo non-fonctionnalisées
précédemment décrites et établies comme référence, deux NPo fonctionnalisées avec du PEG (Figure Il 6) de
poids moléculaires 1000 et 4000 g.mol™ (NPo@PEG1000 et NPO@PEGa000), deux NPo fonctionnalisées avec un
PEG thiolé de masse moléculaire 3500 g.mol? et deux terminaisons différentes (NPO@PEGss0-NH; et

NPo@PEG3500-COOH), un type de NPo revétu d’albumine sérique humaine (NPo@HSA).

0 H
n

Figure Ill 6 : Formule chimique du polyéthyléne glycol (PEG). n représente le nombre de monomeres.

En vue d’améliorer le temps de vie des NPo au sein du systeme de circulation sanguine, le PEG est de loin la
fonctionnalisation la plus utilisée [Jokerst, 2011]. De plus, compte tenu de la force d’interaction entre le soufre
et I'or, les PEG thiolés sont souvent choisis comme ligands. Néanmoins, les thiols sont connus pour étre de
bons capteurs de radicaux hydroxyle. Aussi, nous avons comparé dans notre étude, les NPo fonctionnalisées
avec des PEG non thiolés et des PEG thiolés. Nous avons également varié la charge globale des nanoparticules :
les PEG1000 €t PEGao00, Neutres ne devraient pas apporter de charge supplémentaire aux nanoparticules. Dans
le cas des HS-PEG3500-COOH, une charge négative due a la présence d’anions carboxylate ou une forme neutre
pourraient étre observées en fonction du pH des solutions. Les HS-PEGssoo-NH; devraient quant a eux apporter
une charge positive aux NPo. En résumé, nous avons choisi un panel de ligands de type PEG avec trois masses
moléculaires, deux types de greffage et des charges différentes. Nous avons également choisi un ligand de
type protéique : la HSA. Il s’agit de la protéine la plus abondante dans le plasma sanguin, puisqu’elle représente
plus de 50% des protéines qui le composent. Lorsqu’une nanoparticule est introduite dans un fluide

biologique, elle se recouvre alors d’'une couronne de protéines contenant notamment de la HSA



[Dobrovolskaia, 2009]. La HSA a ainsi été choisie comme une fonctionnalisation d’intérét dans cette étude, en

effet, elle nous permet de mimer le milieu de culture cellulaire.

2. Caractérisation du recouvrement

Comme précédemment décrit, le diametre des NPo a soigneusement été déterminé par MET et un cliché
de NPo@S-PEGss0-NH; est présenté Figure Il 7. L'analyse d’'un minimum de 300 objets par lot de NPo a
conduit a des diametres moyens compris entre 31,2 + 3,6 nm pour les NPo@S-PEG3500-COOH et 33,3 +4,9 nm
pour les NPo@ S-PEGsspo- NH3, les NPo non fonctionnalisées ayant un diametre de 32,4 + 4,1 nm (Table il 3).
Dans la suite de ce travail, nous considérerons donc que tous les types de NPo synthétisés possedent la méme

taille de cceur d’or avec des distributions comparables.

NPo @S-PEG;s49-NH,
33.3+£4.9nm
50
404
30 / 1
20 [
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0 ==l 1 1] . ‘ —
10 20 30 40 50

Diameétre des NPo (nm)

Figure 11l 7 : Cliché de microscopie électronique et distribution de NPo fonctionnalisées avec du HS-PEG3s00-NH.. Les clichés ont été
enregistrés avec un grossissement x 40 000 a 120 kV.

a. Spectroscopie UV-visible

Les spectres UV-visible des NPo présentent une bande plasmon bien définie
avec un maximum a 531 nm dans le cas des NPo non-fonctionnalisées. La position de la résonance
plasmonique est en accord avec un diamétre d’environ 32 nm. Sans surprise, lorsque I'on fonctionnalise, on
observe un effet batochrome [Ghosh, 2004; Mulvaney, 1996], soit un décalage de la bande plasmon vers les
hautes longueurs d’onde (Figure Ill 8, Table Ill 3). En effet, la résonance plasmonique dépend de
I’environnement des NPo, elle est affectée par les interactions avec la surface d’or. Par exemple, pour les
NPo@HSA, un déplacement vers le bleu de 6 nm est observé en accord avec la littérature [Goy-Lopez, 2012].

Pour les NPo@S-PEGsseo, le déplacement batochrome est particulierement notable avec une longueur d’onde
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plasmon de 535 nm, probablement en raison de la forte interaction entre la fonction thiol et la surface d’or
[Daniel, 2003; Hakkinen, 2012]. Ces déplacements caractéristiques nous donnent une indication confirmant la
fonctionnalisation des NPo. Cependant, nous souhaitons avoir accés a |'épaisseur du recouvrement et a la

quantité de ligands greffés: nous avons donc réalisé des analyses en DLS et FTIR.

——NPo
NPo@PEG

——NPo@5-PEG

—NPo@HSA

Absorbance

400 450 500 550 600 650 700 750 800 850
Longueur d'onde (nm)

Figure Ill 8: Spectres d’absorption UV-visible normalisés des nanoparticules fonctionnalisées. Les spectres des NPo@PEG1000 et des
NPo@PEG4000 (NPo@PEG) d’une part et des NPo@S-PEG3500-NH2 et NPo@S-PEG3500-COOH (NPo@S-PEG) d’autre part sont
identiques.

b. Diffusion dynamique de la lumiére

Les résultats présentés dans la Table Il 1 donnent les valeurs des diametres hydrodynamiques obtenus
par mesure DLS pour tous les types de NPo fonctionnalisées. Le diametre hydrodynamique comprenant a la
fois le diametre de la nanoparticule mais également sa fonctionnalisation et sa couche de solvatation, les
différences observées entre les diamétres hydrodynamiques des NPo non-fonctionnalisées et fonctionnalisées
fournissent une mesure de I'épaisseur des recouvrements. Cette derniere varie entre environ 2 nm pour les

NPo@PEGig00 €t 12 nm pour les NPo@S-PEG3so-NH> (Table 111 1).

NPo  |NPO@PEGipy| NPO@PEG,y | NPO@S-PEGss,-NH, |NPO@S-PEGs50,-COOH | NPO@HSA

Diametre 430+28 | 476+39 468+27 666+ 05 616+17 589425
hydrodynamique (nm)
Epaisseur du
0 23+29 19+29 11,8+ 05 93+03 8+07
recouvrement (nm)

Table lll 1 : Diamétres hydrodynamiques et épaisseurs des recouvrements des NPo fonctionnalisées.



Ces données donnent confirment la fonctionnalisation effective des NPo et seront corrélées a celles
obtenues par les autres techniques de caractérisation dans le chapitre 111.B.4. afin de donner une vision précise

d’ensemble des caractéristiques des nanoparticules synthétisées.

c. FTIR

Pour des NPo fonctionnalisées, il était essentiel de s’intéresser a la quantité de ligands constituant le
recouvrement de chaque type de NPo. Comme précédemment pour |'estimation de la quantité de citrate
résiduelle en surface des NPo, la spectroscopie infrarouge FTIR a été utilisée pour déterminer le nombre de
ligands présents a la surface des NPo. Pour cette étude, quel que soit le ligand, nous nous sommes focalisés
sur la région caractéristique des modes d’étirements des C-H alkyles vcus et venz entre 2750 et 3000 cm™. Nous
avons utilisé des gammes d’étalonnage de concentrations comprises entre 0,125 et 2 mM pour tous les PEG
et entre 15 et 50 uM pour la HSA. Dans la Figure Il 9 sont représentés a titre d’exemple les résultats obtenus
pour les NPo@S-PEGsse-NH.. A noter que pour les nanoparticules PEGylées, une quantification
complémentaire a été effectuée avec les modes d’étirements des groupes éther vc.o entre 1000 et 1200 cm™?

(avec un maximum a 1113 cm?). Les deux analyses sont cohérentes.
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Figure 11l 9 : Quantification par spectroscopie infrarouge du nombre de ligands HS-PEG3s00-NH,. Gauche: Spectres FTIR des NPo@S5-
PEG3s00-NH; et spectres de la gamme de calibration. Droite: Courbe de calibration correspondante (a droite) entre 0,25 et 2 mM. Les
valeurs d’absorbance obtenues ont été soumises a un déplacement arbitraire sur I'axe des ordonnées.
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NPO@PEG,4, | NPO@PEG,45 | NPO@S-PEG3s00-NH, | NPO@S-PEG3500-COOH |  NPO@HSA

Nombre de ligands

par NPo 8940 + 1560 6240 + 110 57300 + 7770 20100 + 820 1400 + 440

Table 11l 2 : Nombre de ligands par NPo déterminé par spectroscopie FTIR. Les valeurs données sont les moyennes et écarts types de 3
expériences indépendantes.

Ces analyses nous permettent d’estimer assez précisément le nombre de ligands par NPo qui sont répertoriés
dans la Table Ill 2. Les résultats montrent que le nombre de molécules de PEG1o00 et PEGaogo a la surface des
NPo sont comparables. Nous constatons par contre la grande différence des nombres de molécules greffées
a la surface des NPO@PEG et des NPo@S-PEG. En effet, on compte trois fois plus de HS-PEG3500-COOH et prés
de dix fois plus de HS-PEGssoo-NH; que de PEGaoe. Concernant les NPo@HSA, environ 1400 protéines par
nanoparticule sont dénombrées. Compte tenu de ces chiffres et de I'épaisseur du recouvrement, nous
sommes en mesure de calculer le nombre de molécules ou d’atomes par unité de surface des NPo ou de
volume de la couronne de fonctionnalisation, et donc d’extraire une densité atomique et moléculaire (Table

ns3).

d. Zétamétrie

La mesure du potentiel zéta a été effectuée pour chaque type de NPo fonctionnalisée et les valeurs
moyennes obtenues pour toutes les synthéses sont reportées Table lll 3. Moyennant les barres d’erreurs, les
valeurs de potentiels zéta obtenues sont trés similaires, que les NPo soient fonctionnalisées ou non (en
moyenne -50 mV), hormis pour les NPo@S-PEGss00-NH>. En effet, la valeur du potentiel zéta pour ce type de
NPo est positive et égalea 17 £ 10 mV en raison des charges positives apportées par le groupement fonctionnel
NHs* en solution aqueuse a pH 4,5. Cette mesure positive nous permet encore de confirmer la
fonctionnalisation des NPo et confirme I'ancrage du HS-PEGssoo-NH, a la surface des NPo réalisé
majoritairement via les soufres. Autrement dit, la position extérieure des groupements amines est favorisée

comme attendu en réalisant notre synthese a 4°C [Xia, 2012].

3. Détermination de la concentration en nanoparticules d’or

De maniére a réaliser une étude quantitative, la détermination précise de la concentration en NPo est
nécessaire. Si la connaissance du coefficient d’absorption molaire par la littérature et la loi de Beer Lambert

nous permettent de déterminer quotidiennement la concentration d’échantillons de NPo non
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fonctionnalisées, ce coefficient demeure inconnu pour tous les autres types de nanoparticules synthétisées. Il
nous était donc nécessaire de vérifier si la fonctionnalisation des nanoparticules d’or modifie cette valeur.
Pour cela, nous avons quantifié la teneur en or de chaque type de nanoparticules. D’aprés les travaux de
Tournebize et al. [Tournebize, 2010], nous avons dosé le nombre d’atomes d’or présents dans chaque type de
nanoparticules et nous I'avons comparé au nombre d’atomes d’or attendus par le calcul en utilisant le

coefficient d’absorption molaire des NPo non fonctionnalisées.

Nous avons calculé le nombre moyen d'atomes d'or attendu (Na.«t) d’apres I'équation :
Nyt = [NPo] x Na x 59 x% mr3 X Vyp,  équation il 1

Avec [NPo] la concentration en NPo en mol.L?, Na le nombre d’Avogadro (6,02 x 102 mol?), 59 le nombre
d’atomes d’or par nm?3 [Kittel, 1996], r le rayon moyen des NPo déterminé par MET en nm et Vip, le volume

de nanoparticules concentrées utilisé pour le dosage en L.

Enfin, le nombre d'atomes d'or dosés (N) est calculé par comparaison avec une courbe d'étalonnage obtenue
par dosage de solutions étalon de KAuCla. Si Nat: et N sont les mémes, le coefficient d’absorption molaire est
le méme pour tous les types de NPo. Nous avons donc réalisé cette expérience pour tous les types de NPo

fonctionnalisées.

1,00E+17 - ® NPo

® NPo@S-PEG3500-NH2 ° y =X
O NPo@S-PEG3500-COOH
8,00E+16 - NPo@PEG1000
NPo@PEG4000 $
® NPo@HSA

6,00E+16

4,00E+16

N atomes d'or dosés

2,00E+16

0,00E+00 T T T T 1
0,00E+00 2,00E+16 4,00E+16 6,00E+16 8,00E+16 1,00E+17

N atomes d'or attendus

Figure 1l 10 : Détermination du nombre d’atomes d’or dosés en fonction du nombre d’atomes attendus pour chaque type de NPo
fonctionnalisées.
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Les valeurs des nombres d’atomes d’or dosés et attendus sont similaires. En effet, la Figure Ill 10 montre que
les points se répartissent uniformément autour d’une droite de pente 1. Compte tenu de la dispersion des
points et de la précision relative du dosage, nous considérerons a I'avenir que la fonctionnalisation des NPo
n’a pas d’impact sur leur coefficient d’extinction molaire. La valeur prise en compte dans cette étude est donc
& = 3,9 x 10° L.molt.cm™ pour des nanoparticules de 32 nm de diamétre. Ce coefficient a été ajusté pour

chaque synthese en fonction de la taille précise des NPo déterminée en MET.

4. Discussion

Au cours de ce travail, nous avons synthétisé des NPo de 32 nm de diametre pour ce qui est du coeur d’or.
Nous avons ensuite fonctionnalisé ces NPo avec différents recouvrements polymériques ou protéiques. Dans
cette étude, 28 lots de NPo ont été réalisés pour les NPo non fonctionnalisées, une dizaine de lots par type de
NPo fonctionnalisées. Nous nous sommes assurés, tout au long de ce travail, de la reproductibilité et de la
gualité de nos syntheses. En effet, les valeurs indiquées correspondent aux moyennes et écarts types de tous

ces lots.

Les molécules de PEGion et de PEGagno possedent respectivement 22 et 88 monomeres dans leur chaine
polymérique. Cependant I'épaisseur de leurs recouvrements est identique, d'environ 2 nm d’apres les mesures
de DLS. A partir des expériences de spectroscopie infrarouge, nous avons déterminé le nombre de molécules
de PEG par nanoparticule (Table Ill 3), respectivement 8940 et 6240 molécules pour les PEG1go0 €t PEGago0. On
peut donc conclure que la fonctionnalisation par le PEGaoo est prés de quatre fois plus dense que celle du
PEG1000 avec des densités atomiques respectives de 365 et 107 atomes.nm=. En ce qui concerne les NPo@S5-
PEG, I'épaisseur du recouvrement est plus grande que celle obtenue dans les cas des NPo@PEG. Ces valeurs
d’épaisseur déterminées en DLS sont respectivement de 11,8 et 9,3 nm pour les NPo@S-PEG3s00-NH; et
NPo@S-PEG3s00-COOH en accord avec la littérature [Rahme, 2013; Walkey, 2011]. Ces mesures suggérent ainsi
un greffage de type brush (Figure 11l 11) car la longueur de la chaine polymérique (PEGssao) est de I'ordre de
grandeur de I'épaisseur du recouvrement. Compte tenu de I'épaisseur du recouvrement de 2 nm, les PEGao0o
adoptent probablement un greffage de type mushroom (Figure 11 11) a la surface des NPo. C'est également le
cas pour les PEG1g00 dont I’épaisseur du recouvrement est en accord avec un rayon de Flory* de 2,2 nm [Jokerst,

2011].

4 Le rayon de Flory est le rayon minimal d’une sphére dans laquelle le polymére libre en solution peut étre contenu.
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Figure 111 11 : Schéma des greffages de ligands de types mushroom (a gauche) et brush (a droite).

La densité de greffage des NPo@S-PEG3s00-NH; est deux fois plus grande que celle des NPo@S-PEG3sgo-
COOH. Ainsi le groupement terminal a une influence sur la densité de greffage a la surface des nanoparticules
comme déja reporté par d’autres équipes [Maus, 2009]. Au départ, nous souhaitions comparer I'impact de la
charge du recouvrement en étudiant les NPo@S-PEGssoo-NH; qui sont chargées positivement et les NPo@S-
PEG3s500-COOH chargées négativement. Cependant, la fonction terminale du PEG influe sur la densité du
recouvrement et ne nous permettront donc pas de quantifier I'impact de la charge des NPo dans la suite de

cette étude.

Concernant le diamétre hydrodynamique obtenu pour les NPo@HSA, la valeur obtenue de 58,9 + 2,5 nm
correspond a une épaisseur de revétement de 8 nm (Table Il 3). Ce résultat est en accord avec les travaux de
Khan et al. qui ont reporté une augmentation du diametre de 18 nm pour des NPo citrate de 40 nm
fonctionnalisées avec de la HSA [Khan, 2013]. Nos mesures en spectroscopie infrarouge nous permettent
d’estimer le nombre de HSA par NPo a 1400 + 440. Ce résultat est en accord avec I'étude de Goy-Lépez et al.
qui ont déterminé par titration calorimétrique isotherme (ITC) un nombre de 1279 + 478 HSA par NPo pour
des nanoparticules de 40 nm de diamétre [Goy-Ldpez, 2012]. D’apres le calcul du volume du recouvrement et
du nombre de protéines, nous pouvons calculer un volume occupé par chaque protéine de 47 nm3a la surface
des NPo. Sur la base de la structure de la HSA publiée par He et al. [He, 1992], cette valeur est deux fois plus
petite que le volume de la HSA libre en solution, ce qui suggére que la structure des protéines pourraient étre
modifiée a la surface des NPo comme reporté pour d’autres protéines [Deng, 2011]. Cela est corroboré par
nos spectres infrarouge qui présentent une nouvelle bande amide 14 1600 cm™, témoignant d’un changement
de la structure secondaire de la HSA lors de son interaction avec les NPo, en accord avec les observations de

Goy-Lépez et al. [Goy-Ldpez, 2012].

Ci-apres, la Figure Il 12 illustre les différentes techniques complémentaires utilisées et la Table Il 3

rassemble toutes les données obtenues lors de la caractérisation des NPo.
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Figure Il 12 : Récapitulatif des différentes techniques utilisées pour la caractérisation des NPo : taille (MET, DLS), charge (potentiel
zéta), recouvrement (DLS, spectroscopie FTIR) et concentration (dosage de I’or, spectroscopie d’absorption UV-visible).

Une caractérisation aussi précise de tous les types de NPo était nécessaire a cette étude concernant
I'impact de fonctionnalisation sur la production de radicaux hydroxyle, d’électrons et également sur I'effet
radiosensibilisateur. Soulignons ici qu’il est rare de trouver une caractérisation aussi poussée dans la

littérature alors que cette derniére est préconisée [Hinterwirth, 2013].
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C. Optimisation du dosage des radicaux hydroxyle en présence de nanoparticules

d’or

Dans cette étude, nous souhaitons quantifier précisement les radicaux hydroxyle et des électrons
produits en présence de NPo. Pour ce faire, nous quantifierons le radical hydroxyle par une méthode de
dosage indirect par la coumarine que nous optimiserons en présence de NPo dans cette partie du manuscrit.
En plus des radicaux hydroxyle, nous allons également quantifier I'électron avec la méme méthode. Pour ce
faire, nous avons utilisé la conversion de I'électron en radical hydroxyle selon sa réaction avec le protoxyde

d’azote :
€ (hya) + H20 + N2O 2 HO® + HO + N> équation Il 24

En quantifiant le radical hydroxyle sous différentes atmospheéres (N, et N,O ; air et un mélange 79% N,0/21%
03), nous avons acces a la quantité d’électrons et de radicaux hydroxyle sous atmosphére inerte et oxygénée.
Au sein de cette partie C, nous insisterons sur I'ensemble des contrdles nécessaires a la validation de ce
dosage. Ensuite, les parties D et E traiteront respectivement des quantifications des radicaux hydroxyle et des
électrons. Nous étudierons alors I'impact du rayonnement (X ou gamma), l'influence de la quantité d’oxygene
en solution, ainsi que I'impact de la variation de la force ionique par ajout de faibles quantités de sel. Nous
étudierons également I'impact de la fonctionnalisation des NPo sur ces productions radicalaires. Enfin, au sein
de la partie F, nous discuterons de tous les résultats précédemment obtenus et proposerons un mécanisme

de production de ces espéces radicalaires en présence de NPo.

Le premier objectif de ce travail était d’'ordre méthodologique. En effet, il fallait d’abord d'établir un
protocole de «référence» pour la quantification du radical hydroxyle en présence de NPo. Parmi les nombreux
moyens de quantification des radicaux hydroxyle [Von Sontag, 2006], la coumarine a été choisie comme sonde
pour un dosage indirect [Foley, 2004; Louit, 2005] car elle est compatible avec les NPo. En effet, la coumarine
n’induit aucune agrégation des NPo puisqu’aucune modification de leur spectre d’absorption n’a été observée.
De plus, cette méthode offre une détection par fluorescence qui est une technique trés sensible permettant
des détections en radicaux hydroxyle jusqu’a 30 nM [Louit, 2009]. La réaction d’oxydation de la coumarine par
le radical hydroxyle se produit avec une constante de réaction k = 1,05 x 10%° L.mol.s. Elle est donc trés
rapide et limitée que par la diffusion des espéces en solution. La capture du radical hydroxyle dans une solution
de coumarine a 0,5 mM adviendra donc en T = 190 ns, soit au cours de I'étape de chimie homogéne de la

radiolyse de I'eau pour laquelle nous aurons acces a la quantité de radicaux hydroxyle.
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1. Décroissance du signal de fluorescence de la 7-hydroxycoumarine en présence de

nanoparticules

Un phénomeéne d’extinction du signal de fluorescence de la 7-hydroxycoumarine par les NPo avait déja
été observé pour la coumarine 152° [Fukushima, 2003] et la coumarine 153° [Ghosh, 2012]. Afin de réaliser
une étude quantitative, il est nécessaire de vérifier si une telle décroissance peut avoir lieu dans les conditions
de nos expériences. C'est pourquoi des échantillons de coumarine irradiée jusqu'a 160 Gy ont été incubés
apresirradiation avec 1 nM de NPo pendant différents temps. Une fois le temps d’incubation écoulé, le contact
entre les nanoparticules et la 7-hydroxycoumarine a été stoppé par ajout d’une solution de sel a 10% (m/v)
afin d’induire I'agrégation des NPo, puis les échantillons ont été centrifugés de maniére a retirer les agrégats
d’or de la solution. En effet, I'ajout de sel en solution stoppe le contact entre les NPo et la 7-hydroxycoumarine
et donc le phénoméne d’extinction de la fluorescence s’il a lieu. La Figure 111 13 décrit le signal de fluorescence
détecté a environ 450 nm apres irradiation avec des doses de 40, 80, 120 et 160 Gy, aprés différents temps
d'incubation. Pour des temps d’incubation courts (moins de 40 s), 1 nM de NPo n'induit pas de modification
de l'intensité de fluorescence. Cependant, au-dela de 40 secondes d’incubation, une diminution significative
de l'intensité de fluorescence de la 7-hydroxycoumarine est observée conduisant a un maximum de 30% de
diminution dans la gamme de temps testée. Il y a donc bien extinction du signal de fluorescence de la 7-
hydroxycoumarine en présence de NPo. Pour obtenir des mesures quantitatives, il est donc nécessaire dans
toutes les expériences ultérieures, que le temps de contact entre les NPo et la 7-hydroxycoumarine soit
inférieur a 40 s, I'agrégation des NPo a donc été induite moins de 10 secondes aprées irradiation par ajout d’'une

solution de NaCl.

5 Coumarine 152: 7-(diméthylamino)-4-(trifluorométhyl)coumarine
6 Coumarine 153: 2,3,6,7-(tetrahydro)-9-(trifluorométhyl)-1H,5H-(quinolizino(9,1-gh))coumarine
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Figure Il 13 : Influence du temps de contact entre NPo et 7-hydroxycoumarine sur le signal de fluorescence. Les incubations ont été
réalisées jusqu’a 30 min apres la mise en contact avec 1 nM de NPo. Les valeurs reportées sont les moyennes et barres d’erreur de
trois expériences indépendantes.

En présence de NPo fonctionnalisées, et ce quelle que soit la fonctionnalisation, aucune décroissance du
signal de fluorescence de la 7-hydroxycoumarine n’a été observée dans la gamme de temps et de doses
sondées. Ces résultats suggerent un role important de la surface des NPo dans ce phénomeéne de décroissance
de la fluorescence. Possiblement, a la maniere dont les NPo éteignent la fluorescence d’autres molécules
[Dulkeith, 2002; Dulkeith, 2005], des transferts d’énergie (radiatif et non-radiatif) pourraient se produire entre
la nanoparticule et la 7-hydroxycoumarine menant a la décroissance du signal de fluorescence de la 7-
hydroxycoumarine. Notons ici que, méme en I'absence de phénomene d’extinction, nous avons réalisé les

expériences dans les mémes conditions que pour des NPo non fonctionnalisées.

Nous avons également mesuré cette extinction en fonction de I'atmosphere (sous atmosphére inerte
saturée en diazote et sous atmosphere saturée en dioxygéne). Les échantillons de coumarine ont été mis a
barboter sous I'atmosphére désirée pendant 1h. Les échantillons de coumarine ont ensuite été irradiés puis
mis en contact avec les NPo et précipités par NaCl toujours sous atmosphere controlée. Les résultats obtenus
sont présentés Figure Il 14 pour des doses de 40 et 160 Gy. Sous atmosphere inerte (saturée en diazote), le
phénomeéne d’extinction de la fluorescence est visible a partir de temps d’incubation supérieurs a 40 secondes
comme sous atmosphére aérée. Au-dela de 40 secondes d’incubation, la encore une diminution significative
de l'intensité du signal de fluorescence de la 7-hydroxycoumarine est mise en évidence conduisant a un

maximum de 30% de diminution.
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Par contre, aucune modification de I'intensité du signal de fluorescence n’a été mise en évidence sous
atmosphere saturée en dioxygéne. Ce résultat est trés surprenant car, en général, I'oxygene moléculaire est
lui-méme un « quencher » tres efficace [Lakowicz, 1973a, 1973b]. Peut-étre cela suggere-t-il une interaction
particuliére entre NPo et dioxygéne analogue a un recouvrement? Ici encore, I'usage de temps d’incubation

courts (moins de 40 s), assure la stabilité du signal de fluorescence quelle que soit la dose appliquée.
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Figure lll 14 : Influence du temps de contact entre NPo et la 7-hydroxycoumarine sur le signal de fluorescence sous différentes
atmosphéres. Les incubations ont été réalisées jusqu’a 30 min apres la mise en contact avec 1 nM de NPo. Les valeurs reportées sont
les moyennes et barres d’erreurs de trois expériences indépendantes.

2. Rendements en hydroxycoumarines : régiosélectivité

a. Position du probléme

Le radical HO® attaque la coumarine pour former 6 hydroxycoumarines (3-8), la 7-hydroxycoumarine
étant le principal produit fluorescent de I'oxydation de la coumarine (Figure Il 12). Afin de valider notre
quantification en présence de nanoparticules, notre premiére préoccupation était de vérifier si Ila
guantification des radicaux hydroxyle pouvait étre réalisée de facon similaire en présence et en absence de
NPo. Pour cela, une premiere étude par chromatographie en phase liquide couplée a une détection en
absorbance a été réalisée. Nous avons comparé les profils chromatographiques des solutions irradiées de
coumarine a 0,5 mM, en présence et en I'absence de nanoparticules d'or (Figure Ill 15). L’identification des
produits d'oxydation de la coumarine au sein de nos profils HPLC a été réalisée par co-injection des standards

de coumarines oxydées.
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Figure 111 15 : Profils chromatographiques (HPLC) de 0,5 mM de coumarine irradiée (300 Gy) en présence et en I'absence de 1 nM de
NPo dans des conditions aérées.

Il apparait que les allures des profils HPLC obtenus sont similaires puisque les mémes coumarines oxydées
sont présentes dans les deux conditions avec cependant des intensités différentes (Figure 111 15). En effet, des
augmentations significatives de l'intensité des 7 et 5/8 hydroxycoumarines sont observées en présence de
nanoparticules. Par exemple, pour une dose d’irradiation de 300 Gy, la 7-hydroxycoumarine représente
respectivement 26% et 19% de toutes les hydroxycoumarines formées avec et sans NPo (Table Il 4). Ces
observations témoignent du fait que les NPo perturbent la régiosélectivité d’attaque du radical hydroxyle sur
la coumarine. Néanmoins, nous avons observé que cette régiosélectivité est indépendante de la concentration
en NPo et de la dose d’irradiation dans les gammes étudiées. Il est important de comprendre qu’une
comparaison directe entre l'intensité des signaux de la 7-hydroxycoumarine obtenus dans I'eau et a une
concentration en NPo, ne peut pas étre utilisée pour déterminer le rendement de formation du radical
hydroxyle. Cependant, la mesure de la fluorescence de la 7-hydroxycoumarine en fonction de la concentration

en nanoparticules nous permettra d'extraire la production de radicaux hydroxyle en présence de NPo.

De maniére a quantifier les électrons en solution, nous avons quantifié les radicaux hydroxyle en présence
de NPo sous différentes atmosphéres (N», N,O, air, N,O/O, 79:21, 0,). Aussi la Figure 111 16 représente I'impact

de I'atmosphére environnante sur la régiosélectivité d’hydroxylation de la coumarine en présence et en
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I"'absence de 1 nM de NPo. Outre les différences déja abordées précédemment en présence et en I'absence
de NPo, les deux conditions révelent deux types de profils : les profils en présence de dioxygene (air, N,O/O,,
0,) et les profils dans des conditions désoxygénées (N, N2O). Tous les résultats détaillés ci-aprés sont valables
en présence ou non de NPo. Tout d’abord, les résultats montrent que les profils obtenus sous atmosphéres
aérée (air) ou saturée en dioxygene (O3) sont identiques. Sous atmosphere inerte (N2, N2O), les profils sont
trés différents de ceux réalisés dans des conditions oxygénées (air, O,, NoO/O>). En effet, les rendements en
7-hydroxycoumarine représentent respectivement environ 25% et 35% de toutes les hydroxycoumarines

formées en présence et en absence de NPo (Table Il 4).

% d'hydroxycoumarine 6-OH 7-OH 5/8-OH 3-OH 4-OH
formée

Air

sans NPo 26 19 26 19 11

avec NPo 20 26 39 11 4
N;

sans NPo 17 27 16 19 21

avec NPo 16 35 31 15 3
N.O

sans NPo 28 25 17 17 13

avec NPo 19 35 23 21 3

Table 1l 4 : Pourcentages d’hydroxycoumarines formées sous différentes atmosphéres avec et sans NPo.

Les quantifications montrent également que les rendements en hydroxycoumarines sont doublés sous
atmosphere N,O comparativement a une atmosphere inerte (N2). Ces observations sont cohérentes avec le
fait que sous N0 les électrons sont convertis en HO® augmentant ainsi la quantité en radicaux hydroxyle par
rapport a celle obtenue sous atmosphere inerte. Notons que les deux chromatogrammes (N et N,O) ont des
allures tres similaires, en témoignent les proportions similaires d’hydroxycoumarines formées dans les deux
cas (Table Il 4). De la méme maniére, les profils réalisés sous air et N;O/O, sont également trés semblables,

les rendements étant a nouveau doublés sous atmosphére N,O/O, comparativement a une atmosphére aérée.
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Figure Il 16: Profils chromatographiques (HPLC) de 0,5 mM de coumarine irradiée (300 Gy) en présence de 1 nM de NPo sous

différentes atmospheres.
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Cette étude HPLC a été complétée par une quantification de la fluorescence de la 7-hydroxycoumarine
pour chaque atmosphere et a différentes doses en absence de NPo (Figure lll 17). En effet, la chromatographie
ne permettant pas une détection sensible des hydroxycoumarines entre 0 et 15 Gy, il nous fallait confirmer
les tendances observées dans la gamme de dose d’intérét pour cette étude. Ces résultats montrent que la
production de 7-hydroxycoumarine est linéaire en fonction de la dose quelle que soit I'atmosphere
considérée. La comparaison des productions de 7-hydroxycoumarine mesurées est en accord avec les
chromatogrammes précédents. En effet, sous air et sous dioxygéne les productions de 7-hydroxycoumarine
sont identiques. Lorsque I'on passe sous atmosphére de diazote, la production de 7-hydroxycoumarine est
divisée par deux. Ceci est en accord avec le mécanisme d’hydroxylation de la coumarine proposé par Louit et
al. dont une voie fait directement intervenir le dioxygene [Louit, 2005] (Figure Il 14). En supprimant le
dioxygene, la voie de formation correspondante est également supprimée, ce qui pourrait expliquer les
différentes proportions de 7-hydroxycoumarine. Ceci montre que dans cette étude, la proportion de chaque
voie mécanistique (1) et (Il) est d’environ 50%. Lorsque I'atmosphére est saturée en protoxyde d’azote, le
rendement en 7-hydroxycoumarine est doublé par rapport au rendement obtenu sous atmosphére inerte de
par la conversion des électrons en radicaux hydroxyle. De méme, sous atmosphere saturée avec 21% O, et
79% N0, la quantité de 7-hydroxycoumarine est doublée comparativement a la production sous air en accord

avec la littérature [Louit, 2005].
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Figure 11l 17 : Evolution de la concentration en 7-hydroxycoumarine en fonction de la dose sous différentes atmosphéres. La pente de
chaque droite représente le rendement en 7-hydroxycoumarine sous I’'atmosphere considérée. Les valeurs reportées sont les
moyennes et écarts types d’'un minimum de 4 expériences indépendantes.

Ainsi, ces deux études (HPCL et quantification de la fluorescence de la 7-hydroxycoumarine) montrent

gue quelle que soit I'atmosphere considérée, une différence entre la production de 7-hydroxycoumarine avec
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et sans NPo est observée. Ce résultat démontre la nécessité d’une étude en fonction de la concentration en
NPo puisqu’une comparaison directe avec et sans NPo n’est pas possible. Par ailleurs, le rendement de 7-
hydroxycoumarine étant dépendant de I'atmosphere, il sera nécessaire lors de sa conversion en rendement
de radicaux hydroxyle de tenir compte de cette différence. Enfin, nous avons également vérifié que le
rayonnement utilisé (rayons gamma ou rayons X) n’avait pas d’influence sur les proportions
d’hydroxycoumarines formées. Toujours par chromatographie HPLC nous n’avons noté aucune influence du

rayonnement sur la régiosélectivité d’attaque du radical hydroxyle sur la coumarine.

Dans la suite de cette étude, la quantification des radicaux hydroxyle sera réalisée sur différents types de
NPo fonctionnalisées. Aussi, suivant la méme démarche que précédemment, il était nécessaire de mettre en
évidence I'impact de la fonctionnalisation des NPo sur la réaction d’hydroxylation de la coumarine. La Figure
111 18 représente les profils chromatographiques de la coumarine irradiée en présence de différents types de

NPo fonctionnalisées.
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Figure Ill 18: Profils chromatographiques de 0,5 mM de coumarine irradiée (300 Gy) en présence et en I'absence de 1 nM de NPo
fonctionnalisées dans des conditions aérées.

Ces résultats montrent que les NPo, NPO@PEGioo et NPO@PEGaoo présentent des profils
chromatographiques similaires. En effet, les proportions d’hydroxycoumarines formées sont les mémes en
présence de ces trois types de NPo (Table Il 4). Cependant, les NPo@HSA présentent un profil différent, plus

proche de celui de la coumarine seule. Par ailleurs, nous avons déterminé précédemment que les NPo@HSA
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possedent un des recouvrements les plus épais (8 nm) ainsi que I'un des nombres d’atomes de recouvrement
les plus grands. Ainsi, une fonctionnalisation épaisse (NPo@HSA) conduit a un profil quasi similaire a celui de
la coumarine irradiée en I'absence de nanoparticules suggérant le role important de la surface des NPo sur la

régiosélectivité.

b. Interaction coumarine — NPo

Les profils HPLC en présence et en I'absence de NPo (Figure Ill 15) suggérent une interaction entre les
NPo et la coumarine puisque la régiosélectivité d’hydroxylation est perturbée en présence de NPo. Il est donc
nécessaire de vérifier si la coumarine s’adsorbe a la surface des NPo et si oui, en quelle quantité. La mesure
en DLS du diametre hydrodynamique des NPo en présence de quantités croissantes en coumarine ne révéle
aucune modification de ce diametre pour des concentrations de coumarine jusqu’a 0,5 mM. Si une couche de
coumarine est présente a la surface des nanoparticules, son épaisseur est alors inférieure a la limite de
détection de la technique, a savoir 1 & 2 nm. Une coumarine mesure approximativement 4,9 A par 6,8 A, soit
une surface rectangulaire d’environ 0,335 nm?. Par ailleurs, une NPo sphérique de 32 nm de diamétre posséde
une surface disponible de 3217 nm?2. Ainsi, par un simple calcul de dimensions, on pourrait adsorber & plat
environ 9600 coumarines par NPo. Ce nombre représenterait alors 2 % des coumarines dans une solution a

0,5 mM. Cela suggere que méme si la coumarine interagit, sa majeure quantité reste en solution.

Afin de mettre en évidence et de quantifier précisément la quantité de coumarine en interaction avec les
NPo, nous avons incubé de la coumarine avec deux concentrations en NPo (1 et 10 nM). Les NPo ont ensuite
été retirées de la solution par deux méthodes, la premiere par simple centrifugation, la seconde par ajout
d’une solution de sel (NaCl) qui induit une précipitation des NPo puis par centrifugation. Lors de I'ajout de sel
a la solution de NPo, la solution devient transparente et des cristaux noirs en suspension apparaissent. Les
nanoparticules précipitent rapidement témoignant de la disparition de I'état colloidal. L’analyse du surnageant
en HPLC nous a ainsi permis, par comparaison avec une gamme étalon, de déterminer le nombre de
coumarines n’interagissant pas avec les NPo et, par soustraction, le nombre de coumarines restant adsorbées

a la surface des NPo.
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Figure Il 19 : Quantification par HPLC du nombre de coumarines adsorbées a la surface d’une NPo en fonction de la concentration en
coumarine dans des solutions a 1 et 10 nM en NPo. Les données représentées correspondent aux moyennes et aux écarts types de 5
expériences indépendantes. A droite un zoom des courbes pour les concentrations en coumarine les plus basses.

Les courbes représentées Figure lll 19 montrent que plus la concentration en coumarine augmente, plus
le nombre de coumarines par NPo augmente également jusqu’a atteindre un plateau probablement d{ a une
saturation des NPo en coumarine. Les points ainsi obtenus s’ajustent avec des isothermes de Langmuir-
Freundlich’ qui sont caractéristiques de I’adsorption de molécules (la coumarine) sur une surface (ici celle des
NPo). De plus, ces résultats montrent que I'addition de sel permet de récupérer plus de coumarine qu’une
simple centrifugation. Par ailleurs, 'augmentation de la concentration en nanoparticules réduit le nombre de
coumarines adsorbées par NPo. Afin de déterminer le nombre de coumarines adsorbées par NPo dans nos
conditions d’irradiation, nous avons répété I'expérience en fixant la concentration en coumarine a 0,5 mM et

en variant la concentration en nanoparticules.

La Figure lll 20 représente les résultats obtenus lors de la détermination en HPLC du nombre de
coumarines adsorbées par NPo en fonction de la concentration en NPo. Ills montrent d'abord que quelle que
soit la concentration en NPo, une fraction de coumarine « manque » et reste donc probablement a la surface

des nanoparticules. Lorsque la concentration en NPo augmente entre 0 et 0,75 nM, le nombre de coumarines

7 Plusieurs hypothéses sont nécessaires pour I'application de ce modéle :
- Surface uniforme
- Adsorption localisée (une molécule adsorbée par site)
- Pasd’interaction entre molécules adsorbées
- Equilibre entre molécules adsorbées et molécules libres en solution
- Latempérature d’adsorption est indépendante du taux de recouvrement de la surface
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par NPo croit quasi-linéairement jusqu’a atteindre un maximum. Puis entre 0,75 et 10 nM de NPo, le nombre
de coumarines par NPo décroit avec une allure exponentielle. Ici encore, il est clair que I'addition de sel a un
effet important, car elle augmente la libération de coumarine dans le surnageant. Les résultats montrent que
le nombre maximal de coumarines adsorbées par NPo est atteint pour 1 nM de NPo, avec une valeur de 22340
+ 8000 coumarines par NPo, lorsque les NPo sont seulement centrifugées (NPo Centrifugation), et de 11934 +
4000 lorsque les NPo sont précipitées avec du sel avant centrifugation (NPo + NaCl Centrifugation). Il est a
noter en premier lieu que I'ordre de grandeur des valeurs obtenues concorde avec la valeur précédemment
calculée avec les dimensions de la coumarine. La coumarine s’adsorberait donc a la surface des NPo et il
semblerait que I'on récupeére plus de coumarine en ajoutant du sel avant centrifugation. Dans ce dernier cas,
cela représente au maximum 2,4% des 0,5 mM de la coumarine en solution. La proportion de coumarine
adsorbée est donc tres faible. En supposant que la coumarine oxydée et la coumarine ont le méme
comportement, il sera donc nécessaire par la suite d’induire I'agrégation des NPo avant centrifugation pour

récupérer un maximum d’hydroxycoumarines en solution.
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Figure 111 20 : Nombre de coumarines adsorbées a la surface d’une NPo en fonction de la concentration en NPo dans une solution a
0,5 mM en coumarine. Les données représentées correspondent aux moyennes et aux écarts types de 6 expériences indépendantes.
Les lignes représentées sont seulement des guides pour les yeux.

En conclusion, nos observations rendent compte d’une interaction entre la coumarine et les NPo.
Cependant, dans les conditions de quantification que nous expliciterons plus tard, soit une concentration en
NPo inférieure a 0,3 nM (cf partie IlIl.C.3.), cette interaction est considérée négligeable puisqu’elle

représentera au maximum 0,3% de la coumarine totale en solution. Cependant, compte tenu de nos résultats,
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la répartition de la coumarine en solution n’est pas totalement homogene. Les radicaux hydroxyle quantifiés
pourront donc provenir a la fois de la solution et, en faible proportion, de la partie adsorbée a la surface des
NPo. Ainsi, la production de radicaux hydroxyle quantifiée par cette méthode rend compte d’'un phénomene

global en solution.

Nous avons également réalisé le dosage du nombre de coumarines adsorbées a la surface de
NPo@PEGio00. Ces NPo possédent le recouvrement de plus faible densité et de plus faible épaisseur
comparativement aux autres NPo synthétisées. Les résultats n‘ont montré aucune interaction entre la
coumarine et les NPo@PEG100o (Figure 11l 20). Ainsi, lorsque I’on fonctionnalise les NPo, la totalité des HO" en
solution est quantifiée par la coumarine. Ces résultats corroborent le fait que lorsque la nanoparticule est
fortement recouverte (cas des NPo@HSA), le profil chromatographique de la coumarine irradiée obtenu en

présence de NPo est similaire a celui obtenu en I'absence de NPo (Figure Il 18).

3. Conversion du rendement de 7-hydroxycoumarine en rendement de radical hydroxyle

Comme précédemment évoqué, nous ne pouvons pas convertir directement le rendement de 7-
hydroxycoumarine en rendement de radicaux hydroxyle comme usuellement réalisé pour la coumarine en
solution. Aussi, une étude en fonction de la concentration en NPo est nécessaire afin de pouvoir obtenir le
rendement des radicaux hydroxyle. Les expériences réalisées nous donnent accés au signal de fluorescence
de la 7-hydroxycoumarine détecté a 450 nm. Ce dernier est converti en concentration en 7-hydroxycoumarine
grace a une gamme étalon réalisée a chaque expérience en présence de coumarine. En effet, la coumarine
éteint partiellement le signal de fluorescence de la 7-hydroxycoumarine. Afin de réaliser des mesures
guantitatives, cette gamme étalon doit donc étre réalisée dans les mémes conditions que nos expériences,
soit avec la méme concentration de coumarine qu’introduite en présence de NPo. La Figure Ill 21 montre la
concentration en 7-hydroxycoumarine en fonction de la dose dans I'eau pour quatre concentrations en NPo
(0,08 ;0,2 ;0,32 et 4 nM). Ce signal augmente linéairement avec la dose. La pente de la droite ainsi obtenue
représente le rendement de formation de la 7-hydroxycoumarine (Gson). Par exemple, pour 0,32 nM de
nanoparticules, Gson = 10,7 nmol.Jl. Dans les gammes de doses et de concentrations utilisées pour cette
étude, l'augmentation de la production de 7-hydroxycoumarine est linéaire avec la dose d'irradiation, cela
indique que la concentration en coumarine utilisée ne représente pas un facteur limitant. Nous vérifierons

d’ailleurs I'influence de la concentration en coumarine dans le paragraphe suivant.
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Figure 11l 21 : Concentration en 7-hydroxycoumarine en fonction de la dose pour 4 concentrations en NPo (0,08 nM ; 0,2 nM ; 0,32 nM et
4 nM) apres irradiation sous air a 17,5 keV et a 0,33 Gy.s™. Pour chaque concentration en NPo, I'expérience a été réalisée 3 fois et pour
5 doses différentes. La totalité des 15 points obtenus a été portée sur le graphe et ajustée par une droite. La pente de la droite ainsi
obtenue représente le rendement de formation de la 7-hydroxycoumarine (Gyon), I'incertitude associée a cette pente est donc I'écart
type des données.

Les pentes extraites de la Figure lll 21 sont représentées Figure Ill 22 en fonction de la concentration en NPo.
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Figure 11l 22 : Rendements en 7-hydroxycoumarine en fonction de la concentration en NPo. A gauche : le graphe complet entre 0 et 4
nM pour des NPo non fonctionnalisées. A droite : un zoom sur la premiére partie du graphe et I'ajustement de la courbe par une
droite.

Le rendement en 7-hydroxycoumarine est tracé en fonction de la concentration en NPo. La courbe obtenue a
une allure de courbe de saturation. En effet, nos résultats mettent en évidence une augmentation de la

production de 7-hydroxycoumarine linéaire avec la concentration molaire en nanoparticules jusqu'a 0,32 nM.
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Pour des concentrations plus élevées en NPo, nous observons une pente plus faible entre 0,32 et 1 nM jusqu’a
I"apparition d’'un « plateau » au-dela de 1 nM. La premiere partie de la courbe (jusqu’a 0,32 nM) est ajustée
par une droite avec le logiciel Origin® et une pondération dite « Direct Weighting » qui prend en compte
I'incertitude sur chaque pente précédemment obtenue. La pente de cet ajustement représente alors la
variation du rendement de production en 7-hydroxycoumarine en fonction de la concentration en NPo
dG7on/d[NPo] et I'incertitude associée correspond a la variation entre les pentes extrémes pouvant étre
obtenues a partir des points Gson pondérés de leurs incertitudes respectives. Pour des rayons X de 17,5 keV
sous air:

G7on = (4,6 +0,1) + (16,2 £ 0,8) x [NPo] nmol.J!

Afin de convertir le rendement de 7-hydroxycoumarine (G7on) en rendement de radicaux hydroxyle (Guo.),
nous avons utilisé le rendement de formation de 7-hydroxycoumarine (Figure lll 22) a une concentration de 0
nM en NPo (soit I’équivalent de I'eau seule). Il s’agit de I'ordonnée a I'origine de la droite citée plus haut : Gon
= 4,58 + 0,12 nmol.J%. Or, dans I'eau, pour des rayons X de 17,5 keV et aprés 1 ps, Guo. = 200 * 25 nmol.J?
[Fulford, 2001]. En supposant une efficacité de capture du radical hydroxyle par la coumarine, identique dans
I’eau et dans une solution colloidale de NPo, il est alors possible de convertir les valeurs de G7on (et leurs
incertitudes) en Guo. en les multipliant par un facteur 200 / 4,58 = 43,66. La Figure 1l 23 ainsi obtenue donne
le rendement de production des radicaux hydroxyle : Guo. = 200 + (707 + 85) x [NPo] nmol.J! avec [NPo]
donnée en nM. Cette expression est valable dans la partie linéaire de la courbe, soit entre 0 et 0,32 nM de
NPo. Il est alors possible, pour toute concentration en NPo dans cette gamme de concentrations, de
déterminer la quantité de radicaux hydroxyle produits. Par ailleurs, la valeur de la pente (ici 707 + 85)
représente |'efficacité de production en radicaux hydroxyle en fonction de la concentration en NPo. Elle est

notée dGyo./d[NPo] et exprimée en nmol.J! par nM de NPo.
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Figure 11l 23: Rendements des radicaux hydroxle en fonction de la concentration en NPo.
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Comme pour la courbe donnant le rendement de 7-hydroxycoumarine en fonction de la concentration
en NPo, celle du rendement de radicaux hydroxyle a également une allure de courbe de saturation. Pour des
NPo non fonctionnalisées, le Gpo. est déterminé pour des concentrations en NPo inférieures a 0,32 nM et le
Gho-max pour des concentrations supérieures a 1 nM. La partie plane observée a partir de 1 nM pourrait étre
due a une limitation par la coumarine. En d’autres termes, il n’y aurait plus suffisamment de coumarine pour

capter tous les radicaux hydroxyle. Cette hypothése a été considérée dans le paragraphe suivant.

4. Influence de la concentration en coumarine sur le rendement en 7-hydroxycoumarine

Nous avons étudié I'influence de la concentration des solutions de coumarine irradiées sur le rendement
en 7-hydroxycoumarine dans I'eau et sur la valeur de Guo.max afin de s’assurer que la concentration en
coumarine ne constituait pas un facteur limitant dans notre étude. Pour ce faire, pour chaque concentration
en coumarine, nous avons irradié des solutions de NPo dans une gamme de 0 a 4 nM et nous avons déterminé,
dans un premier temps, les rendements en 7-hydroxycoumarine en présence de NPo entre 0 et 0,32 nM. Les

résultats obtenus sont illustrés Figure Il 24.
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Figure Ill 24 : Comparaison des rendements en 7-hydroxycoumarine en présence et en I'absence de NPo en fonction de la
concentration en coumarine. En I'absence de NPo, les valeurs reportées sont les moyennes et écarts-types d’un minimum de 3
expériences indépendantes. En présence de NPo, les valeurs reportées représentent les pentes obtenues pour les courbes Gyon €n
fonction de la concentration en NPo entre 0 et 0,32 nM. Les barres d’erreurs associées représentent les pentes extrémes obtenues.
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Pour une concentration de coumarine seule de 0 a 1 mM, G;on est constant suivi par une augmentation
avec la concentration en coumarine entre 1 et 2 mM. Or le rendement des radicaux hydroxyle est constant
(Gho- = 200 nmol.J?) quelle que soit la concentration initiale en coumarine. Cette variation refléte donc le fait
gue pour une concentration en coumarine supérieure a 1 mM, le rendement de formation de 7-
hydroxycoumarine varie. Il est d’environ 2% entre 0 et 1 mM en coumarine puis augmente jusqu’a 4,9% pour
2 mM de coumarine. L'ordre de grandeur de ces valeurs est en accord avec la littérature, puisque des
rendements de formation de 7-hydoxycoumarine par la coumarine de quelques pourcents ont été reportés
[Ashawa, 1979; Louit, 2005]. Une hypothése possible pour expliquer la tendance observée est basée sur la
recombinaison du radical hydroxyle. Le taux de recombinaison dépend essentiellement de la localisation
relative des HO". Plus les HO® sont présents en forte concentration a un endroit, plus la probabilité qu’ils se
recombinent est grande. On peut donc supposer qu’a partir d’une certaine valeur (en I'occurrence 1 mM), la
concentration croissante en coumarine augmente la probabilité de réaction entre la coumarine et HO®. Par
ailleurs, lorsque la concentration en coumarine augmente, le temps de capture du radical hydroxyle par la
coumarine est plus faible (t=95 nsa 1 mM en coumarine). La capture intervient alors plus t6t dans le processus
radiolytique. De cette maniere la quantité de radicaux hydroxyle dosée peut augmenter avec la quantité de

capteur.

Comparons maintenant l'influence de la concentration en coumarine sur le rendement en 7-
hydroxycoumarine en présence de NPo. D’aprés la Figure Ill 24, les tendances avec et sans NPo sont
identiques en effet dGsou/d[NPo0] est constant quelle que soit la concentration en coumarine entre 0 et 1 mM.
Au-dela de 1 mM, le rendement de formation de 7-hydroxycoumarine augmente également dans les mémes

proportions qu’en absence de NPo.

Par ailleurs, les valeurs de Gho.max ¢’est-a-dire pour une concentration de NPo supérieure a 1 nM suivent
cette méme tendance. Ainsi, dans les conditions de nos expériences, la concentration en coumarine ne
constitue pas un facteur limitant pour la quantification des radicaux hydroxyle et donc des valeurs de Guo. et

de Gho-max. Il est donc possible de doser les radicaux hydroxyle produits avec 0,5 mM de coumarine en solution.

5. Effet Cerenkov

Afin d’assurer la fiabilité du dosage des radicaux hydroxyle sous rayonnement gamma, nous souhaitions
vérifier que I'effet Cerenkov n’induit pas une oxydation de la coumarine dans nos conditions expérimentales.
Cet effet étant plus fort avec des rayons gamma qu’avec des rayons X, il pourrait impacter la production de

radicaux hydroxyle dans ce cas. L’effet Cerenkov est 'analogue du mur du son dans le cas d’ondes lumineuses.



Des électrons tres rapides peuvent avoir une vitesse supérieure a la vitesse de la lumiére dans le milieu
considéré. Dans ce cas, il se produit une émission de photons polychromatiques qui se révele étre plus intense
dans I'UV. Cependant en présence de NPo, nous voulions vérifier que cet effet n’induit pas I’hydroxylation de
la coumarine par réaction photochimique. En radiolyse, I'impact de cet effet est généralement négligeable
comparativement aux autres phénomenes. Pour cela, nous avons irradié des échantillons de coumarine a 0,5
mM dans des tubes capillaires en quartz transparents aux UV, eux méme placés au centre d’une solution de
NPo a différentes concentrations ou d’eau. La comparaison de la quantité de coumarine hydroxylée dans les
deux cas doit alors nous permettre de dire si 'effet Cerenkov produit par les NPo est un biais a notre méthode
de quantification. Ces expériences ont été réalisées sous rayonnement gamma et pour la plus forte dose car
ce sont les conditions pour lesquelles 'effet Cerenkov attendu est le plus fort. Les résultats obtenus sont

présentés Figure Ill 25.
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Figure Il 25 : Effet Cerenkov. Evolution de la concentration en 7-hydroxycoumarine en fonction de la concentration en NPo. Les
valeurs reportées sont les moyennes et écarts types de deux expériences indépendantes.

Aucune surproduction de 7-hydroxycoumarine n’est observée en présence de NPo et ce quelle que soit la
concentration en NPo. La méthode de dosage des radicaux hydroxyle élaborée n’est donc pas sujette a une

réaction photochimique sur la coumarine induite par effet Cerenkov.

6. Résumé

Nous avons mis en place un protocole permettant la quantification des radicaux hydroxyle en solution en
présence de NPo. Dans un premier temps, nous avons mis en évidence un phénomeéne d’extinction du signal

de la fluorescence de la 7-hydroxycoumarine par les NPo qui nous a contraints, pour obtenir des mesures
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guantitatives, a réaliser des expériences pour lesquelles le temps d'irradiation est inférieur a 40 s et a induire
I"agrégation des NPo par ajout d’une solution saline immédiatement apres irradiation. Nous avons également
étudié la régiosélectivité de la réaction d’hydroxylation de la coumarine qui s’est avérée étre impactée par la
présence de NPo. Ce résultat nous a contraints a réaliser un dosage des radicaux hydroxyle en fonction de la
concentration en NPo. Puis, nous avons mis en évidence une interaction entre la coumarine et les NPo. Dans
les conditions de nos expériences, soit la détermination du rendement en radicaux hydroxyle en fonction de
la concentration en NPo, les G(HO") sont déterminés entre 0 et 0,3 nM. Au maximum 5110 + 400 coumarines
au maximum sont adsorbées a la surface de chaque NPo (Figure Il 20), ce qui représente 0,3% des 0,5 mM de
la coumarine présente en solution. Nous sommes donc capables de quantifier 99,7% de la coumarine totale
en présence de NPo non fonctionnalisées. De plus, aucune interaction entre la coumarine et les NPo n’a été
recensée en présence de nanoparticules fonctionnalisées, nous assurant ainsi de la précision de nos mesures
dans ce cas. Nous avons vérifié que la concentration en coumarine ne représentait pas un facteur limitant
dans notre étude. Nous nous sommes ainsi assurés que 0,5 mM de coumarine sont suffisants pour quantifier
tous les radicaux hydroxyle en solution. Cette concentration en coumarine correspond a un temps de capture
de HO" de t =190 ns, soit une capture au cours de I'étape de chimie homogéne de la radiolyse de I'’eau. Enfin,
en vue de l'utilisation d’un rayonnement gamma, nous avons également contrélé que I’hydroxylation de la
coumarine ne pouvait pas étre induite par une réaction photochimique due a I'effet Cerenkov. Le dosage établi
est donc fiable. Par ailleurs, il rend compte d’un phénoméne global en solution puisque la quasi-totalité de la

coumarine est quantifiable.

Ainsi, des solutions de NPo en présence de 0,5 mM de coumarine ont été irradiées dans une gamme de
concentration de 0 a 15 nM en NPo. Pour chaque concentration en NPo, les valeurs de Gson ont été obtenues
par ajustement des courbes donnant la concentration en 7-hydroxycoumarine en fonction de la dose dans
I’eau. Nous avons en effet considéré que la dose dans la solution colloidale est égale a celle dans I'eau. Puis
ces rendements Gyon ont été convertis en Guo. par extrapolation de la valeur a 0 nM en NPo qui correspond

au rendement de formation de HO® dans I'’eau donné dans la littérature.

Dans la partie suivante, nous allons donc présenter les résultats de quantification des radicaux hydroxyle
et des électrons produits pour différents types de NPo et pour différentes conditions. Nous nous intéresserons
a 'impact de la quantité de dioxygéne en solution, a I'influence du rayonnement (X ou ), ainsi qu’a I'impact
d’une faible quantité de sel en solution. Nous étudierons également I'impact de la fonctionnalisation des NPo

sur ces productions de radicaux.



D. Quantification de la production de radicaux hydroxyle en présence de

nanoparticules d’or

1. Production massive

La quantification de la production des radicaux hydroxyle en présence de NPo met en évidence une
courbe en trois parties (Figure Il 26). Cette courbe résulte de la quantification de I'oxydation de la coumarine
en fonction de la dose dans I'eau pour différentes concentrations en NPo. En effet, compte tenu des faibles
concentrations en or ajoutées en solution, nous avons considéré la dose dans I'eau tout le long de ce travail.
Par ailleurs, nous rappelons que les dGpo./d[NPo] donnés représentent I’efficacité de production des radicaux

hydroxyle et sont valables entre 0 et 0,3 nM de NPo.
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Figure lll 26 : Production en radicaux hydroxyle en fonction de la concentration en NPo pour des rayons X de 17,5 keV.

En solution aérée, la production de radicaux hydroxyle par des NPo de 32 nm de diameétre non
fonctionnalisées est de Gpo. = (707 * 85) x [NPo] + 200 nmol.J"! ol la [NPo] est donnée en nM (Figure Il 26).
Cette valeur est tres élevée. En effet, la quantité de radicaux hydroxyle produite par radiolyse dans I’eau seule
(200 nmol.J? pour des rayons X de 17,5 keV) est multipliée par un facteur supérieur a 2 en présence de NPo
pour des concentrations inférieures a 0,3 nM. Ces résultats sont surprenants et suggerent un processus tres

efficace.

2. Impact de la quantité de dioxygéne en solution

En milieu biologique, les conditions peuvent étre aérobies, soit I'analogue d’une atmosphére aérée, ou

anaérobies, soit I'analogue d’une atmosphére inerte. Par ailleurs, en milieu aéré, les électrons sont captés par
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le dioxygeéne pour former I’anion superoxyde (équation Il 23). Il est donc intéressant de quantifier 'impact de
la quantité de dioxygéne en solution. Pour cela, des solutions de NPo en présence de 0,5 mM de coumarine
ont été mises a barboter pendant au minimum 1 h avec I'atmosphére souhaitée. Nous avons mesuré la
concentration d'oxygene d’abord sous atmosphére aérée en présence et en I'absence de NPo en solution puis
sous différentes atmospheres (N, O2) a I'aide d’une électrode a dioxygéne. Quelle que soit la concentration
en NPo, dans une gamme de 0 a 10 nM, la présence des NPo n’affecte pas la quantité d'oxygene en solution.
Les valeurs obtenues ont été répertoriées Table Il 5. Que ce soit en présence ou en absence de NPo, une
valeur nulle de la quantité de dioxygene en solution n’est jamais atteinte méme aprées 24h de bullage. Ce
résultat est surprenant et pourrait témoigner soit d’une légéere infiltration d’air lors de nos mesures, soit que
le dégazage n’est pas suffisant pour atteindre une valeur nulle. L'impact de la concentration en dioxygene sur
la production de radicaux hydroxyle en solution est illustré Figure lll 27. Gho.(n2), GHo-(air) €t Gho-(02) permettent
d’extraire I'impact de la quantité de dioxygéne en solution sur la quantité de radicaux hydroxyle produite.
Nous pouvons constater que sous atmospheére d'azote, la production de radicaux hydroxyle est plus grande
gue sous air qui elle-méme est plus grande que sous atmosphére saturée en dioxygene (Table Ill 5). La

production de HO® est donc fortement impactée par la quantité de dioxygene en solution.

NPo non fonctionnalisées N2 air 0,
dGno./d[NP0o] (nmol.J* par nM de NPo) 1248 + 158 707 £85 258 + 33
Concentration en Oz (umol.L?) 90 + 15 460 =90 1740 £+ 200

Table Il 5 : Efficacités de production en radicaux hydroxyle sous différentes atmosphéres pour des NPo de 32 nm de diamétre non
fonctionnalisées et concentrations en dioxygéne correspondantes.
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Figure 11l 27 : Influence de la concentration en dioxygéne sur le rendement de production en radicaux hydroxyle.
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Ces résultats montrent que dGpo./d[NPo] diminue fortement lorsque la quantité de dioxygéne en solution
augmente. Sous atmosphere saturée en dioxygene, le rendement en radicaux hydroxyle diminue de 79%
comparativement a une atmosphere inerte indiquant un impact majeur du dioxygéne dans la production des
radicaux hydroxyle. Aussi, compte tenu de ce fort impact, il sera intéressant dans la suite de cette étude de

guantifier cet effet dans chaque condition.

3. Influence de la concentration en sel

L’environnement ionique local des NPo influence leurs propriétés physico-chimiques [Pfeiffer, 2014].
C’est pourquoi il est intéressant d’étudier I'influence de faibles concentrations en sel sur la production de
radicaux hydroxyle. Le sel étant connu pour déstabiliser les NPo, il nous fallait identifier les concentrations en
sel permettant la réalisation de I'expérience sans altération des échantillons. En effet, aucune agrégation des
NPo ne doit venir perturber I'expérience. Une concentration maximale de 1,7 mM en NaCl a alors été
déterminée puisqu’aucune modification du spectre d’absorption des NPo ou du diamétre hydrodynamique

obtenu en DLS n’a été observée jusqu’a cette valeur.

Nous avons mesuré les rendements en radicaux hydroxyle pour différentes concentrations en NaCl (0 ;
0,425; 0,85 et 1,7 mM) sous atmospheére aérée. Le sel pouvant étre un capteur de radicaux, nous avons réalisé
la quantification des radicaux hydroxyle sans nanoparticule en présence de 1,7 mM de sel. Dans ces conditions,
aucune modification de la production de radicaux hydroxyle n’a été observé en I'absence de NPo. La capture
des radicaux HO® par les ions Cl" est donc tres faible et sera négligée. Les résultats obtenus sont présentés

Table Il 6 et Figure 11l 28.

Concentration en NaCl (mM) 0 0,425 0,85 1,7
dG(HO")/d[NPo] (nmol.J* par nM de NPo) 707 + 85 496 £ 37 | 458 £ 25 290 £ 18

Table 11l 6 : Influence de la concentration en sel sur I’efficacité de production des radicaux hydroxyle sous air.
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Les résultats montrent une décroissance importante de la production en radicaux hydroxyle avec

I'augmentation de la concentration en NaCl en solution. Un tel impact est trés surprenant, en effet une

concentration de 1,7 mM en NaCl conduit a une diminution du rendement en HO" de pres de 50% sous

atmosphere aérée. Nous avons également mesuré la production de radicaux hydroxyle sous atmosphere

inerte dans une solution de NaCl concentrée a 1,7 mM. Les résultats obtenus sont présentés Figure Ill 29 et

Table 111 7.
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NPo non fonctionnalisées N> air
dGro./d[NP0] 1248 +158 | 707 =85
dGro./d[NPo] 1,7mM NaCl | 1157 +76 | 290 +18

Table 11l 7 : Rendements de production en radicaux hydroxyle pour des NPo non fonctionnalisées sous différentes atmosphéres en
présence et en I'absence de 1,7 mM de NaCl.

Les résultats mettent en évidence des rendements de production en radicaux hydroxyle identiques en
présence ou en I'absence de 1,7 mM de sel sous atmosphere désoxygénée, entre 0 et 0,3 nM en NPo. Au-dela
de 0,3 nM, dans le cas d’une solution dépourvue de sel nous observons une diminution de la valeur de la pente
entre 0,3 et 1 nM jusqu’a l'apparition d’un plateau au-dela de 1 nM. Dans le cas d’une solution de NaCl a 1,7
mM, la production de radicaux hydroxyle atteint un plateau a partir de 0,3 nM en NPo. Sous atmosphére
inerte, les rendements de production maximum de radicaux hydroxyle sous N, sont donc différents en
présence ou en I'absence de NaCl. En effet, ces derniers sont respectivement égaux a 600 et 950 nmol.J?, soit

une perte d’efficacité maximale a produire des radicaux hydroxyle de 37% en présence de 1,7 mM de NaCl.

En conclusion, cette expérience confirme un role particulier de I'oxygéne pour la production d’especes
radicalaires en présence de NPo. En effet, nos résultats montrent une influence de la concentration en sel

uniquement en présence de dioxygéne.

4. Influence du type de rayonnement (rayons 7y versus rayons X)

Compte tenu de la différence entre les coefficients d’absorption massique de I'or et de I’'eau (Figure 11.3),
les calculs théoriques d’augmentation de la dose identifient une gamme d’énergie de I'ordre du keV comme
gamme optimale pour la radiosensibilisation par des NPo et ne prévoit aucun effet pour des énergies de I'ordre
du MeV. Cependant au sein de la littérature certaines études reportent un effet radiosensibilisateur notable
dans cette gamme d’énergie (partie I.2.c). Il est donc intéressant d’étudier I'influence du rayonnement et de
ses caractéristiques sur la production de radicaux. Dans ce paragraphe, nous quantifierons la production de
radicaux hydroxyle sous rayonnement gamma. Ces photons sont issus de la désintégration d’'une source de
Cobalt et possédent une énergie de prés de 1,2 MeV et un TEL de 0,23 kev.um™. Ainsi, de la méme maniére
gue pour les expériences sous rayonnement X, des solutions de NPo en présence de 0,5 mM de coumarine
ont été mises a barboter pendant une heure sous I'atmosphére désirée avant d’étre irradiées. Les valeurs de
Gho- ont été obtenues comme précédemment. Les rendements Gzon ont été convertis en Guo. par

extrapolation de la valeur de G7on @ 0 nM en NPo. Nous nous sommes basés sur les valeurs de Guo. Suivantes
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pour 0 NM en NPo: Gho-air) = Gro-n2) = 280 + 35 nmol.J? [Spinks, 1990]. Nous utilisons ces valeurs pour la

conversion des valeurs de rendement de 7-hydroxycoumarine en rendement de radicaux hydroxyle dans les

différentes conditions d’irradiation. Les résultats obtenus sont présentés Figure 11l 30 et Table Il 8.
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Figure 111 30 : Rendements en radicaux hydroxyle en fonction de la concentration en NPo sous atmosphére aérée pour des rayons

gamma et des rayons X.

Nous obtenons un rendement en radicaux hydroxyle en solution aérée de Gyo.ai) = (350 = 33) x [NPo] + 280

nmol.J ! déterminé entre 0 et 0,3 nM. Cette valeur est plus faible que celle obtenue pour des rayons X. De plus,

au-dela de 0,3 nM, ces rendements atteignent un méme rendement de production maximal que pour des

rayons X d’environ 600 nmol.JL. (Figure Ill 30).

Nous avons également mesuré le rendement en radicaux hydroxyle en présence de NPo sous différentes

atmospheres (Figure 111 31).
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Figure 11l 31 : Rendements en radicaux hydroxyle en fonction de la concentration en NPo sous différentes atmosphéres pour des
rayons gamma.

NPo non fonctionnalisées N, air 0O,
dGho./d[NP0] Gamma 1,2 MeV | 2361+64 |350+33| 713

Table 1l 8 : Influence de la concentration en dioxygene sur I'efficacité de production des radicaux hydroxyle entre 0 et 0,3 nM pour
des NPo de 32 nm de diamétre non fonctionnalisées sous rayonnement gamma.

Sous atmosphére inerte de diazote: Guo-(nz) = (2361 + 64) x [NPo] + 280 nmol.J™, ce qui correspond a une
valeur de HO' surproduits & 0,25 nM de 590 nmol.J contre 312 nmol.J? pour des rayons X de 17,5 keV. Ainsi
sous atmospheére inerte en présence de NPo, une production 4 fois plus importante de radicaux hydroxyle est
observée comparativement a la radiolyse de I'eau seule. Cette augmentation est inattendue voire méme
spectaculaire (Table lll 8). Il faut noter qu’en absence de dioxygéne, les rayons gamma sont donc plus efficaces
pour produire des radicaux hydroxyle que les rayons X. Sous atmosphére saturée en dioxygene, nous n’avons
quantifié aucune surproduction de radicaux hydroxyle puisque Go-(02) = (7 + 13) x [NPo] + 280 nmol.J™. Ici
encore, un impact important de la quantité de dioxygeéne en solution est mis en évidence. Par ailleurs, les
rendements de production maximum sont également différents entre rayons X et gamma sous atmosphére
inerte. Ces résultats sont trés surprenants au regard des prédictions théoriques d’autant plus que I'effet
d’oxygeéne mis en évidence pour un rayonnement gamma est plus prononcé que celui obtenu pour des rayons

X.
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5. Impact de la fonctionnalisation des nanoparticules d’or

L'un de nos objectifs était d’étudier I'impact de la fonctionnalisation sur la production en radicaux
hydroxyle. Des solutions de NPo fonctionnalisées ont été irradiées en présence de 0,5 mM de coumarine dans
des conditions aérées. De ces irradiations, les valeurs de Gyo. ont été extraites en mesurant la fluorescence de
la 7-hydroxycoumarine en fonction de la concentration en NPo comme précédemment. Dans cette partie, les
Gho. représentent en fait un rendement en radicaux hydroxyle non « captés » par le recouvrement et donc les

radicaux disponibles en solution plus qu’un rendement de formation.
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Figure lll 32 : Rendements en radicaux hydroxyle en fonction de la concentration en NPo pour quelques fonctionnalisations de NPo.

air N2
dGro./d[NPo] NPo 707 £85 | 1248 + 102
dGro./d[NP0o] NPO@PEG1000 465+56 | 702 £ 100
dGro./d[NP0o] NPO@PEGao00 142 + 17 898 £ 86
dGro./d[NPO] NPO@S-PEGaso-COOH | 15612 | 250+ 17
dGro./d[NPo] NPo@S-PEGas00-NH> 66 + 18 159+6
dGro./d[NPo] NPO@HSA 53+5 113+5

Table 111 9 : Impact de la fonctionnalisation sur I’efficacité de production de radicaux hydroxyle sous atmosphére inerte et aérée.

Ces résultats sont présentés Figure Ill 32 pour quelques NPo fonctionnalisées afin de ne pas surcharger la

figure. L’allure des courbes obtenues est similaire que les NPo soient fonctionnalisées ou non. La premiére
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partie de la courbe posséde une pente dGuo./d[NPo] qui représente I'efficacité des NPo a produire des
radicaux hydroxyle (Table Il 9). Pour les concentrations les plus élevées, la croissance des courbes ralentit
jusqu’a I'atteinte d’un plateau. Pour une dose d'irradiation d'un gray et un débit de dose de 0,33 Gy.s}, 0,25
nM de NPo non fonctionnalisées apportent une quantité supplémentaire de radicaux hydroxyle de 159 nmol
par rapport a la radiolyse de I'eau. A noter que cette valeur diminue de maniére significative quel que soit le
recouvrement : 107 nmol pour 0,25 nM de NPo@PEG1000, 12,5 nmol pour 0,25 nM de NPo@HSA. Nos mesures
montrent clairement que la fonctionnalisation capte et/ou empéche une partie de la production de radicaux
hydroxyle. Cependant, bien gu’elle soit faible, il reste toujours une production de radicaux excédentaire
comparativement a celle obtenue en absence de NPo. Par exemple, pour les NPo@HSA, il reste une

surproduction d’environ 50 nmol.J"! de radicaux hydroxyle par nM de NPo (Table 111 9).

La comparaison des NPO@PEG1000 €t NPO@PEGan00, qui ont des diametres hydrodynamiques similaires,
montre que la quantité de radicaux hydroxyle mesurée est quatre fois plus élevée pour les NPo@PEG1000 que
pour les NPO@PEGaooo (Table 11l 3). Compte tenu des diamétres hydrodynamiques mesurés en DLS et par
conséquent du nombre d’atomes de recouvrement du PEGagoo environ 4 fois plus grand que celui du PEGig00
autour des NPo (partie Ill.B.2.c), nous proposons que la variation du rendement de production en radicaux
hydroxyle avec la concentration en NPo dépend du nombre d’atomes total de recouvrement (Figure Ill 33). En
comparant des PEG de masses moléculaires similaires avec ou sans fonction thiol, nous souhaitions mettre en
évidence le role des atomes de soufre qui sont connus pour étre de bons capteur d’'HO". La Table Ill 9 et la
Figure lll 33 mettent en évidence des rendements en radicaux hydroxle similaires pour les NPoO@PEGagoo et les
NPo@S-PEG3s00-COOH. Les atomes de soufres ne semblent pas avoir un effet significatif dans ce cas. Il faut
noter que les atomes de soufre en question sont liés a la surface d’or, ils sont donc peut-étre moins disponibles
pour capter HO®. Au contraire, la HSA possede des soufres au sein des acides aminés qui la composent, qui
peuvent étre exposés au solvant puis réagir avec les radicaux hydroxyle et ainsi réduire leur quantité en
solution. Ainsi la faible différence de production de radicaux hydroxyle observée entre les NPo@HSA et les
NPo@S-PEG3s00-COOH, qui possédent des recouvrements ayant des nombres d’atomes similaires, pourrait

étre due a la présence de soufre accessibles dans le cas de la HSA.
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Figure 111 33 : Influence du nombre d’atomes de recouvrement des NPo sur I’efficacité de production des radicaux hydroxyle. Les lignes
en pointillés sont seulement des guides pour les yeux.

La Figure 11l 33 met en évidence une diminution linéaire de I'efficacité a produire des radicaux hydroxyle entre
les NPo non fonctionnalisées et les NPo@PEGao00. Aussi, nous proposons que la quantité de radicaux hydroxyle
disponibles en solution diminue linéairement avec le nombre d’atomes présents dans le recouvrement des
NPo jusqu’a 4 x 10° atomes de recouvrement. Pour des recouvrements plus grands, un minimum constant est
observé. Ce plateau correspond a une surproduction moyenne de HO® d’environ 50 £ 25 % comparativement

a la radiolyse de I'eau seule.

Il est également intéressant d’étudier I'impact de la fonctionnalisation sur la production d’especes
radicalaires dans des conditions inertes (anaérobie). Nous avons donc effectué les expériences sous

atmosphere N». Les résultats obtenus sont répertoriés Table Il 9.
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Figure 111 34 : Influence du nombre d’atomes de recouvrement des NPo sur I’efficacité de production des radicaux hydroxyle. A gauche
les résultats sous atmosphére aérée ; a droite les résultats sous atmospheére inerte (N;).

La Figure Ill 34 représente les rendements en radicaux hydroxyle en fonction du nombre d’atomes du
recouvrement sous air et diazote. Quelle que soit la fonctionnalisation des NPo, nous pouvons remarquer que
la valeur obtenue sous atmospheére de diazote est plus grande que celle obtenue dans des conditions aérées.
Ces résultats confirment le role important du dioxygéne préalablement observé. Par ailleurs, I'impact de la
fonctionnalisation sur la production de radicaux hydroxyle est similaire en présence ou en I'absence de
dioxygene en solution. En effet, pour toutes les fonctionnalisations hormis les NPo@PEGaoo, les pourcentages
de perte d’efficacité de production des radicaux hydroxyle sont quasi-égaux sous atmosphéres inerte et aérée
(Table 111 10). Sous atmosphére inerte, nous retrouvons donc I'impact drastique du recouvrement des NPo sur
I'efficacité de production des radicaux hydroxyle précédemment énoncé, avec pres de 90% de perte

d’efficacité pour des recouvrements les NPo@S-PEG3500-COOH, NPo@S-PEG3s00-NH; et NPO@HSA.

air N2
dGno./d[NPo] NPo (nmol.J* par nM de NPo) | 707 +85 | 1248 + 102
dGro./d[NP0o] NPO@PEG:000 -35% -44%
dGho./d[NP0] NPO@PEGagm0 -80% -28%
dGro./d[NPo] NPo@S-PEG3500-COOH -78% -80%
dGho./d[NP0] NPo@S-PEGsse-NH> -91% -88%
dGro./d[NP0o] NPO@HSA -92% -91%

Table 11l 10: Pourcentages de perte d’efficacité de production des radicaux hydroxyle sous air et sous N, pour différents types de NPo
fonctionnalisées comparativement a I'efficacité de production radicalaire mesurée pour des NPo non fonctionnalisées.

Les résultats décrits jusqu’ici se concentraient sur la variation des rendements en radicaux hydroxyle avec

la concentration en NPo, c’est-a-dire sur la premiere partie de la courbe Guo. = f[NPo]. Nous nous sommes
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également intéressés a I'impact de la fonctionnalisation des NPo sur les rendements maximum en radicaux

produits. La Figure lll 35 met en évidence les rendements en radicaux hydroxyle en fonction de la

concentration en NPo jusqu’a 15 nM pour différentes fonctionnalisations sous air et sous Na.
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Figure 111 35 : Rendements en radicaux hydroxyle en fonction de la concentration en NPo pour différentes fonctionnalisations des NPo

sous atmosphéres aérée et inerte.
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La Figure 11l 35 montre que les plateaux correspondant aux rendements maximum de radicaux hydroxyle
sont atteints a partir de concentrations en NPo différentes suivant le type de NPo fonctionnalisées. Par
exemple, on peut estimer cette concentration a 1 nM pour des NPo non fonctionnalisées, des NPo@PEG1000
et NPoO@PEGaooo et @ 11 nM pour des NPo@HSA. On constate également des rendements maximum similaires
pour tous les types de NPo fonctionnalisées avec une valeur d’environ 500 nmol.J? sous air et 650 nmol.J?
sous diazote. Compte tenu de l'allure des plateau, il n’est pas trivial d’en estimer la hauteur. C’'est pourquoi
I'incertitude sur les valeurs que nous donnerons est trés grande. En effet, les hauteurs des plateaux et les
incertitudes données par la suite représentent donc les moyennes et écarts types entre les valeurs extrémes
du rendement en radicaux hydroxyle maximal entre 1 et 15 nM. La Table Il 11 donne alors les Gmax SOUs air et
sous N; et la Figure Ill 36 représente ces valeurs en fonction de la densité du recouvrement dans les mémes
conditions. Pour un type de NPo, cette valeur représente la quantité de radicaux hydroxyle maximale

disponible en solution.

air \P
Gho.max NPO 600 + 100 | 940 + 110
Gro.max NPO@PEG1000 490 +50 | 650 + 100
GHO-max NPO@PEGAOOO 365 + 60 670 + 100
Gho.max NPO@S-PEG3500-COOH 500 + 50 630 + 20
Gho.max NPO@S-PEG3s00-NH> 550 £ 70 725 +50
Gho.max NPO@HSA 490+ 80 | 650+ 100
Table Il 11 : Impact de la fonctionnalisation sur le rendement de production maximal de radicaux hydroxyle sous atmospheére inerte
et aérée.
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Figure 11l 36 : Dépendance du rendement maximal de production de radicaux hydroxyle en fonction de la densité atomique de
recouvrement des NPo.
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Au regard des valeurs reportées Table Ill 11, les résultats mettent a nouveau en évidence un effet
d’oxygene. En effet, les valeurs obtenues sous atmosphere inerte sont toutes plus élevées que celles obtenues
sous atmosphere aérée. Sous air ou sous atmospheére inerte, les résultats montrent qu’a partir de 150 atomes
par nm? de recouvrement, une valeur constante du rendement maximal en radicaux hydroxyle est observée.
Ce plateau correspond a une perte d’environ 30% sous atmosphére inerte et d’environ 20% sous air (hormis
pour les NPo@PEGao00) comparativement au rendement de radicaux hydroxyle maximal obtenu pour des NPo

non fonctionnalisées.

Compte tenu des incertitudes concernant la détermination de la hauteur du plateau et indépendamment
de I'atmosphére, I'impact du recouvrement sur la production maximale de radicaux hydroxyle est similaire
quel que soit le recouvrement (Table 1l 12). Il est en moyenne égal a 30% de perte par rapport aux NPo non
fonctionnalisées. Ainsi la perte d’efficacité des NPo fonctionnalisées a produire des radicaux hydroxyle est
moins importante pour de fortes concentrations en NPo, c’est-a-dire entre 1 et 15 nM. En effet, on rappelle
gu’entre 0 et 0,3 nM de NPo, les rendements en radicaux hydroxyle étaient impactés, pour certains, a plus de
90% par la présence d’un recouvrement (Table Ill 10). Par ailleurs, la Figure Il 35 montre que lorsque la
concentration en NPo augmente au-dela de la valeur maximale correspondant a Guo.max, le rendement en
radicaux hydroxyle diminue. Ainsi nos résultats montrent qu’il existe pour chaque type de NPo, une

concentration optimale pour laquelle la production de radicaux hydroxyle est maximale.

HO" air HO
Gro.max NPo (nmol.J?) 600£90 | 940110
Groe.max NPO@PEG1000 -18% -31%
Gro.max NPO@PEGao00 -39% -29%
Gro.max NPO@S-PEG3500-COOH -17% -33%
Gho.max NPO@S-PEG3s00-NH; -8% -23%
Gro.max NPO@HSA -18% -31%

Table Il 12 : Pourcentages de perte la production maximale des radicaux hydroxyle sous air et sous N pour différents types de NPo
fonctionnalisées comparativement au Gro-max mesuré pour des NPo non fonctionnalisées.

Résumé :

Dans cette partie nous avons mis en évidence une production massive de radicaux hydroxyle en présence
de NPo soumises a un rayonnement ionisant. Nous avons montré une influence du rayonnement ainsi qu’un
impact majeur de la quantité de dioxygéne en solution. De plus, dans I'optique d’applications thérapeutiques,

nous avons étudié I'influence de la fonctionnalisation des nanoparticules sur la production de radicaux
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hydroxyle en solution. Tout d’abord, nous avons constaté une diminution drastique de la quantité de radicaux
libres gauntifiés en solution a mesure que le nombre d’atomes contenu dans le recouvrement des NPo
augmente entre 0 et 0,32 nM. Nous avons de plus conclu que pour garder les NPo efficaces pour une
production massive de radicaux hydroxyle et donc pour la radiosensibilisation dans cette gamme de
concentrations, un recouvrement contenant moins de 4 x 10° atomes est nécessaire. Par ailleurs, nous avons
conclu que pour des concentrations en NPo plus élevées (entre 1 et 15 nM), I'impact du recouvrement est
moindre et conduit a une diminution maximale de Guo.max d’environ 30%. Ainsi, il existe pour chaque type de

nanoparticule, une concentration optimale pour laquelle la production de radicaux hydroxyle est maximale.

Si la production de radicaux hydroxyle en présence de NPo provenait d’une radiolyse secondaire, elle
devrait aller de pair avec la production d’électrons. Dans la partie suivante, nous nous attacherons donc a
présenter la quantification des électrons en présence de NPo soumises a un rayonnement ionisant. Nous

étudierons les mémes parameétres que ceux déclinés pour la quantification des radicaux hydroxyle.



Ill.E. Résultats — Quantification de la production d’électrons en présence de NPo 109

E. Quantification de la production d’électrons en présence de nanoparticules d’or

Au sein de cette partie, nous nous sommes intéressés a la quantification des électrons produits en
présence de NPo. Nous rappelons que la méthode est basée sur la conversion de |'électron en radical

hydroxyle selon sa réaction avec le protoxyde d’azote :
€ (hya) + N2O + H,O0 > HO* + HO + N> équation Il 24

Le rendement en radicaux hydroxyle sous atmosphére N,O (Gro.n20) dans I'eau est alors égal a la somme
de Gpo. et de Ge.:

Ghon20) = GHos(N2) + Ge- et donc Ge- = GHo-(N20) - GHo.(N2)

Il faudra donc comparer la valeur du rendement hydroxyle obtenue sous N,O avec celle obtenue sous N; qui

nous fournira une quantification des HO® de référence sous atmosphére inerte (Guo.N,).

De la méme maniére, il sera possible de quantifier les électrons sous atmospheéere oxygénée en réalisant
I’expérience sous atmospheére N,O/0, 79 :21. Alors :

GHo«(N20/02) = GHox(air) + Ge-(air) et donc Ge-(ain= GHo+(N20/02) = GHO(air)

Il s’agit donc de quantifier les radicaux hydroxyle en fonction de la concentration en NPo sous
différentes atmospheéres: air, N,, N>O et N,O/O,. Afin de faciliter la compréhension du phénoméne advenant
sous les différentes atmosphéres étudiées, la

Table 11l 13 résume les différentes especes quantifiées par notre méthode sous chaque atmosphére.

Sans dioxygene
Nz NQO NZO'NZ
HO’ HO, e e

21% dioxygeéne

Air NzO/Oz NzO/Oz - Air

HO’ HO, e e
100% dioxygene

O,

HO

Table 11l 13 : Espéces quantifiées par la coumarine sous différentes atmosphéres.
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1. Production massive

Les valeurs de Guo. ont été obtenues comme décrit dans la partie 111.C.4. Les rendements G7on Ont ensuite

été convertis en Gyo. par extrapolation de la valeur de Gyon @ 0 nM en NPo. Nous avons considéré que Gro-n20)

=400 = 50 nmol.J* de méme que Gro-(n20/02)-

La Figure lll 37 montre I'évolution des valeurs de Go. en fonction de la concentration en NPo sous chaque

atmosphere pour des NPo de 32 nm de diameétre non fonctionnalisées.
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Figure 11l 37 : Rendements en radicaux hydroxyle en fonction de la concentration en NPo sous différentes atmosphéres pour des
rayons X de 17,5 keV (0,33 Gy.s*).

Les valeurs de dGuo./d[NPo] dans la gamme de concentration 0 - 0,3 nM ont donc été obtenues (Table Il 14).

sans dioxygene N20O N> N20 - N2
dGro./d[NP0] RX 17,5keV 2796 + 496 | 1248 + 158 | 1548 +506
21% dioxygeéne N2O/O, Air N.0/O, - Air
dGho./d[NP0] RX 17,5keV 634 £ 53 707 £ 85 -73+80
100% dioxygene (o))
dGro./d[NP0] RX 17,5keV 258 + 33

Table lll 14 : Efficacités de production en radicaux hydroxyle entre 0 et 0,3 nM pour des NPo non fonctionnalisées sous différentes
atmosphéres pour des rayons X de 17,5 keV.
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Sous atmosphére de protoxyde d’azote, Guo-n20) = G(HO™ + €’) = (2796 + 496) x [NPo] + 400 nmol.J?. Les
résultats obtenus en présence de NPo montrent que le rendement de production en radicaux hydroxyle sous
N,O est proche de 2 fois celui obtenu sous N, comme c’est le cas aussi en absence de NPo (partie 111.C.2.).
D’autre part, Guo-N, = (1248 + 158) x [NPo] + 200 nmol.J2.

Ainsi : Ge-= Gho-n20 - Gro-n2 = (1548 + 506) x [NPo] + 200 nmol.J .

Ici encore, il est trés important de remarquer que ces quantités sont trés grandes. Beaucoup d’électrons
et de radicaux hydroxyle sont surproduits en présence de NPo. En effet, pour 0,25 nM de NPo, 387 nmol.J?
sont surproduits par rapport a la radiolyse de I’eau seule, soit des quantités presque 3 fois plus importantes.
Par ailleurs, la comparaison entre les électrons et les radicaux hydroxyle surproduits par les NPo montre qu’en

tenant compte des barres d’erreurs, ces quantités sont tres proches.

Considérons maintenant une atmosphére aérée. Nous souhaitons quantifier les électrons sous 21% de
dioxygene afin de mettre en évidence I'impact du dioxygene sur la production d’électrons. Sous atmosphére
saturée avec le mélange N,O/O, dans des proportions 79:21, Guo-n20/02) = (634 + 53) x [NPo] + 400 nmol.J?,
cette valeur est la méme que sous air. Ici, il faut remarquer que nous nous sommes basés sur une production
d’électrons en absence de NPo égale 3 200 nmol.J?. Ces résultats montrent qu’il n’y a pas d’électrons
surproduits sous atmosphere oxygénée pour un rayonnement X de 17,5 keV puisque Ge-= Gnao-nz2 = (-73 % 80)
x [NPo] + 200 nmol.J™. Il semble donc que les électrons produits en présence de NPo aient des propriétés et
des réactivités différentes des électrons produits par la radiolyse de I'eau puisque les électrons produits par

radiolyse de I'’eau sont captés préférentiellement par N,O (plutdt que O3) sous N,O/O, (Figure 11l 17).

La Figure 11l 38 représente la production d’électrons en présence de NPo sous atmospheére oxygénée ou

non dans toute la gamme de concentrations étudiée.
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Figure 111 38 : Rendements en électrons en fonction de la concentration en NPo sous différentes atmosphéres pour des rayons X de
17,5 keV (0,33 Gy.s™).
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Sous air, les résultats mettent en évidence que quelle que soit la concentration en NPo entre 0 et 4 nM,
aucune surproduction d’électron n’est observée. Sous atmosphere inerte, une surproduction maximale
d’environ 650 nmol.J? d’électrons est mesurée a partir de 0,3 nM de NPo. Ici encore cette quantité est trés
proche de la valeur de Guo-max €gale & 600 + 90 nmol.J. A partir de 2 nM de NPo, cette production décroit

témoignant peut étre de phénomeénes de recombinaison.

2. Production d’espéces radicalaires en milieu salin (1,7mM NaCl)

Comme pour les radicaux hydroxyle, nous avons également mesuré les productions d’électrons sous

atmosphere inerte dans une solution de NaCl a 1,7 mM. Les résultats obtenus sont présentés Table Ill 7 et

Figure 111 29.
2000 - 1000 -
1800 - oo ; 900 -
1600 - éﬁ * é 800 - ® : ’
71400 - 7004 &
S 1200 H TgCd® Seo0 | A -
= o o £ .
£ 1000 - £500 14
O 800 - 8400 ')
-.:I_:_ T
& 600 & 300 -
400 ® N20 200 - ® N20/02
200 ON201,7mMNaCl 100 - N20/02 NaCl 1,7 mM
0 T T T T 1 0 T T T IJ
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4
Concentration en NPo (nM) Concentration en NPo (nM)

Figure 111 39 : Rendements en radicaux hydroxyle en fonction de la concentration en NPo sous N,0 en présence et en I'absence de 1,7
mM de NaCl.
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Atmosphére inerte dGho-+e-/d[NP0] dGe./d[NPo]
NPo non fonctionnalisées N2O N2 N20 - N2
dGro./d[NPo] 2796 + 496 1248 + 158 1548 + 506
dGro./d[NP0] 1,7mM NaCl 2753 + 146 1157 £ 76 1596 £ 70

Conditions aérées dGro-+/d[NPO] dG../d[NPo]
NPo non fonctionnalisées N20/O; Air N20/O; - Air
dGro./d[NPo] 634 + 53 707 £ 85 -73+80
dGro./d[NPo] 1,7mM NaCl 611+ 31 290+ 18 321+ 20

Table 11l 15 : Efficacités de production en radicaux hydroxyle entre 0 et 0,3 nM pour des NPo de 32 nm de diamétre non
fonctionnalisées sous différentes atmospheres en présence et en I'absence de 1,7 mM de NaCl.

Sous atmospheére de protoxyde d’azote oxygénée ou non, ces résultats mettent en évidence des rendements
de production en radicaux hydroxyle identiques en présence ou en I'absence de 1,7 mM de sel. En effet, la
premiere partie de la courbe, entre 0 et 0,3 nM en NPo, est identique dans les deux cas (Figure 1l 39). Au-dela
de 0,3 nM, dans le cas d’une solution dépourvue de sel nous observons une diminution de la valeur de la pente
entre 0,3 et 1 nM jusqu’a I'apparition d’un plateau au-dela de 1 nM. Dans le cas d’une solution de NaCl a 1,7
mM, les productions d’électrons et de radicaux hydroxyle atteignent directement un plateau au-dela de 0,3
nM en NPo. La somme des rendements de production maximaux de radicaux hydroxyle et d’électrons est donc
différente en présence ou en I'absence de NaCl. Ce phénomeéne avait également été mis en évidence pour les

radicaux hydroxyle sous N; (partie 111.B.3).

Nous avons donc tracé la Figure Il 40 afin de mieux mettre en évidence I'influence de la présence de sel

sur |"électron.
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Figure 111 40 : Rendements en électrons en fonction de la concentration en NPo en présence et en I'absence de 1,7 mM de NaCl.

Sous atmospheére inerte, les résultats mettent en évidence des rendements de production d’électrons
identiques avec ou sans sel. Au-dela de 0,3 nM, la production maximale d’électrons est impactée par la
présence de sel. En effet, une diminution de 25% du Ge-max €St mesurée en présence de sel. Dans des conditions
aérées, les résultats montrent que la présence de sel impacte le rendement de production d’électrons. Alors
gu’aucune surproduction n’est observée en absence de sel, la présence de 1,7 mM de sel en solution conduit
a une efficacité de production d’électrons dGe/d[NPo] = 321 + 20 nmol.J? par nM de NPo entre 0 et 0,3 nM.
Au-dela de 0,3 nM un plateau est atteint et Ge.max= 300 nmol.J 2. Puis cette valeur s’effondre entre 1 et 4 nM

pour revenir a une surproduction d’électrons nulle.

Ici encore, nous mettons en évidence un réle particulier du dioxygéne moléculaire dans le processus de
production d’espéces radicalaires en présence de NPo. En effet, dans le cas d’une atmosphere oxygénée, la
présence d’oxygéne influe sur les productions de radicaux hydroxyle (cf partie 111.D.3.) et d’électrons en
présence de sel. Alors que I'efficacité de production des radicaux hydroxyle diminue en présence de sel, celle
des électrons augmente. Ces résultats sont inattendus puisque des tendances différentes sont observées pour
les productions d’électrons et de radicaux hydroxyle, suggérant une décorrelation des productions de ces deux

radicaux.
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3. Influence du type de rayonnement (rayons y versus rayons X)

Comme pour les radicaux hydroxyle, nous avons quantifié les électrons sous rayonnement y. Pour la

conversion de G7on €n Gho., NOUs nous sommes basés sur les valeurs de Gyo. a 0 nM en NPo suivantes: Gho-n20

= GHo-N20/02 = 560 = 70 nmol.J? [Spinks, 1990].

La Figure Ill 41 met en évidence I'influence du rayonnement sur les rendements de production d’électrons

sous atmosphéres aérée et inerte. La Table Ill 16 donne les valeurs de dGyo./d[NPo] dans une gamme de

concentrations de 0 a 0,3 nM.
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Figure 111 41: Rendements en électrons en fonction de la concentration en NPo avec des rayons X ou gamma.

dGro-+e/d[NPO] dGe/d[NPo]
NPo non fonctionnalisées N,O N, N.O - N>
dGho./d[NPo] Gamma 5466 + 373 2361 + 64 3105 + 309
NPo non fonctionnalisées N,O/O, Air N>O/O; - Air
dGro./d[NP0o] Gamma 950 + 104 350 +33 600 £ 71

Table Il 16 : Efficacités de production de radicaux entre 0 et 0,3 nM en présence de NPo non fonctionnalisées sous différentes

atmospheéres.

Sous atmosphére inerte, pour des rayons gamma, dG../d[NPo] = (3105 + 309) x [NPo] + 280 nmol.J*entre

0 et 0,3 nM de NPo. A 0,25 nM de NPo, cela correspond a une valeur surproduite de 776 nmol.J d’électrons

comparativement aux 312 nmol.J? produits pour des rayons X. Par ailleurs, quelle que soit la concentration en
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NPo entre 0 et 4 nM, la production d’électrons est deux fois plus importante sous rayonnement gamma que
sous rayonnement X (Figure 111 41). Sous atmosphére aérée, dG../[NPo]= (600 * 71) x [NPo] + 280 nmol.J 7%, soit
une valeur surproduite 3 0,25 nM de 150 nmol.J d’électrons. Au-dela de 0,3 nM, la production d’électrons
augmente selon la méme allure de courbe de saturation décrite précédemment. A partir de 1 nM de NPo, le

rendement de production maximal d’électrons est atteint et Ge.max = 600 nmol.J 2.

Ainsi, quel que soit le rayonnement, en présence d’oxygene, les productions de radicaux hydroxyle et

d’électrons sont toutes deux affectées. Cependant, cet impact est différent en fonction du rayonnement

(Figure 111 42).
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Figure Il 42 : Variation de I’efficacité de production en radicaux hydroxyle et en électrons pour différentes concentrations en
dioxygéne et pour deux types de rayonnements : des rayons X de 17,5 keV et des rayons y de 1,2 MeV. X symbolise HO" ou I’électron.
Si pour un rayonnement vy, les évolutions des efficacités de production de HO® et d’électrons sont similaires,
pour un rayonnement X, ce n’est pas le cas. En effet, dans des conditions aérées, plus aucun électron n’est
qguantifié pour un rayonnement X, alors que pour un rayonnementy, il reste encore 20% des électrons produits
sous atmospheére inerte. Ces observations mettent en évidence une grande différence entre rayonnements X
et y, suggérant une grande différence des propriétés et donc des réactivités des électrons produits dans ces

deux cas.

4. Influence de la fonctionnalisation

Il est intéressant de quantifier I'impact de la fonctionnalisation sur la production d’électrons afin de
comprendre dans quelle mesure les productions d’électrons et de radicaux hydroxyle sont liées ou non. Pour

des rayons X de 17,5 keV, nous avons montré que tous les électrons sont captés par I'oxygene sous atmosphere
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aérée. Nous avons donc étudié I'impact de la fonctionnalisation sur la production d’électrons sous atmosphere
inerte. Nous avons donc effectué les expériences sous N, et N;O comme précédemment. Les résultats obtenus
sont répertoriés Table lll 17 et les efficacités de production d’électrons calculées sont reportées sur un graphe

en fonction du nombre d’atomes de recouvrement (Figure Il 43).

dGro-re JA[NPO] dG./d[NPo]
N2O N2 N20 - N2

dGro./d[NP0] NPo 2797 + 496 1248 £ 102 | 1549 + 506

dGro./d[NP0o] NPO@PEGi000 2103 £ 299 702 £100 | 1401 =315
dGro./d[NP0o] NPO@PEGao00 1658 + 192 898 + 86 760 £ 210
dGho./d[NP0o] NPo@S-PEG3500-COOH 1111+ 78 250 £ 17 861 + 80
dGho./d[NPo] NPo@S-PEG3s00-NH> 277 +18 159 +6 118 £ 19
dGho./d[NPo] NPo@HSA 952 £ 90 1135 839+ 90

Table Il 17 : Valeurs des efficacités de production en radicaux hydroxyle pour différents types de NPo fonctionnalisées de 32 nm de
diameétre sous N; et NO.
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Figure Il 43 : Influence de la fonctionnalisation des NPo sur I’efficacité de production en électrons: dépendance en fonction du
nombre d’atomes constituant le recouvrement des NPo.

La Figure 1ll 43 rend compte de l'influence de la fonctionnalisation sur I'efficacité des NPo a produire des
électrons quantifiables en solution. Ces résultats mettent en évidence une diminution de la quantité
d’électrons lorsque le nombre d’atomes constituant le recouvrement des NPo augmente. Cette diminution
pourrait étre considérée comme linéaire hormis pour les NPoO@PEGag00. Nous avions déja mis en évidence un
résultat déviant pour ce type de NPo en comparant les efficacités de production en radicaux hydroxyle sous

air et sous Ny (Figure 11l 34). Peut-étre cela suggére-t-il un probléme avec le lot de PEGaono utilisé pour toutes
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nos expériences? Une telle dépendance des productions d’électrons est compréhensible puisque les électrons
éjectés doivent traverser la couche de fonctionnalisation pour s’en extraire. Ainsi plus le nombre d’atomes
composant le recouvrement augmente, plus la probabilité de collision de I'électron éjecté est grande. Les
électrons perdent alors progressivement leur énergie cinétique et moins il y a d’électrons capables de

traverser |'intégralité du recouvrement.

Au cours des deux derniéres parties, nous avons mesuré l'impact de la fonctionnalisation sur les
productions de radicaux hydroxyle et d’électrons. La Table 11 18 donne les pourcentages de pertes de radicaux
pour des NPo fonctionnalisées comparativement a la production quantifiée pour des NPo non

fonctionnalisées.

HO e
dGho./d[NPo] NPo (nmol.J* par nM de NPo) | 1248 + 102 | 1549 + 506
dGho./d[NPo] NPO@PEG:000 -44% -10%
dGo./d[NPo] NPO@PEGaon -28% -51%
dGo./d[NP0] NPO@S-PEGss0-COOH -80% -45%
dGho./d[NP0] NPo@S-PEGasoo-NHz -88% -93%
dGho./d[NPo] NPO@HSA -91% -45%

Table Il 18 : Pourcentages de perte d’efficacité de production des radicaux hydroxyle et des électrons pour différents types de NPo
fonctionnalisées comparativement a Iefficacité de production radicalaire mesurée pour des NPo non fonctionnalisées sous N.

Sous atmosphere inerte, ce tableau confirme des évolutions différentes des pertes d’électrons et de
radicaux hydroxyle en fonction du recouvrement. Il semble que les quantités d’électrons et de radicaux
hydroxyle mesurées soient décorrélées I'une de I'autre. L'impact du recouvrement dépend donc, d’une part
de sa nature, mais également du nombre d’atomes qui le composent. Pour des NPo@PEG1g00, beaucoup de
radicaux hydroxyle sont perdus (-40%) alors que I'impact sur la quantité d’électrons produits est faible (-10%).
On pourrait alors penser que le PEG capte efficacement les radicaux hydroxyle. Or, pour un recouvrement du
méme type 4 fois plus dense (cas des NPO@PEGao00), 51% des électrons sont captés contre seulement 28% de
radicaux hydroxyle. Les NPo@S-PEG3s500-COOH et NPo@HSA possédent un nombre d’atomes de recouvrement
similaire et peuvent donc nous permettre de comparer I'impact de la présence de nombreux atomes de soufre
dans le recouvrement. Dans les deux cas, environ 80% des HO® et 45% des électrons sont captés par le
recouvrement sachant que pour le PEG thiolé, les atomes de soufres sont liés a la surface des NPo et pour la
protéine, ils sont dispersés dans le recouvrement. Il ne semble donc pas y avoir d’'impact significatif de la
présence d’atomes de soufre dans le recouvrement. Ce serait donc plutot le nombre d’atomes de

recouvrement identique de ces deux fonctionnalisations qui serait responsable d’une telle similitude. Les
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NPo@S-PEGss0-NH2 correspondent au recouvrement le plus important. Dans ce cas, environ 90% des radicaux
hydroxyle et des électrons produits sont perdus. Comme discuté dans la partie 11.B.4, il n’est pas possible de
qguantifier I'impact de la charge sur les productions d’électrons et de radicaux hydroxyle puisque deux
parametres varient entre les NPo@S-PEGss00-NH; et les NPo@S-PEG3s00-COOH: la charge et le nombre

d’atomes de recouvrement.

Les résultats décrits ci- dessus se concentraient sur les efficacités de production en électrons, c’est-a-dire
sur la premiére partie de la courbe de quantification en fonction de la concentration en NPo. A présent, nous
allons nous intéresser a I'impact de la fonctionnalisation des NPo sur les rendements maximum en électrons
produits. La Figure Ill 44 met en évidence les rendements de formation de I'électron en fonction de la

concentration en NPo jusqu’a 15 nM pour différentes fonctionnalisations sous atmosphére inerte.
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Figure 11l 44: Rendements en électrons en fonction de la concentration en NPo pour différentes fonctionnalisations des NPo sous
atmosphére inerte.

La Figure Ill 44 montre que les plateaux correspondant aux rendements maximum d’électrons sont
atteints a partir de concentrations en NPo différentes suivant le type de NPo fonctionnalisées comme pour les
Gho-max. Les hauteurs les incertitudes des plateaux ont été déterminées comme précédemment et sont
données Table Il 19 et mettent en évidence un impact du recouvrement sur le rendement maximal

d’électrons. La Figure Ill 45 représente les valeurs de Ge.max €n fonction de la densité du recouvrement sous

atmosphere inerte.
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HO* e
Gmax NP0 940 +£110 | 860 + 150
Gmax NPO@PEG1000 650 £ 100 | 900 + 40
Grmax NPO@PEGa000 670 +100 | 600 +50
Gmax NPO@S-PEG3s0,-COOH 630+20 | 720+ 100
Gmax NPO@S-PEGss00-NH> 725+ 50 610 £ 20
Gmax NPO@HSA 650 + 100 | 1110 + 400

Table 11l 19: Impact de la fonctionnalisation sur les rendements de production maximum d’électrons et de radicaux hydroxyle sous
atmospheére inerte.
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Figure 1ll 45: Dépendance du rendement maximal de production d’électrons en fonction de la densité atomique de recouvrement des
NPo.

Sous atmosphére inerte, les résultats montrent une faible diminution de Ge.max €n fonction de la densité
du recouvrement jusqu’a 30% pour 365 atomes.nm™ de recouvrement comparativement a des NPo non
fonctionnalisées. Au regard des valeurs reportées Table Il 19, les résultats montrent des impacts similaires du

recouvrement sur les rendements de production maximum d’électrons et de radicaux hydroxyle.

Au sein de cette partie, nous avons présenté la premiére quantification de la production d’électrons en
présence de NPo soumises a un rayonnement ionisant. A nouveau, nous avons mis en évidence une influence
du rayonnement incident et de la quantité de dioxygéne en solution. L'influence de la fonctionnalisation sur

I’efficacité de production des électrons a montré une diminution linéaire en fonction du nombre d’atomes de
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recouvrement menant a 90% de perte de cette efficacité. Par ailleurs, nous avons confirmé que la
concentration en NPo optimale pour laquelle les productions de radicaux hydroxyle et d’électrons sont
maximales est dépendante du type de NPo. Nous avons alors conclu que pour des concentrations en NPo plus
élevées (entre 1 et 15 nM), I'impact du recouvrement est plus faible et conduit a une diminution de Ge-max
maximale de 30%. La partie suivante de ce travail s’attache a la discussion de tous les résultats de

guantification des espéces radicalaires obtenues dans ce travail.
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F. Discussion, aspect mécanistique

Des nanoparticules de 32 nm de diamétre ont été synthétisées par la méthode de Turkevitch et
différentes fonctionnalisations ont été réalisées et caractérisées finement par multiplication de techniques
d’analyse complémentaires (Table 11l 20). Nous avons établi un protocole fiable et reproductible, permettant
le dosage des radicaux hydroxyle et des électrons en présence de NPo soumises a un rayonnement ionisant,
comme discuté dans la partie Ill.C. Nous avons mis en évidence plusieurs interférences a ce dosage comme
par exemple une extinction de la fluorescence de la 7-hydroxycoumarine en présence de NPo. Il était donc
indispensable de réaliser un ensemble de controles pour s’assurer de la validité de ce protocole. L'importance
d'un tel protocole est qu’il peut étre généralisé a tous les types de nano-objets aujourd'hui étudiés pour des
applications biologiques (quantums dots, nanoparticules d’autres métaux) sous couvert des vérifications

nécessaires a sa validation.

Le dosage des radicaux hydroxyle et des électrons en fonction de la concentration en NPo a mis en
évidence une dépendance a I'allure de courbes de saturation décomposables en 3 parties. La premiere partie
de cette courbe correspond a une augmentation linéaire de la production de radicaux avec la concentration
molaire en NPo représentant leur rendement de formation. Ces rendements ont été étudiés en fonction de
différents paramétres tels que la présence de dioxygene et de sel, 'impact de la fonctionnalisation des NPo
ou encore linfluence du rayonnement incident. Pour des concentrations plus élevées de NPo, un
ralentissement de la production conduit a I'apparition d’'un maxima représentant le rendement maximal de
formation des radicaux. Une augmentation supplémentaire de la concentration en NPo conduit a un plateau
et/ou a une décroissance du rendement de production en espéces radicalaires. Cette allure pourrait étre due
a des phénomeénes de recombinaison entre radicaux ou entre radicaux et NPo favorisés par leur quantité de
plus en plus importante. L’ensemble de nos résultats montre que I’environnement local des NPo joue un role
majeur sur les productions maximales de radicaux. En effet, les courbes obtenues en présence d’une faible
qguantité de sel ont montré une forte variation de la hauteur du plateau. La présence d’ions Na* et Cl" en
solution pourrait affecter les phénomenes de recombinaison en surface des NPo. Ainsi la concentration en
NPo a partir de laquelle le plateau est atteint peut étre modifiée, et cet impact se répercute sur la hauteur du
plateau et donc le rendement de production maximal en radicaux. Nous avons également montré que le
rendement maximal en radicaux est influencé par la présence d’un recouvrement a la surface des NPo. Ainsi,
la présence locale d’ions ou de ligands au voisinage de la surface des NPo sont des facteurs importants pour

le processus de radiosensibilisation.
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1. Production massive
L’ensemble des efficacités de production déterminées est reporté Table Il 20.
ATMOSPHERE
SATUREE
INERTE AEREE EN O,
RAYONS X 17,5 keV HO* e HO* e HO*
NPo 1248 £ 102 | 1549 £506 | 707 +85 -73+£80 258 £ 33
NPo@PEGiom 702 +100 | 1401 +£315| 465%56
NPo@PEGaono 898 + 86 760210 | 142+17
NPo@S-PEG3500-COOH 250 £ 17 861 + 80 156 + 12
NPo@S-PEGss00-NH> 159+ 6 118 £ 19 66 + 18
NPo@HSA 113+5 839 £ 90 53+5
NPo 1,7 mM NacCl 115776 | 159670 | 290+ 18 321 £20
RAYONS GAMMA 1,2 MeV HO* e HO* e HO*
NPo 2361 +64 | 3105+309| 350+£33 600 £71 7+13

Table 11l 20: Rendements de production des espéces radicalaires déterminés dans cette étude. Les rendements sont exprimés en
nmol.JX par nM de NPo. Différentes atmospheres et différents parametres ont été étudiés (fonctionnalisation des NPo, type de
rayonnement, présence de sel).

Le premier résultat frappant est la production massive de radicaux mesurée, inattendue par les
prédictions physiques. Considérant l'interaction entre rayons ionisants et NPo, nous pouvons calculer
I'absorption supplémentaire due a la présence de nanoparticules en solution a I'aide des coefficients
d’absorption massiques (partie 11.C.2). Des NPo de 32 nm de diamétre sont composées d’environ un million
d’atomes d’or par nanoparticule (59 atomes.nm= [Kittel, 1996]). Les coefficients d’absorption massiques de
I'or et de 'eau sont respectivement égaux a 1,106 x 10> cm2.g* et 1,118 cm?.g* pour des rayons X de 17,5 keV
et a 5,971 x 102 cm?.g? et 6,457 x 10* cm?.g? pour des rayons y de 1,2 MeV [NIST]. Le supplément
d’absorption des rayons X d{ a I'or pour un échantillon contenant 1 nM de NPo (équivalent a une fraction
massique de 2,07 x 10**) est alors donné par : 2,07 x 10 x 1,106 x 102 / (1,118) = 2,04 x 102. De méme pour
un rayonnement y: 2,07 x 10* x 5,971 x 10 / (6,457 x 10%) = 1,91 x 10*. ’augmentation de I'énergie des
rayons X déposée dans I'échantillon est donc de 2% par nM de NPo et de 0,02% pour des rayons y. Dans un

premier temps, nous pouvons supposer que toute I'absorption supplémentaire due a I'or est a 'origine de la
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surproduction d’électrons dans le milieu en présence de NPo comparativement a la radiolyse de I'eau seule.
Alors, la concentration en électrons générée en fonction de la concentration en NPo peut étre estimée a 200
x 0,02 = 4,0 nmol.J! d’électrons par nM de NPo puisque Ge. = 200 nmol.J? [Fulford, 2001] pour des rayons X.
Respectivement, pour des rayons y, 280 x 1,91 x 10 = 0,05 nmol.J! d’électrons par nM de NPo pourraient
étre produits puisque Ge. = 280 nmol.J? [Spinks, 1990]. Cette production est bien plus faible que la quantité
d’électrons mesurée. L'absorption physique due a l'or n’est donc pas capable de rendre compte du
phénomeéne compte tenu de la tres faible masse d’or présente en solution. Les quantités massives de radicaux
guantifiées ont suscité de nombreuses interrogations, en particulier, comment rendre compte de telles

guantités de radicaux produits ?

Un effet local ?

Une premiére hypothése serait une concentration locale en coumarine a la surface des NPo qui
augmenterait I'efficacité de la capture du radical hydroxyle par la coumarine et par conséquent la quantité de
radicaux dosée. En effet, la répartition spatiale de la coumarine n’est pas homogene en solution, alors que les
valeurs de rendements radiolytiques G que nous donnons en présence de NPo correspondent a des
productions moyennes en solution. Cependant, il faut remarquer que nos mesures sous atmosphére inerte
sont identiques en présence de 1,7 mM de NaCl a celles réalisées sans sel (Table 11l 20). Or nous avons montré
qgue le sel a un role majeur dans l'interaction coumarine-NPo puisqu’il influe sur le nombre de coumarines
adsorbées a la surface des NPo. S’il s’agissait d’un effet local, un impact non négligeable de la présence de sel
devrait étre observé, ce qui n’est pas le cas. Ainsi, nous pouvons exclure le fait qu’un effet local rende compte

des quantités massives de radicaux mesurées.

La dose ?

Une deuxiéme hypothese permettant d’expliquer les grandes valeurs de rendements mesurées pourrait
étre liée a la définition du rendement radiolytique. Ce dernier est défini comme le rapport entre la quantité
de matiere d’une espeéce issue de la radiolyse et la quantité d’énergie absorbée (c’est-a-dire la dose). Dans
cette étude, nous avons effectué de nombreux contrdles afin d’assurer la quantification des radicaux mesurés.
Mais la dose utilisée dans ce calcul de rendement pourrait étre remise en question. En effet, nous avons
considéré la dose dans la solution colloidale comme I'équivalent de la dose dans I'eau. En effet, le calcul
précédent utilisant les coefficients d’absorption massique montre une augmentation de la dose de 2% pour
des atomes d’or répartis en solution. Cependant, nos résultats montrent que ces coefficients ne sont pas
adaptés pour rendre compte du phénomene de radiosensibilisation par les NPo. Il serait donc possible que
I’état colloidal des NPo soit a la base d’'une augmentation de la dose en solution. Afin de vérifier cette

hypothese, il serait donc nécessaire d’établir une dosimétrie absolue en présence de NPo. La réalisation de ce
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type d’expérience est loin d’étre triviale. En effet, ces mesures nécessitent un dispositif spécial ainsi qu’une
maitrise de la pureté et du contenu en gaz dissous de I'eau, afin de mesurer I’élévation de la température au

sein du calorimeétre sous irradiation en présence de NPo [Rapp, 2010].

Un processus catalytique ?

Une troisieme hypothése n’exclut pas que les NPo puissent étre a I'origine d’un processus catalytique qui
rendrait la radiolyse particulierement efficace. Il a été proposé, sur la base de calculs théoriques, que les
couches d’eau aux interfaces eau-solide soient structurées [Carrasco, 2012; Saavedra, 2014; Soussi, 2013]
(Figure 11l 46). Il s’ensuit la formation de liaisons hydrogene supplémentaires entre les molécules d’eau a la
surface des NPo, affaiblissant les liaisons H-O par allongement ou rétrécissement des liaisons
intramoléculaires. Ces liaisons sont contraintes et pourraient donc étre plus faciles a rompre. Les électrons
éjectés de la nanoparticule ou produits par radiolyse en solution seraient alors susceptibles de casser ces
liaisons plus facilement pour produire HO® et H®. Aurait alors lieu une catalyse hétérogéne de la dissociation
d’'une molécule d’eau. Si une telle catalyse pouvait étre responsable d’une forte production de radicaux

hydroxyle en solution, elle n’expliquerait pas la production massive d’électrons quantifiée.

'3 e
\? 6.
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Figure Il 46 : Schéma d’une couche d’eau structurée a la surface d’une NPo.

Considérons a présent les différentes voies mécanistiques possibles afin de rendre compte de I'origine

des radicaux mesurés.
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2. Mécanisme de production
Une radiolyse secondaire ?

Afin d’expliquer I'effet radiosensibilisateur des NPo, il est généralement proposé dans la littérature que,
sous rayonnement ionisant, les nanoparticules émettent des électrons responsables d’une radiolyse
secondaire en solution lors de leur interaction avec le rayonnement [Butterworth, 2013]. Les électrons
énergétiques générés (photoélectrons, électrons Auger) par effet photoélectrique (rayons X) ou Compton
(rayons y) pourraient étre considérés comme une source secondaire de radiolyse et ainsi produire des
électrons hydratés et des radicaux hydroxyle supplémentaires. Mais ils pourraient également se thermaliser.
Le processus de thermalisation implique de nombreuses collisions entre les électrons et les molécules d’eau
du milieu. L’électron perd petit a petit son énergie et devient un électron de basse énergie (EBE ; E < 30eV). Il
est depuis longtemps connu qu’un métal soumis a un rayonnement X produit des EBE [Henke, 1977]. Ce n’est
que plus récemment que plusieurs groupes se sont penchés sur la production d’EBE par des NPo soumises a
des photons [Casta, 2014a; Casta, 2014b; Chow, 2012]. Ces études mettent en évidence la production directe
d’une cascade d’EBE ou indirecte via la production d’électrons ou de photons secondaires par les NPo. Ces EBE
sont connus pour étre tres réactifs et capables d’induire des lésions a ’ADN ou a d’autres biomolécules
[Boudaiffa, 2000; Sanche, 2005] via un processus d’attachement électronique dissociatif. Cependant toutes
les connaissances concernant les EBE proviennent d’études théoriques ou d’expériences menées en phase gaz
ou solide, sous vide voire méme sous ultra-vide. Il serait donc intéressant de mettre en évidence I'effet de ces
électrons en solution aqueuse et leur capacité a dissocier I'eau pour produire HO® et H" de maniere tres

efficace.

Ce mécanisme de radiolyse secondaire implique des productions d’électrons et de radicaux hydroxyle en
quantités égales. Cependant, plusieurs résultats de cette thése ne sont pas en accord avec une production
exclusive de radicaux par cette voie. En effet, sous rayonnement vy, la production d’électrons est 30% plus
élevée que la production de radicaux hydroxyle. De méme, sous rayonnement X, une méme production
d’especes réductrice et oxydante n’est pas totalement respectée. Par ailleurs, I'ajout d’une faible quantité de
sel en solution a montré un impact opposé sur les quantités d’électrons et de radicaux hydroxyle produites
lors d’une irradiation X dans des conditions aérées. En effet, la production de radicaux hydroxyle diminue de
50% en présence de 1,7 mM de NaCl comparativement a la méme expérience sans sel, alors que la production
d’électrons mesurée en présence de sel est réduite a zéro en I'absence de sel. Ce comportement opposé de la
production de ces deux radicaux nous améne donc a considérer une nouvelle voie mécanistique décorrélant

leurs origines. De plus, ce travail a mis en évidence un impact différent du recouvrement des NPo sur ces
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productions sous atmosphere inerte (Figure Il 34, Figure Ill 36, Figure Ill 43, Figure Ill 45). Ce qui ne semble

pas étre compatible avec une production de radicaux uniqguement par radiolyse secondaire.

C’est pourquoi nous proposons le schéma suivant pour expliquer la production d’espéces radicalaires par

des NPo soumises a un rayonnement ionisant (Figure 11l 47).

Radiolyse o

. ' H, HO’
d Qhyd. >
secondaire N
0,
Photon ) ..
/\ Ohyq, Ep O
— thermalisation 0,
NPo

Réduction

HO' & H,0" H,0 Oxydation

Figure 11l 47: Représentation schématique des processus proposés pour rendre compte des quantités trés élevées d'électrons et de
radicaux hydroxyle dosés dans des solutions irradiées de NPo.

L'interaction entre des photons de haute énergie et une nanoparticule conduit a I'éjection d’électrons
qui va de pair avec I'apparition de lacunes en surface (e, i*). Les électrons éjectés peuvent alors directement
se recombiner avec une NPo, se thermaliser ou encore générer une radiolyse secondaire dans le milieu et
produire ainsi des espéces radicalaires secondaires (HO®, H*, e'w,q). Quelle que soit leur voie de formation, les
électrons hydratés sont quantifiés par notre protocole de dosage en présence de N,O. Quelques réactions de
réduction pourraient survenir en surface, comme par exemple la réduction d’éventuelles molécules de citrate
résiduelles. L'ion H30" pourrait également réagir en surface pour former H,, cette derniére espece ayant été
observée en grande quantité pour des NPo de tailles et de concentrations plus élevées que dans cette étude
[Merga, 2006]. En plus de cette radiolyse secondaire, une production supplémentaire de radicaux hydroxyle

pourrait étre causée par réaction d’'une molécule d’eau avec le cation i*, peut étre via la formation de H,O™
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[Ma, 2013]. Ce schéma révele donc deux voies de production paralleles : une radiolyse secondaire et la

formation du radical hydroxyle par le cation i*.

Ce nouveau mécanisme supporte-t-il la comparaison avec nos résultats expérimentaux ?

Un trés fort impact de la quantité d’oxygene moléculaire sur les rendements en radicaux a été mis en
évidence. Considérant ce nouveau schéma, I'impact du dioxygene sur les productions radicalaires mesurées
peut étre expliqué en considérant la formation d’une paire d’ionisation (e, i*). Les électrons éjectés des NPo
se thermalisent et sont ensuite captés par O, pour former des anions superoxyde. O,*, produit pres de la
surface des NPo, peut alors réagir avec le cation pour former une nouvelle molécule de dioxygene. Cette
hypothése a déja été proposée dans le cas de semi-conducteur ou O, réagit avec le trou pour former O,
[Fujishima, 2000]. Une forte affinité du dioxygene avec la surface des NPo a été proposée sur la base de calculs
théoriques. S’il est communément admis qu'une telle affinité est énergétiquement défavorable pour I'or
massif, I'adsorption et la dissociation de O, a la surface de nanoparticules ont été largement proposées
[Boronat, 2010; Franceschetti, 2003; Jiang, 2009; Lopez, 2002; Mills, 2003; Remediakis, 2005; Roldan, 2009].
0O, pourrait étre ancré a la surface et s'insérer dans les liaisons Au-H pour former Au-OOH [Campbell] ou O-
Au-O [Franceschetti, 2003]. Dans tous les cas, la littérature est unanime sur l'interaction O,/NPo. Ainsi la
capacité de capture des électrons par O, pourrait avoir lieu au voisinage de la surface des NPo. Considérant
des molécules de dioxygéne adsorbées a la surface des NPo, les électrons éjectés des NPo pourraient réagir
avec O, et former O,". Cette réaction peut alors entrer en compétition avec I'oxydation de I'eau et réduire la
production de radicaux hydroxyle. Si seul I'électron hydraté peut étre capté par O, alors sa capture n’affecte
pas la production de radical hydroxyle par radiolyse secondaire. Or, nous avons également mis en évidence
un fort impact de la concentration en dioxygéne sur la production de radicaux hydroxyle. De plus, pour des
rayons X de 17,5 keV, en présence de dioxygéne, nous n’avons quantifié aucune surproduction d’électron
comparativement a la radiolyse de I'eau seule. Ainsi dans le cas ou seul I'électron hydraté est capté par le
dioxygéne, I'hypothése de radiolyse secondaire ne peut pas étre considérée seule. Dans ce nouveau
mécanisme, les deux voies de production du radical hydroxyle (radiolyse secondaire et réaction avec le cation
d’ionisation i*) seraient affectées par la présence d’oxygéne moléculaire en accord avec une diminution
significative de G(HO®) mesurée en fonction de la concentration en O, dans la solution colloidale. Cette
hypothese est également en accord avec les productions d’électrons et de radicaux hydroxyle plus élevées

sous atmosphére inerte que sous air.

Nos expériences ont également mis en évidence un fort impact de la présence de sel. Pfeiffer et al.

proposent que les anions Cl sont localisés en surface des nanoparticules [Pfeiffer, 2014], ceux-ci pourraient
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alors réagir avec le cation i*. Dans notre cas, cela pourrait expliquer la diminution de la production de radicaux
hydroxyle observée sous air en présence de NaCl. Cependant, nous n’avons observé aucun effet du sel dans
des conditions inertes, nous pouvons donc exclure I'occupation de la lacune i* par CI"a 1,7 mM de NacCl. Par
ailleurs, la présence de 1,7 mM de sel impacte également la production d’électrons sous atmospheére
oxygénée. En effet, si aucun électron n’a été quantifié pour des rayons X de 17,5 keV en présence de NPo sans
sel, la présence de 1,7 mM de NaCl a conduit a une production de 321 + 20 nmol.J! d’électrons par nM de
NPo. Nous proposons donc que le sel perturbe les processus impliquant le dioxygene via la modification de

son adsorption a la surface des NPo, par exemple.

Un autre des résultats significatifs de ce travail est la plus grande efficacité des rayons y par rapport aux
rayons X a produire des espéces radicalaires sous atmosphére inerte. En effet, dans ces conditions, G(e") et
G(HO") se sont révélés deux fois plus élevés pour des rayons y que pour des rayons X (Table 111 20). Ces résultats
sont inattendus car contraires aux prédictions théoriques qui s’appuient sur I'absorption supplémentaire due
a l'or et qui prévoit un maximum d’absorption vers 50 keV. Une premiére explication pourrait provenir d’'une
pénétration différente des deux rayonnements au travers d’une NPo. Nous avons donc vérifié que la
pénétration du rayonnement a travers de la solution de NPo ne constituait pas un facteur limitant dans le cas
des rayons X et ne pouvait donc pas étre responsable d’une telle différence. Pour des énergies de photons

_(&
respectives de 17,5 keV et 1,2 MeV, le rapport entre I'intensité transmise et I'intensité incidente IL =e () x
0

est égala1et0,999997 au travers d’'une NPo. Ainsi, la pénétration du faisceau incident dans les NPo n’explique
pas la différence de production radicalaire mesurée entre les deux types de rayonnement. En considérant le
processus de radiolyse secondaire, les électrons éjectés vont avoir des énergies différentes en fonction de
I’énergie du rayonnement incident ce qui pourrait étre la cause d’une telle différence. Ce résultat souligne la
nécessité d’étendre aujourd’hui le domaine de connaissances concernant les propriétés (quantité, énergie,
TEL) des électrons émis par des NPo soumises a un rayonnement ionisant en fonction de I'énergie du
rayonnement et de la taille des NPo. Considérons a présent une production via une paire électron-cation au
sein d’'une NPo. La vitesse de formation ainsi que la vitesse de diffusion des paires et leur taux de
recombinaison pourraient dépendre de I'énergie du rayonnement incident. Ainsi une énergie plus grande
pourrait diminuer le taux de recombinaison directe électron-cation. Il y aurait donc plus de paires efficaces
pour la génération de radicaux libres sous rayonnement y que sous rayonnement X. Par ailleurs, I'impact
différent de la quantité de dioxygéne en fonction du type de rayonnement (Figure Il 42) montre ici encore
des propriétés différentes des électrons émis en présence de NPo. Ce résultat confirme une nouvelle fois, la

nécessité d’une meilleure connaissance des propriétés des électrons émis par les NPo.
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La différence de production d’électrons entre une atmospheéere inerte et une atmosphére aérée
correspond aux électrons ayant été capté par le dioxygene. Des anions superoxyde seraient alors produits en
présence de NPo : G(O,™) ~ 1550 nmol.J par nM de NPo pour des rayons X de 17,5 keV car aucun électron
surproduit n’a été quantifié sous air dans ce cas. G(02") ~ 3100 - 600 = 2500 nmol.J"* par nM de NPo pour des
rayons y. Dans notre mécanisme, cette quantité de O," serait consommeée par sa réduction pour former O,
par l'ionisation en surface des NPo. Ces anions superoxydes ne seraient alors pas disponibles pour dégrader

une cible biologique.

En outre, nous avons observé deux comportements différents pour les productions du radical hydroxyle
et de I'électron en présence de NPo fonctionnalisées sous atmosphéere inerte. Les rendements en radicaux
hydroxyle et en électron sont trés impactés par la présence d’un recouvrement. Nous avons montré que le

rendement en électrons décrofit quasi-linéairement avec le nombre d’atomes constituant le recouvrement des

NPo. Le rendement en radicaux hydroxyle, quant & lui, décroit linéairement jusqu’a environ 4 x 10° atomes de
recouvrement puis atteint un minimum constant. Les électrons éjectés des NPo sont captés par le
recouvrement avant qu’ils ne puissent réagir avec I'eau pour produire des radicaux hydroxyle par radiolyse
secondaire, alors la production de HO® provenant de cette radiolyse secondaire devrait diminuer de facon

similaire ce qui n’est pas le cas ici.
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Figure 11l 48: Influence de la fonctionnalisation des NPo sur les rendements de production en radicaux hydroxyle et en électrons sous
atmospheére inerte : dépendance en fonction de I'épaisseur du recouvrement des NPo.

Cette décroissance peut aussi étre représentée en fonction de I'épaisseur du recouvrement (Figure 111 48). Un
électron d’une dizaine de keV tel que I'électron éjecté possede un libre parcours moyen dans I'eau d’une
vingtaine de nanometres [Emfietzoglou, 2009], il peut donc traverser le recouvrement et se solvater a une

distance éloignée des NPo. Pour les radicaux hydroxyle, la Figure lll 48 révele I'apparition d’'un minimum
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constant pour une épaisseur de recouvrement environ égal a 5 nm. Le radical hydroxyle, s’il est produit en
surface des NPo, doit traverser le recouvrement afin d’étre quantifié par la coumarine en solution. Sachant
que le radical hydroxyle posséde un libre parcours moyen d’environ 5 nm [Lesser, 2006; Roots, 1975], nous
pouvons proposer que les radicaux hydroxyle produit en surface (par i*) ne pourront pas s’échapper du
recouvrement des NPo et étre quantifiés par la coumarine. La surproduction moyenne de radicaux hydroxyle
de 200 nmol.J* mesurée pour des recouvrements dont I'épaisseur est supérieure 3 5 nm de fonctionnalisation
représenterait alors la part de radical hydroxyle produite par radiolyse secondaire par les électrons éjectés
loin des NPo dans 'eau. Les radicaux hydroxyle produits par radiolyse secondaire représenteraient alors
environ 15% de la surproduction totale et 85% des HO" seraient formés via une ionisation des molécules d’eau
par i* en surface des NPo. Ainsi, nous pouvons proposer que plus de 85 % des électrons éjectés des NPo se

thermaliseraient sans générer de radicaux hydroxyle.

Pour garder des NPo de 32 nm tres efficaces pour la production massive de radicaux hydroxyle, soit une
qguantité de radicaux produite au moins deux fois supérieure a celle produite en I'absence de NPo, un
recouvrement contenant moins de 4 x 10° atomes est nécessaire. Cette affirmation est valable pour la
premiere partie de la courbe de saturation précédemment décrite. Cependant, nous avons montré que quel
qgue soit le type de NPo, il existe une concentration optimale pour laquelle les productions de radicaux
hydroxyle et d’électrons sont maximales. Par ailleurs, nous avons également mis en évidence que cette
guantité était moins impactée par la fonctionnalisation que pour de faibles concentrations en NPo. En effet,
quel que soit le recouvrement des NPo, une diminution d’un maximum de 30% des productions maximales en
radicaux hydroxyle et en électrons ont été mesurées. Ainsi ces résultats sont rassurants et confortent les effets
radiosensibilisateurs qui ont pu étre reportés dans la littérature pour différents recouvrements. Pour des
applications radiothérapeutiques, il suffira donc a I’avenir de déterminer la concentration en NPo pour laquelle
les productions de radicaux sont maximales pour des recouvrements donnés et de choisir le recouvrement le

plus adapté pour minimiser la concentration en NPo injectée au patient.

En conclusion, nous avons mis en évidence des productions radicalaires massives en présence de NPo
soumises a un rayonnement ionisant. Ces quantifications nous ont conduits a proposer un nouveau
mécanisme de production de ces espéces en présence de NPo. Ce travail de these constitue donc un premier
pas vers la compréhension du phénomeéne de radiosensiblisation des NPo. En raison du caractere délétere
majeur du radical hydroxyle in vivo, notre étude in vitro, portant sur la quantification des radicaux hydroxyle
produits en présence de NPo, doit étre considérée dans un contexte biologique et notamment dans le contexte
de la radiosensibilisation. Pour la suite de cette étude, il sera donc pertinent de quantifier I'influence de la

fonctionnalisation des NPo sur I'effet radiosensibilisateur sur une cible d’intérét : en I'occurrence un plasmide

d’ADN.
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G. ADN

En raison des productions massives de radicaux hydroxyle quantifiées, nous avons voulu tester |'efficacité
de ces radicaux produits par les NPo a dégrader une cible : I’ADN. Pour ce faire, nous nous placerons dans des
conditions aérées et nous étudierons I'impact de la fonctionnalisation des NPo sur la dégradation d’'un
plasmide d’ADN. Dans la plupart des études in vitro traitant de radiosensibilisation, I’ADN est choisi comme
cible en raison de sa facilité de manipulation et de quantification des dommages qui lui sont causés par les
radicaux hydroxyle [Brun, 2009a; Butterworth, 2008; Carter, 2007]. Il est a noter que seulement quelques
grays sont nécessaires afin de dégrader I'’ADN de maniere significative, nous avons réalisé toutes nos
expériences a un débit de dose plus faible & savoir 3,4 Gy.min? (0,09 Gy.s!). Comme précisé au sein de la
littérature [Sicard-Roselli, 2014], un abaissement du débit de dose conduit a une augmentation de la
production en radicaux hydroxyle en fonction de la concentration en NPo. Cependant, la variation de la
production de radicaux entre 20 et 3,4 Gy.min! (respectivement 0,33 et 0,09 Gy.s!) est négligeable. En effet,
nous avons déterminé expérimentalement des valeurs respectives de dGson/d[NPo] de 14,6 et 14,9 nmol.J?

par nM de NPo. Ainsi, dans ces deux conditions : Guo. = (707 + 85) x [NPo] + 200 nmol.J"? par nM de NPo.

Nous avons résolu les différentes conformations du plasmide d’ADN irradié et quantifié sa dégradation sur gel
d’électrophorése a 1% en agarose. Cette quantification de la dégradation de I’ADN ne rend compte que des
cassures du plasmide et non des modifications de bases. La Figure 1ll 49 met donc en évidence la différence

de migration des différentes conformations de I’ADN.

Dose (Gy) Dose (Gy)
0 0 16 24 4 56 7 0 0 16 24 4 56 7
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Figure 111 49 : Mise en évidence des différentes configurations d’un plasmide d’ADN. Avant irradiation, ’ADN est
majoritairement sous forme surenroulée (SC). Une cassure simple brin modifie sa topologie : il devient circulaire (C), une
cassure double entraine sa linéarisation (L). Les échantillons d’ADN irradiés ont recu des doses allant jusqu’a 7 Gy en
présence ou non de 1 nM de NPo avec un rapport ADN : NPo de 10 : 1. Les irradiations ont été effectuées avec des
rayons X de 17,5 keV et un débit de dose de 0,09 Gy.s™.
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La Figure 111 49 met en évidence que I’ADN non irradié est majoritairement sous la forme surenroulée (a
85%). Il est également présent sous une forme concatémeére SC-SC. Aprés irradiation, la proportion d’ADN
surenroulé diminue avec la dose et on note I'apparition de la forme circulaire : il se produit donc des cassures
simple brin (SSB). Les gels montrent également la présence d’autres bandes peu intenses correspondant aux
formes concatémériques® (CT) ou & des associations covalentes (cross-link) entre les configurations
surenroulée et circulaire. Il est important de noter que la présence de NPo ne perturbe pas la migration des
différentes conformations de I'ADN et n’induit pas l'apparition de nouvelles especes sur le gel
d’électrophorése. Par ailleurs, en comparant I'intensité des bandes correspondantes aux formes SC et C avec
et sans NPo, pour une méme dose, on constate que l'intensité de la bande SC est moins forte en présence
gu’en 'absence de NPo. De facon analogue, I'intensité de la bande C est plus forte en présence qu’en I'absence
de NPo. Aussi ces observations témoignent d’ores et déja d’un effet radiosensibilisateur des NPo. Pour chaque
échantillon, nous avons tracé le profil électrophorétique et intégré tous les pics obtenus (SC, C, L ainsi que les
formes concatémériques et cross-link). Le pourcentage que représente I'aire de la forme surenroulée est alors
calculé par rapport a I'aire totale de tous les pics. La dégradation de ’ADN SC a alors été quantifiée en fonction

de la dose d’irradiation.

Pour réaliser notre étude, nous souhaitons nous placer dans les meilleures conditions possibles, a savoir
pour un effet radiosensibilisateur maximal. Nous avons donc choisi une concentration de 1 nM en NPo, qui
est la concentration minimale pour laquelle la production de radicaux hydroxyle est maximale (début du
plateau). Nous nous sommes intéressés a I'influence du ratio ADN : NPo pour un nombre de NPo (et donc de
HO") constant. A priori, pour un nombre de radicaux hydroxyle constant, nous devrions obtenir un nombre de
dégats a I’ADN constant. Nous avons donc déterminé la décroissance de I’ADN sous sa force surenroulée pour
des solutions aérées avec des concentrations finales de 1 nM pour les NPo et de 0 a 24 nM pour le plasmide
d'ADN. Dans chaque cas, le pourcentage d’ADN surenroulé décroit linéairement en fonction de la dose
d’irradiation dans la gamme explorée, soit entre 0 et 7 Gy. La Figure Ill 50 représente la variation du facteur
de radiosensibilisation en fonction du ratio ADN : NPo. Le facteur de radiosensibilisation (EF) est défini comme

le rapport des pentes de ces courbes en présence et en I'absence de NPo.

8 Les formes concatémériques sont en fait des dimeéres non covalents SC-C et SC-SC [Cai, 2005].



134

2,2 A

1,6 -

1,2 4

0,8 T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30

Concentration en ADN (nM) pour 1 nM de NPo

Figure 111 50 : Dépendance du facteur de radiosensibilisation (EF) en fonction du ratio ADN : NPo. La concentration en NPo
est fixée a 1 nM et la concentration en plasmide varie. Les barres d’erreur correspondent aux écarts-types d’un
minimum de trois expériences indépendantes.

Quel que soit le ratio ADN : NPo, un effet radiosensibilisateur est observé. De plus, ces résultats mettent
en évidence une augmentation du facteur de radiosensibilisation entre 0 et 10 plasmides d’ADN par NPo. Puis,
entre 10 et 24 plasmides par NPo, I'effet radiosensibilisateur diminue. Aussi, la dépendance observée présente
un maximum pour un ratio ADN : NPo de 10 : 1 avec une valeur de 2. Ce résultat est surprenant puisque pour
une méme concentration en NPo (1 nM ici) la quantité de radicaux hydroxyle est constante. Ce résultat
suggere un role de la distance ADN-NPo et/ou de la structure de I’ADN qui peut varier avec sa concentration.
Cependant ce travail ne fait pas I'objet principal de notre étude et ne sera pas plus développé ici. Le second
résultat significatif de cette analyse concerne la valeur du facteur de radiosensiblisation. Elle vaut au maximum
de 2 pour un rapport ADN:NPo de 10:1 alors que nous avons quantifié une quantité de radicaux hydroxyle
environ 4 fois plus importante qu’en I'absence de NPo. Cela signifie que tous les radicaux hydroxyle ne sont

pas efficace pour produire des cassures simple brin a I’ADN.

La Figure Ill 51 présente I'impact de la fonctionnalisation sur la perte de la forme surenroulée de I’ADN
en fonction de la dose dans I’eau d’ou sont calculés les facteurs de radiosensibilisation pour chaque type de
NPo rassemblés Table Ill 21. Par exemple, nous avons obtenu des pentes de respectivement 8,2 et 4,1 pour
des échantillons d’ADN en présence et en I'absence de NPo. Aussi le facteur de radiosensibilisation des NPo

non fonctionnalisées est de 8,2/4,1 = 2,0.
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Figure 11l 51 : Influence de la fonctionnalisation des NPo sur la dégradation de I’ADN surenroulé en fonction de la dose.
Les expériences sont réalisées avec un ratio ADN : NPo de 10 nM: 1nM. Les irradiations sont effectuées dans I’eau avec
les rayons X de 17,5 keV et un débit de dose de 0,09 Gy.s™. Les données présentées sont les écarts-types et barres
d’erreurs d’un minimum de 3 expériences indépendantes.

NPo | NPO@PEGio00 | NPO@PEGa000 | NPO@HSA
EF (ADN) 2,0+04 1,2+0,3 0,7+0,1 1,1+0,2
EF (HO-) 3,9+0,7 3,2+0,6 1,8+0,3 1,3+0,2

Table Ill 21 : Comparaison des facteurs de radiosensibilisation pour ’ADN et pour la production de radicaux hydroxyle.

Afin de corréler la production de radicaux hydroxyle et I'effet radiosensibilisateur des NPo, il nous faut
définir I’équivalent du facteur de radiosensibilisation pour la production de HO® (EF(HO®)). On définit donc le

EF(HO®) comme le ratio entre le Guo. en présence et en I'absence de 1 nM de NPo (Table 11l 21).

Les résultats mettent en évidence un fort impact de la fonctionnalisation des NPo. En effet, si un facteur
de radiosensibilisation de 2 est observé pour les NPo non fonctionnalisées, ce dernier est réduit a 1,2 pour les
NPo@PEGo00 et il devient méme négligeable dans le cas des NPO@PEGaoo et des NPo@HSA (Figure 11l 51 et
Table Il 21). Ces résultats sont tres important puisqu’ils mettent en évidence une diminution significative de
I'effet radiosensibilisateur des NPo méme pour des fonctionnalisations peu épaisses et contenant peu
d’atomes (NPO@PEG1000). La valeur obtenue pour les NPo@PEGaono est trés surprenante puisqu’inférieure a 1.
En effet, une valeur inférieure a 1 correspond a un effet radioprotecteur. Ce résultat corrobore une fois de

plus le comportement étonnant des NPO@PEGaoo tout au long de cette étude. Ces résultats suggerent un
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comportement déviant des NPO@PEGa4o00 qui pourrait par exemple étre dii a une impureté dans le lot de

PEGaooo utilisé pour la fonctionnalisation. L'efficacité des NPo@HSA a dégrader I’ADN est quasi nulle. Or, des

leur introduction au sein d’un fluide biologique, une couronne protéique se forme autour des NPo [Brun, 2014]

majoritairement constituée de HSA. Aussi, en vue d’applications biologiques, un recouvrement protéique
important pourrait s’avérer étre un frein considérable a la radiosensibilisation.

5 -
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Nombre d'atomes de recouvrement

Figure 11l 52 : Facteurs de radiosensibilisation en fonction du nombre d’atomes du recouvrement.

La Figure lll 52 montre une tendance similaire entre la perte de production des radicaux hydroxyle et la perte
d’efficacité a dégrader ’ADN en fonction du nombre d’atomes de recouvrement des NPo. Il apparait que quel
gue soit le recouvrement, la moitié des radicaux hydroxyle produits par les NPo sont capables d’induire des
cassures simple brin de I’ADN. Le reste des radicaux pourrait se recombiner ou bien induire des oxydations

aux bases de I’ADN qui ne sont pas quantifiées par I'utilisation des gels d’agarose.

Nos observations confirment la corrélation entre |'effet radiosensiblisateur et la production de radicaux
hydroxyle en solution, confirmant ainsi la grande capacité des NPo a produire des radicaux délétéres. Afin de
guider la conception du recouvrement optimal pour la radiosensibilisation, il faudra s’assurer de minimiser le
nombre d’atomes de recouvrement afin d’étre efficace pour produire un effet radiosensibilisateur maximal.
Cependant, il faut noter que de nombreux auteurs rapportent des facteurs de radiosensibilisation significatifs
méme avec des PEG de fortes masses moléculaires [Chattopadhyay, 2013; Joh, 2013; Liu, 2010]. Ceci met en
évidence le fait que le phénoméne de radiosensibilisation in vivo pourrait impliquer des phénomeénes
chimiques complexes a la surface des NPo et/ou des phénomeénes biologiques en cascade lors de I'introduction
des NPo dans les systémes biologiques. Enfin, si I’ADN constitue une des cibles majeure étudiée, le radical

hydroxyle peut également intervenir au niveau cellulaire dans des réactions d’oxydations des membranes qui
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sont particulierement sensibles a I'oxydation. En présence d’oxygene, il se produit méme des réactions de
peroxydation lipidique dont le mécanisme est bien connu dans la littérature [Halliwell, 1993]. Les réactions de
peroxydation lipidique produisent alors des phénomeénes d’inflammations conduisant a la mort cellulaire. HO’
peut également oxyder des acides aminés au sein des protéines. Ces modifications peuvent entrainer des
changements conformationnels qui se manifestent par exemple par l'inactivation d’enzymes. Ces
modifications déstabilisent I’architecture cellulaire et les protéines altérées ne sont plus utilisées par la cellule.
Le radical hydroxyle est donc une espéce tres délétére en milieu biologique et bien que sa production en
présence de NPo soit fortement impactée par le recouvrement des objets, elle pourrait tout de méme en

demeurer néfaste pour une localisation spécifique.
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Conclusions et perspectives

«Le danger qui menace les chercheurs aujourd fui serait de conclure qu'iln'y a

plus rien a découvrir. »

Pierre Joliot
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V. Conclusions et Perspectives

Ce travail de thése s’inscrit dans un contexte d’optimisation des traitements de radiothérapie par
I'utilisation des NPo. En effet, dans le cadre actuel de la recherche contre le cancer, les nanoparticules d’or
présentent un fort potentiel pour 'amélioration de la radiothérapie et le traitement de cette pathologie par
leur pouvoir radiosensibilisateur et leur vaste chimie de surface. Il est cependant nécessaire d’avoir une
bonne connaissance du phénomeéne, de son origine et des parameétres qui le gouvernent. Ce travail visait
donc a synthétiser et caractériser des NPo, a établir un protocole de dosage des radicaux hydroxyle et
des électrons produits en présence de NPo, a les quantifier et a évaluer I'impact du rayonnement et enfin

a comparer ces productions de radicaux avec la dégradation d’une cible.

La premiére étape de ce travail consistait en la synthése de NPo et leur caractérisation fine par plusieurs
techniques complémentaires en vue d’une étude quantitative. Nous avons alors obtenu six types de NPo
différentes de méme taille mais variant par leur charge ainsi que par la nature et I'épaisseur de leur
fonctionnalisation. Bien qu’indispensable, une telle caractérisation est rare au sein de la littérature. Dans un
deuxieme temps, nous avons mis en place un nouveau protocole pour la quantification des radicaux
hydroxyle dans des solutions irradiées de NPo. Il était essentiel de réaliser un ensemble de contréles pour
s’assurer de la validité de ce dosage. En effet, les NPo sont connues pour interférer dans de nombreux tests
spectrophotométriques. Ce protocole permet aussi bien de doser les radicaux hydroxyle que les électrons. Il
est transposable a n’importe quel type de nanomatériaux. Ce pourra étre un outil pour la conception de
nouveaux nano-objets efficaces pour produire des especes radicalaires. Il est d’ailleurs en cours d’optimisation
pour le dosage de radicaux hydroxyle en présence de nanoparticules de diamant en collaboration avec une
équipe du CEA Saclay. Grace a ce protocole, nous avons alors quantifié pour la premiére fois les radicaux
hydroxyle et les électrons produits en présence de NPo soumises a un rayonnement ionisant. Nous avons
alors mis en évidence une production massive de ces especes ainsi que deux parametres qui la gouvernent :
la concentration en dioxygéne en solution et I'énergie du rayonnement incident. Ces résultats nous ont
amenés a proposer un nouveau schéma réactionnel qui pourrait rendre compte de [Ieffet
radiosensibilisateur des NPo. Cette approche systématique et quantitative permet de définir des conditions
optimales (NPo, source) en vue d’une radiosensibilisation efficace. De plus, elle constitue une base de données
fiable pour mettre en place des approches théoriques nécessaires a la validation de nos propositions. I
apparait essentiel d’effectuer des allers-retours entre des approches physico-chimiques in vitro et biologiques

in cellulo afin d’optimiser systématiquement les parametres (taille, recouvrement des NPo) entrant en jeu.
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L'ensemble de ce travail permet dés a présent une premiere proposition de combinaison NPo-rayonnement

efficace.

Nous avons montré que les rendements maximum de production de radicaux sont identiques quelle que
soit la fonctionnalisation. Dans un souci de moindre toxicité, il est cependant primordial de minimiser la
concentration en NPo pour des applications thérapeutiques. Parmi les NPo que nous avons synthétisées, les
NPo@PEGio00 seraient les plus adaptées. En ce qui concerne I'impact du rayonnement, nous avons suggéré
gue des rayons gamma seraient plus efficaces que des rayons X dans le cas de tumeurs hypoxiques. A l'inverse,
les rayons X seraient plus efficaces dans des conditions aérobies. D'un point de vue thérapeutique, ce travail
s’inscrit dans des conditions réalistes : faibles concentrations en NPo, sources présentes dans les hopitaux,

photons incidents d’énergie de I'ordre du keV, débit de dose dans la gamme du Gy.min™.

En parallele des travaux présentés, j'ai participé a 11 séries d’expériences au synchrotron Diamond
(Oxfordshire, Royaume-Uni) ol nous avons étudié I'impact de I'énergie entre 10 et 60 keV, de la taille des NPo

entre 8 et 80 nm et leurs types (NP d’argent, NPo hollow).

Dans le cadre des travaux réalisés a Orsay et présentés dans ce travail de thése, il serait également
intéressant de déterminer la fonctionnalisation optimale afin de minimiser le recouvrement total au sein d’un
milieu cellulaire. La premiére étape serait d’abord de caractériser trés précisément les nano-objets apres
incubation en milieu cellulaire. Il faudrait ensuite effectuer des allers-retours entre expériences in vitro et in
cellulo en prenant en compte de nouveaux parametres. Par exemple, la taille des NPo sera un parametre clé
a optimiser pour maximiser les effets aux cellules. Il faudra dans ce cas trouver la taille qui permettra une
internalisation maximale au sein des cellules et la production d’'un maximum d’espéces radicalaires délétéres.
Il faudra également quantifier 'impact de la fonctionnalisation sur la production de radicaux apres incubation
in cellulo et sur I'effet radiosensibilisateur dans ces mémes conditions. Par optimisation des ligands et de leur
nombre, des NPo et de leur taille, il serait alors possible de définir I'objet le plus efficace pour la
radiosensiblisation. Si la fonctionnalisation s’avére étre un trop gros obstacle, il sera intéressant d’étudier
également des ligands permettant leur libération contrélée afin de restaurer I'effet radiosensibilisateur au
sein de la tumeur. Dans ce processus, l'identification des dommages cellulaires spécifiques serait tres
intéressante et pourrait donner de nouvelles pistes quant au mécanisme de |'effet radiosensibilisateur in
cellulo. Par ailleurs, compte tenu de la production massive d’électrons quantifiée, il faudrait également

mesurer leurs effets directs sur des cibles biologiques.
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D’un point de vue plus fondamental, des études concernant les productions de H*, 0,*, H, et H,0; seraient
également intéressantes dans des conditions accessibles a la thérapie. Un développement des connaissances

concernant les électrons éjectés des NPo seraient nécessaires en termes de quantité, d’énergie et de TEL.

Enfin, dans une autre optique, la méthode de quantification établie dans ce travail pourrait étre étendue
a des thématiques thérapeutiques paralléles et avec d’autres types de nanoparticules. Ce dosage pourrait ainsi
permettre d’identifier les thérapies les plus efficaces. A plus long terme, il pourrait également présenter des
intéréts dans d’autres domaines de la chimie sous rayonnement comme le stockage des déchets nucléaires,
le stockage de I'énergie par exemple pour des batteries lithium, la catalyse et plus particulierement I'électro-

catalyse.
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V. Matériels et Méthodes

A. Synthese de nanoparticules d’or

Toute la verrerie utilisée pour la synthése des NPo a été soigneusement lavée avec de I'eau régale (3:1

HNOs, HCI) puis rincée abondamment a I'eau.
1. Synthése de nanoparticules (méthode Turkevitch)

Toutes les nanoparticules d’or préparées dans ce travail ont été synthétisées par la méthode de
Turkevitch, il s’agit d’'une réduction chimique des sels d’or par le citrate de tri-sodium [Turkevitch, 1985;
Turkevitch, 1951]. Des NPo d’environ 32 nm de diamétre ont été synthétisées en chauffant 100 mL d’une
solution aqueuse de KAuCls & 103 M. Lorsque la solution atteint 60°C environ, 4,6 mL de citrate trisodique a
1% (m/v) sont ajoutés d’un coup. La solution finale est ensuite maintenue a une température d’environ 60°C
sous agitation vigoureuse pendant 10 minutes apres virage a la couleur rouge vin de la solution, puis |’agitation
est maintenue jusqu’a retour a température ambiante. Cette solution est par la suite utilisée comme base
pour la fonctionnalisation de toutes les autres nanoparticules d’or. Afin de supprimer la plupart du citrate
libre en solution, les NPo non fonctionnalisées ont été soumises a trois cycles de centrifugation (2300 g, 18
min) et d’une resuspension dans I'eau ; les culots de NPo concentrées ainsi obtenus ont été rassemblés et

conservés a 4°C.

2. Fonctionnalisation des nanoparticules d’or

a. Fonctionnalisation par le PEGio00 ou le PEGaono

Pour 'obtention de NPo fonctionnalisées par des polyéthyléne-glycols de masses respectives 1000 et
4000 g/mol (PEG1o00 et PEGso00), la resuspension lors des lavages de la solution colloidale de NPo de 32 nm
précédemment décrite se fait dans une solution aqueuse de PEG a 103M pour les deux premiers cycles. Lors
du troisieme cycle les culots sont resuspendus dans I'eau de maniére a éliminer le PEG en exces, et suivi d’une

derniere centrifugation (2300 g, 15 min) afin de concentrer les nanoparticules d’or fonctionnalisées.
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b. Fonctionnalisation par le HS-PEGss-NH> ou le HS-PEGas0-COOH

Les fonctionnalisations par des ligands HS-PEG3s00-NH2 ou HS-PEG3500-COOH sont réalisées par adaptation
de la méthode de Xia et al. [Xia, 2012]. Pour ce faire, 1,2 mL d’une solution aqueuse de PEG thiolés a 0,25 mM
sont ajoutés a 4,8 mL de la solution colloidale obtenue avant lavage dont la concentration est ajustée a 1 nM.
Le mélange est immédiatement vortexé pendant 30 secondes puis incubé a 4°C pendant toute une nuit. La
solution colloidale ainsi obtenue est soumise a 3 cycles de centrifugation (18000 g, 7 min) avec resuspension

dans I'eau afin d’éliminer I'exceés de PEG en solution.

c. Fonctionnalisation par la HSA

Pour I'obtention de NPo fonctionnalisées par la HSA, la solution colloidale est soumise a deux cycles de
centrifugation. Suite au premier cycle (2300 g pendant 20 min), les culots sont remis en suspension par I'ajout
de 1 mL d’une solution aqueuse de protéine a 0,5 uM. Un second cycle de 18 min est alors effectué et les
culots sont resuspendus dans I’eau. Enfin, un dernier cycle de centrifugation de 18 min permet d’éliminer

I’excés de protéine et de récupérer les NPo concentrées.

B. Caractérisation des nanoparticules d’or fonctionnalisées

Aprés chaque synthése, tous les nano-objets obtenus ont été scrupuleusement caractérisés par un panel
de différentes techniques : microscopie électronique a transmission, diffusion dynamique de la lumiére,
spectroscopie d’absorption UV-visible, potentiel zéta, dosage de I'or contenu dans les nanoparticules,
expériences de floculation et spectroscopie infrarouge. Toutes ces techniques nous ont permis de caractériser

finement le coeur d’or des nanoparticules, leur fonctionnalisation et de déterminer leur concentration.

1. Caractérisation du coeur d’or

a. Microscopie électronique a transmission

Les expériences de microscopie électronique ont été réalisées au sein de la plateforme ImaGif a Gif Sur

Yvette. La microscopie électronique a transmission est une technique de microscopie donnant acces a la taille
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du cceur des NPo avec une résolution théorique pouvant atteindre 0,08 nm. En pratique, compte tenu des
diverses aberrations optiques®, la résolution est de I'ordre de 0,5 - 1 nm. Pour une analyse en MET, 1 uL de la
solution de NPo concentrée est déposé sur une grille de cuivre revétue de formvar/carbone (400 mailles)
préalablement ionisée pendant une minute. Les images sont réalisées avec un 100CXIl instrument TEM JEOL
(JEOL, Tokyo, Japon) fonctionnant a 120 keV et acquises a haute résolution (11 mégapixels) avec une caméra
post-colonne haut débit (SC1000 Orius, Gatan). Elles sont ensuite traitées avec le Micrograph numérique
(Gatan). La taille des NPo a été mesurée a partir des images obtenues en utilisant le logiciel Image) 1.41

[Abramoff, 2004] en comptant au moins 300 particules différentes par échantillon.

b. Spectroscopie d’absorption UV-Visible

La spectroscopie d’absorption UV-visible permet d’analyser la solution de NPo entre 400 et 850 nm (en
utilisant un spectrophotometre Thermo Electron 500), gamme caractéristique des NPo et de leur résonance
plasmonique [Mulvaney; Noguez, 2007]. La hauteur du pic d’absorption fournit une mesure de la
concentration des NPo, et la longueur d’onde d’absorption fournit une estimation de la taille des NPo. Ces
caractéristiques d'absorption sont utilisées pour vérifier les propriétés (concentration, taille, état

d’agrégation) des NPo dans le temps [Brun, 2014].

2. Caractérisation de la fonctionnalisation
a. Diffusion dynamique de la lumiére

La DLS utilise la lumiére diffusée pour mesurer la vitesse de diffusion des particules. Ces données de
mouvement sont simplement traitées par une dérivée de la vitesse. La distribution de la taille d'un échantillon
est alors donnée par le rayon de Stokes ou rayon hydrodynamique de la particule. Ce rayon donne une mesure
de I'objet et de sa couche de solvatation. L'utilisation de la DLS et sa sensibilité sont dictées par un protocole
strict préalablement optimisé [Gilles] et utilisé tant pour la préparation de I'échantillon que pour la réalisation
de la mesure. Les mesures de DLS sont effectuées sur un appareil Malvern ZetaSizer ZEN3600 équipé d'un

laser de 633 nm dans des micro-cuvettes de 100 puL. Pour la détermination du diameétre hydrodynamique, une

9 Les aberrations optiques sont des défauts du systéme optique conduisant a la déformation des images. Il en existe deux
types : les aberrations chromatiques (longueur d’onde) et les aberrations gé¢ométriques (position des lentilles, etc...). Ici,
ce sont les aberrations géométriques qui conduisent a une perte de résolution du systeme.
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concentration fixe de 0,8 nM en nanoparticules et une position fixe a 4,65 mm de la lentille de détection sont

utilisées pour assurer la reproductibilité des mesures. L’atténuation du laser est laissée en mode automatique.

b. Spectroscopie Infrarouge

La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier est basée sur I'absorption d’un rayonnement
infrarouge par un échantillon analysé. Elle permet d’identifier les fonctions chimiques présentes dans
I’échantillon. Elle a été utilisée ici pour vérifier la fonctionnalisation et déterminer le nombre de ligands et
leurs densités autour des NPo. Cette technique a également permis de confirmer I'efficacité de nos lavages en
déterminant le nombre de molécules de citrate résiduelles en surface de NPo non fonctionnalisées. La
spectroscopie FTIR est réalisée avec un spectrométre Bruker FTIR Vertex 70 équipé d’un ATR. Les spectres sont
enregistrés par accumulation de 128 scans avec une résolution de 4 cm™. 1 uL de la solution a analyser
(nanoparticules ou calibration) est déposé sur I’ATR et séché au seche-cheveu avant d’enregistrer les spectres.
Les régions des modes d’étirement des groupements alkyle vcus et vena ont été étudiées entre 2750 et 3000
cm™. Le nombre de molécules a la surface des NPo est déterminé en comparant les intensités des spectres de
nanoparticules a une courbe de calibration, établie a partir de I'intensité des spectres des ligands libres en
solution dans une gamme de concentration de 0,125 a 2 mM pour tous les PEG et de 15 a 50 uM pour la HSA.
Pour les nanoparticules PEGylées, une seconde analyse est conduite avec les modes d’étirement des

groupements éther vcoentre 1000 et 1200 cm'™.

c. Zétamétrie

Le potentiel zéta représente la charge électrostatique de la particule en fonction de son environnement
ionique. Le potentiel zéta dépend de la charge en surface et des ions en solution (types d’ions présents et
concentrations). Ces mesures sont effectuées sur des NPo a 1 nM avec un appareil Malvern ZetaSizer ZEN3600

et une tension fixe de 150 mV est appliquée en cellule d'immersion.

3. Vérification de la concentration : Dosage de |'or

Afin de vérifier le coefficient d’absorption molaire des différents types de NPo et donc leur concentration,
la quantité d’or contenue dans les nanoparticules a été déterminée par spectroscopie UV-visible selon la

méthode optimisée par Tournebize et al. [Tournebize]. Cette méthode comprend une premiére étape de
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digestion des NPo en anions AuCls par une solution acide bromée puis une deuxieme étape de complexation
des ions AuCls avec la forme cationique de la rhodamine B. De cette étape résulte un complexe violet dont
I’'absorbance est mesurée apres extraction par le diisopropyl ether. La courbe de calibration est obtenue a
partir d’'une solution aqueuse de KAuCl, (0 a 4 uM final) mélangée avec 10 mL d’eau, 2,5 mL d’une solution de
HCl a 20% (v/v), 5 mL d’une solution de NH4Cl a 30% (v/v), 2,5 mL de rhodamine a 0,84 mM et 5 mL de
diisopropyl éther. Le mélange obtenu est agité pendant 30 secondes afin d’assurer la complexation des ions
Au®* en solution avec la rhodamine B. Puis, le spectre d’absorption de la phase organique (éther) est enregistré
entre 400 et 700 nm (Amax = 535 nm). Pour ce qui est du dosage de I'or contenu dans les nanoparticules, un
volume de NPo concentrées (0,5, 1 ou 2 L) a été mélangé avec 1 mL d’une solution contenant 5.102M de
HCl, 1,5.102M de NaCl et 7.10*M de Br; afin de « digérer » les NPo. Le mélange obtenu est ensuite incubé a
température ambiante pendant 20 min puis placé a 60°C sous hotte pendant 30 min de maniére a évaporer
toute quantité de brome restante. Pour chaque type de NPo, cette étape de digestion a été réalisée pour trois
volumes de nanoparticules différents, en triplicata, de sorte a s’assurer que I'oxydation des atomes d’or par
la solution bromée soit compléte. La solution d’or ainsi obtenue est alors soumise au méme dosage

colorimétrique que précédemment (comme pour |'établissement de la courbe de calibration).
Le nombre d’atomes d’or attendu N est calculé selon :

N = [NPo] x Na x 59 x 4/371tr® x Vnpo équation V 1

Avec [NPo] la concentration en NPo en mol.L}, Na le nombre d’Avogadro (6.02 x 102 mol?), 59 le nombre
d’atomes d’or par nm? dans une NPo [Kittel, 1996], r le rayon moyen des NPo déterminé par MET en nm et

Vnro le volume en L de nanoparticules concentrées utilisé pour le dosage.

C. Irradiations en solution

1. Irradiations X

Les irradiations ont été effectuées avec a un générateur de rayons X (Diffractis 583) équipé d’un tube
possédant une anti-cathode en molybdéene générant des rayons X non monochromatiques de 17,5 keV. Le

faisceau horizontal qui permet l'irradiation d’échantillons en cuvettes plastiques de spectrophotométre a été
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utilisé. Le débit de dose est facilement ajustable en modifiant la tension (de 20 a 59 kV par pas de 1 kV) et
I'intensité du générateur (10 intensités fixes accessibles de 6,5 3 50 mA). Il peut varier entre 1 et 25 Gy.min™*

environ.

Les échantillons contenant de la coumarine ont été irradiés a un débit de dose de 0,33 Gy.s pour une
gamme de dose comprise entre 0 et 15 Gy. Les irradiations des échantillons d’ADN ont été réalisées a un débit
de dose de 0,09 Gy.s. Chaque série a été irradiée dans une gamme de dose comprise entre 0 et 7 Gy afin
d’endommager suffisamment I'ADN plasmidique pour fournir des observations quantifiables et de rester dans

la partie linéaire de la courbe de radiosensibilisation.

2. lrradiations Gamma

Les irradiations gamma ont été avec une source panoramique continue de cobalt 60 (®°Co). Le ®°Co est un
isotope du cobalt possédant 27 protons et 33 neutrons. Il s'agit d'un radionucléide qui se désintégre en *°Ni
par désintégration B~ avec une énergie de désintégration de 2,82 MeV et une période radioactive de 5,27 ans.
Les rayons B (photoélectrons), faiblement pénétrants, sont émis en cascade par le noyau afin de palier I'exces
de neutrons du ®°Co. La relaxation du noyau s’effectue alors trés majoritairement par I'émission de deux
photons d’énergies 1,17 et 1,33 MeV. Le débit de dose de cette source varie entre 0 et 130 Gy.min en fonction

de la position par rapport a la source.

Les échantillons de NPo en présence de coumarine ont été irradiés pendant 1 min dans une gamme de

débit de dose comprise entre 0 et 15 Gy.min™.

3. Dosimétries

a. Dosimétrie de Fricke

L’exposition au rayonnement ionisant se mesure par la dose absorbée, en Gray (Gy), qui donne une
guantification des interactions entre rayonnements ionisants et matiere (un Gy correspond a I'absorption d’un
J.kg). Afin de déterminer précisément la dose appliquée aux échantillons, une dosimétrie de Fricke a d’abord
été effectuée. Ce dosimetre chimique s’appuie sur la mesure de I'oxydation d’un sel ferreux apres irradiation.
Il contient 0,4 M d’acide sulfurique, 6.10°3M de sel de Mohr (fer (I1)) et 103 M de chlorure de potassium. Afin

d’assurer sa saturation en dioxygéne, la solution est préparée la veille de I'irradiation [Spinks, 1990] et agitée
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en continue. L’oxydation radiolytique du Fe(ll) en Fe(lll) est ensuite suivie par absorption UV-visible a 304 nm.

La dose est alors reliée a la différence d’absorbance a 304 nm AAsp selon :

_ Na X AAzgq X100
T G(Fe3t) X £304% 103 X d X I Xf

équation V 2

Avec:

Na, le nombre d'Avogadro soit 6,02 x 102 molécules.mol?

AAsns, la différence d’absorbance de Fe3* mesurée a 304 nm

€304, le coefficient d'extinction molaire de Fe*" a 304 nm en M™.cm™

G(Fe*'), le rendement en Fe3* en molécules/100 eV dont les valeurs en fonction de I'énergie sont répertoriée
dans [Spinks, 1990].

f=6,24 x 10 eV.Gy?

d, la densité de la solution irradiée, égale a 1,024 pour une solution 0,4 M en H,S0,4 [Hoshi, 1992]

I, le chemin optique parcouru en cm.

Les rendements en Fe3* pour les différentes énergies utilisées dans ce travail sont répertoriés Table V 1.

3+ 3+
Energie des photons ClE ) G (Fe™)
(umol.J?) (molécules/100 eV)
17,5 keV 1,42 13,7
Rayons y ®°Co 1,2 MeV 1,61 15,5

Table V 1 : Valeurs de G(Fe3*) pour la dosimétrie de Fricke. [Spinks, 1990]

Le tracé de la droite de la valeur AAso: en fonction du temps permet ainsi de remonter au débit de dose et
donc de la dose. La dosimétrie de Fricke a également permis la calibration de la dosimétrie Gafchomic® qui a

été réalisée a chaque expérience.

b. Dosimétrie Gafchromic®

Afin de suivre la dose appliquée aux échantillons a chaque expérience, un dosimetre radiochromique a
été employé : le film Gafchromic® HD-810 (ISP Technologies INC, Wayne, NJ) [Butson, 2003]. En effet, la
dosimétrie Gafchromic® présente I'avantage d’une utilisation quotidienne moins lourde que la dosimétrie de
Fricke. Ce dosimetre a été utilisé en routine pour des irradiations quotidiennes avec des rayons X de 17,5 keV.
Pour toutes les irradiations gamma, des dosimétries de Fricke ont été systématiquement réalisées. Apres

exposition au rayonnement, le Gafchromic® devient bleu par dégradation radio-induite d’une microcapsule
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de colorant au sein du film. Il est ensuite stocké dans le noir pendant 48h a température ambiante car la
stabilisation de la couleur n’est effective qu’au-dela de 24h. Il est ensuite scanné avec un scanner de bureau
(CanoScan LiDE700F). L'intensité de lumiere calibrée par rapport a une dosimétrie de Fricke est analysée grace
a Image J [Abramoff, 2004]. Pour chaque condition d’irradiation, deux échantillons de film radiochromique
sont irradiés pour réduire I'erreur sur la dose ; en effet, 'uniformité de la réponse au sein d’une feuille est de

I'ordre de 10%.

D. ADN

Les plasmides pBlueScript (3197 paires de bases) ont été extraits d’E. Coli DH5a et purifiés avec le kit Giga
plasmide de QlAfilter (Qiagen). Le culot d'ADN a été repris dans I'eau et stocké a environ 50 ng/ulL a -20°C. La
pureté de I'ADN a été vérifiée en comparant I'absorbance a 260 et 280 nm, un rapport de 1,98 a indiqué
I'absence de toute contamination par des protéines. Pour toutes les préparations d'ADN, les électrophoreses
sur gels d'agarose ont montré que 85% du plasmide extrait est sous forme surenroulée, la forme circulaire
compte pour environ 15%. Les concentrations ont été déterminées par mesure de I'absorption de I'ADN a
260nm, en utilisant un coefficient d'absorption molaire de 5,3 x 10’ M1.cm™ & pH 7. Afin de quantifier les
lésions a I'ADN, les différentes conformations de I’ADN plasmidique ont été séparées dans un gel a 1% m/v
d’agarose en migrant a 130 V pendant 2,5 h. Le gel est ensuite coloré avec du SYBRGold®, puis imagé avec un
lecteur de gel (Syngene Bioimaging). Les images obtenues sont analysées et les différentes conformations du
plasmide résolues a I'aide du logiciel Imagel. Lorsque le plasmide dans sa configuration surenroulée (SC) subit
une cassure simple brin (SSB), un changement topologique se produit permettant ainsi a la molécule d'adopter
une forme circulaire. Typiquement, une cassure double brin (DSB) provoque un changement conformation
de I’ADN qui devient alors linéaire. D'autres conformations étaient présentes, dans une bien moindre mesure,
il s’agit de formes concatémériques et cross-link de I’ADN. Les quantités relatives de chaque forme d'ADN ont

été obtenues a partir de I'analyse Image) [Abramoff, 2004].

Des solutions aqueuses d’ADN et de NPo sont préparées immédiatement avant I'exposition aux rayons X,
ce qui permet d’obtenir des solutions aérées avec des concentrations finales de 1 nM pour le NPo et de 0 a 24
nM pour I'ADN, ce qui correspond a des ratios ADN:NPo de 1, 5, 8, 10, 12, 15 et 24 molécules d’ADN.
Immédiatement aprés irradiation, les échantillons sont dilués a une concentration finale de 1 nM en ADN. Les
échantillons préparés, comme il suit, sont ensuite déposés sur gel d’électrophorese : 15 uL d’échantillon dilué

est mélangé a 2 uL de tampon de charge bleu et 3 pL de TE (10 mM Tris, EDTA 1 mM, a pH 8).
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E. Quantification de la 7-hydroxycoumarine

1. Quantification du radical hydroxyle par la coumarine

Le dosage des radicaux hydroxyle est effectué par quantification de I'oxydation de la coumarine irradiée

a 0,5 mM en présence de nanoparticules dans une gamme de concentrations allant de 0 a 15 nM.

La quantification de la 7-hydroxycoumarine par fluorescence a été effectuée sur un lecteur de microplaques
Synergy H1 (BioTek, Winooski, VT, USA), a 25°C. L’excitation a été fixée a 326 nm et les spectres d'émission
ont été enregistrés entre 380 et 700 nm, avec un maximum détecté a environ 450 nm. Lors des expériences
en cuvettes, les nanoparticules sont précipitées immédiatement aprés l'irradiation par addition de 10 pL de
sel a 10% (m/v) pour induire leur agrégation puis elles sont retirées de la solution par centrifugation et
prélevement du surnageant. Les cuves que nous utilisons pour I'irradiation ont une épaisseur de 1 mm. Quel
gue soit le type de rayonnement utilisé toute I'épaisseur d’échantillon est pénétrée par le rayonnement
incident. En effet, nous avons calculé les épaisseurs de demi-atténuation’® des rayonnements dans I'eau et

dans I'or (massif), les résultats sont répertoriés Table V 2.

Rayons Gamma Rayons X
Or Eau Or Eau
0,62 cm 11cm 2,32x10%cm | 0,83cm

Table V 2: Epaisseur de la couche de demi-atténuation pour des rayonnements X ou gamma dans I'or ou dans I’eau. Les valeurs ont
été calculées a partir des coefficients d’absorption massiques de I'or et de I'eau a 17,5 keV pour les rayons X et a 1,2 MeV pour les
rayons gamma. [NIST]

Les épaisseurs calculées donnent des pénétrations des rayonnements tres différentes entre les deux types de

rayonnement. Cependant, la pénétration du rayonnement dans I’or est trés supérieure a 32 nm (diameétre des

NPo) dans les deux cas.

10 |’épaisseur de demi-atténuation (EDA) est I'épaisseur pour laquelle le rayonnement incident a perdu la moitié du
nombre initial de photons (ou bien de son énergie initiale).
EDA =1In(2) / u; ou u est le coefficient linéique global [NIST]
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2. Extinction du signal de fluorescence en présence de NPo

La présence de NPo en solution peut engendrer I'extinction du signal de fluorescence de la 7-
hydroxycoumarine. Afin de quantifier ce phénomene, des échantillons de coumarine a 0,5 mM sont irradiés
dans une gamme de dose de 0 a 150 Gy. Les échantillons irradiés sont ensuite incubés avec différentes
concentrations en NPo (de 0 a 16 nM) pendant des temps de contact compris entre 10 s et 30 min. Le contact
entre la coumarine et les nanoparticules est stoppé par ajout d’une solution de NaCl a 10% (m/v) qui permet
d’induire I'agrégation des NPo. Puis, les agrégats d’or sont retirés de la solution par centrifugation (12 000 g,
1 min). Les surnageants sont ensuite analysés par spectroscopie de fluorescence avec le lecteur de
microplaques. Des expériences similaires ont été réalisées sous différentes atmospheres. Pour cela, les
échantillons de coumarine sont préalablement mis a barboter sous N,, O, ou N,O pendant 1h avantirradiation.
Les mises en contact avec les NPo et les précipitations étant ensuite réalisées en boite a gants sous atmosphere

désirée.

3. Effet Cerenkov

75 uL de coumarine a 0,5 mM ont été introduits dans un capillaire en quartz. Le capillaire en quartz a lui-
méme été placé dans un eppendorf® de 1,5 mL contenant 1,5 mL de NPo a différentes concentrations (0,3,
1 ou 5 nM). Ces échantillons ont ensuite été irradiés avec la source gamma et ont recu une dose de 14 Gy avec
un débit de dose de 14 Gy.min. Le systéme utilisé pour l'irradiation est schématisé Figure V 1. Les échantillons

de coumarine irradiés contenus dans les capillaires ont ensuite été analysés par spectroscopie de fluorescence.

Capillaire en Quartz contenantune
solution de coumarine a 0,5 mM

+———  Eppendorf

+«——  Petit erlenmeyer

NPo

e s Fixation

\ Table d’irradiation

Figure V 1 : Schéma du systéme d’irradiation sous rayonnement gamma pour la quantification de I'effet Cerenkov.
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4. HPLC

Afin de comparer les profils HPLC en présence de NPo ou non, nous avons réalisé des analyses HPLC de
la coumarine irradiée en présence de nanoparticules. Des produits d'oxydation de la coumarine ont été
séparés de la coumarine non oxydée par HPLC (Beckman 168) en phase inverse (Kromasil C18 5 um 250 x 4.6
mm. 100 A - 5 um) avec un gradient de deux tampons d'élution A (89% d'eau (v/v), 10% de méthanol (v/v) et
de I'acide acétique 1% (v/v)) et B (89% méthanol (v/v), 10% d'eau (v/v) et d'acide acétique a 1% (v/v)). Les
échantillons ont été soumis au gradient suivant avec un débit de 0,8 mL.min: 0% B pendant 5 min, 0-30% B

en 5 min, 30-50% B en 20 min et 50-100% B en 5 min.

Tous les échantillons contenant des NPo sont centrifugés avant injection (14000 rpm, 2 min), seul le
surnageant est injecté (200 pL). L'absorbance est enregistrée simultanément a 265 et 325 nm. Pour identifier
guelques-uns des produits d'oxydation de coumarine 3 -, 4 -, 6 - et 7-hydroxycoumarines sont co-injectés (25
pL, 0,3 mM final) seul avec le méme gradient. Leur temps de rétention permettant de les identifier dans le

profil de la séparation de la solution de coumarine irradiée.

En ce qui concerne les expériences d’interaction coumarine-NPo, nous avons également réalisé des
analyses HPLC (HP series 1050) de la coumarine en présence de NPo. Les échantillons de coumarine sont
incubés en présence de NPo pendant 30 min, puis les NPo sont retirées des échantillons par précipitation (par
ajout de sel) puis centrifugation ou par simple centrifugation (14000 g, 2 min) avant injection. Seul le
surnageant est injecté. La coumarine est alors analysée par HPLC en phase inverse (Kromasil C18 5 um 250 x
4,6 mm. 100 A - 5 pum) avec une méthode isocratique a base des deux tampons d’élution précédemment décrit

(43% B et 57% de A pendant 16 min). L'absorbance est enregistré simultanément a 265 et 325 nm.

F. Quantification de la quantité de dioxygéne en solution

Des mesures de concentration en dioxygéne ont été réalisées afin de quantifier I'impact du dioxygene sur
le rendement de production en radicaux hydroxyle en présence de NPo. Des échantillons de 500 pL sont mis
a barboter sous différentes atmospheéres (diazote, protoxyde d’azote ou dioxygéne) pendant une heure,
assurant ainsi la saturation de I’échantillon et du milieu environnant dans I'atmosphére désirée. Pour les
échantillons dans des conditions aérées, les échantillons n’ont pas été mis a barboter. La pression partielle en
dioxygene et donc la concentration en dioxygene au sein de la solution a ensuite été mesurée grace a une

sonde a dioxygéne NeoFox®. Il s’agit d’'une mesure de I'extinction de la fluorescence d’'un composé par le
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dioxygene. Ce composé fluorescent (le tris-(bipyridine)-ruthénium) est piégé dans une matrice sol-gel
perméable a I'oxygéne et optiquement transparent. La fluorescence de ce composé est excitée par une diode
électroluminescente bleue. Le temps de décroissance moyen du signal de fluorescence du complexe de tris-
(bipyridine)-ruthénium est alors mesuré par fluorimétrie impulsionnelle de phase et est utilisé pour

déterminer la pression partielle en dioxygéne dans le capteur.
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Quantification des espéces radicalaires produites en présence de nanoparticules d’or soumises a un
rayonnement ionisant

Afin d’améliorer les traitements par radiothérapie, des radiosensibilisateurs tels que les nanoparticules d’or
(NPo) sont étudiés. Mais leur translation en clinique nécessite une bonne compréhension des phénomeénes
en jeu. Si I'effet radiosensibilisateur a bien été confirmé sur des cibles biologiques (ADN, cellules et in vivo)
et siles radicaux hydroxyle ont souvent été proposés comme intermédiaires, aucune preuve claire n’a encore
été apportée. Ce travail avait pour premier objectif d’élaborer un protocole de « référence » afin de
quantifier les radicaux hydroxyle et les électrons produits par les NPo en interaction avec un rayonnement
ionisant. Cette étude a mis en évidence des productions massives de ces deux especes pour des NPo non-
fonctionnalisées. De plus, I'étude de différents parametres, tels que la quantité de dioxygene en solution ou
le rayonnement incident, nous a conduits a proposer un nouveau mécanisme permettant de rendre compte
de nos résultats. Néanmoins, I'application biologique des NPo ne peut étre envisagée que si ces nano-objets
sont fonctionnalisés afin de les rendre furtifs et de les adresser spécifiqguement a la tumeur. Apres synthese
et caractérisation poussée de différents types de NPo fonctionnalisées, nous avons comparé la production
de radicaux hydroxyle avec la dégradation d’une cible biologique, I'ADN, et mis en évidence l'impact
significatif de la fonctionnalisation sur |'effet radiosensibilisateur. Ainsi, cette étude apporte des informations
essentielles en vue de I'optimisation de la conception des NPo les plus efficaces pour la radiosensibilisation,
une premiére étape vers leur application radiothérapeutique.

Mots-clés: nanoparticules d'or, rayonnement ionisant, radiosensibilisation, radicaux hydroxyles, électrons,
fonctionnalisation.

Quantification of the radicals’ species produced in the presence of gold nanoparticles submitted to ionizing
radiation

To improve radiotherapy efficiency, radiosensitizers such as gold nanoparticles (GNP) are developed. But to
translate them to clinics, a good knowledge of the processes at stage is needed. GNP radiosensitizing effect
was well-confirmed on biological targets (DNA, cells and in vivo) and hydroxyl radicals are often proposed to
be key intermediates, but no clear evidence has been given yet. In this work, we first developed a ‘reference’
protocol to quantify hydroxyl radicals and electrons produced by GNP in their interaction with ionizing
radiation. These investigations reveal a massive production of both species for non-functionalized GNP.
Moreover the study of various parameters such as the concentration of dissolved dioxygen or the energy of
the incident radiation leads us to propose a new mechanism on the origin of the radiosensitizing effect.
Nevertheless, biological applications of GNP can only be considered if the nano-objects are functionalized to
make them furtive, address them or deliver medicines to the tumor. After synthesis and characterization of
different functionalized GNP, we compared hydroxyl radicals production with the damages induced on DNA
and highlighted a significant impact of functionalization on the radiosensitizing effect. Finally, this work gives
valuable information for the design of the most efficient GNP for radiotherapy which is a first step towards
their medical application.

Keywords: Gold nanoparticles, lonizing radiation, radiosensitization, hydroxyl radicals, electrons,
functionalization.



