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Introduction

Les plasmas sont des milieux gazeux ionisés, globalement neutres d’un point de vue élec-
trique, résultant d’un apport d’énergie sous diverses formes (décharges électriques alimentées
en tension continue, impulsionnelle ou en encore en mode RF ou micro onde, sans oublier
I’énergie apportée par une source laser,...). L’énergie apportée au milieu gazeux permet
d’arracher des électrons aux atomes et molécules et de produire de nombreuses especes ac-
tives (ions, especes excitées, radicaux, photons). On distingue deux types de plasmas : les
plasmas a I’équilibre thermodynamique ou toutes les especes (neutres, électrons, ions) sont
quasiment a la méme température; les plasmas hors équilibre ou la température électro-
nique est tres élevée devant la température des neutres et des ions. Dans les plasmas froids
hors équilibre thermodynamique, qui sont les plasmas les plus utilisés dans les applications
biomédicales, la température du gaz (i.e. des neutres et des ions) est souvent tres proche de
la température ambiante alors que la température électronique peut atteindre des milliers

de Kelvins.

Historiquement la premiere commercialisation des plasmas pour des applications biomédi-
cales a été I'utilisation des plasmas thermiques en chirurgie ambulatoire pour la découpe de
tissus humains. Dans ce type d’application, le procédé est tres simple et se base uniquement
sur les effets thermiques des plasmas en équilibre thermodynamique. Par conséquent 1'uti-
lisation de ces dispositifs peut entrainer de nombreux dommages sur les tissus organiques
lors des traitements les rendant inaptes pour de nombreuses applications thermosensibles.
Pour palier ces effets thermiqus, de nombreuses équipes de recherche ont adapté les plas-
mas hors équilibre thermodynamique qui sont généralement produits a basse ou tres basse
pression pour permettre leur utilisation a la pression atmosphérique. La levée de ce verrou
scientifique a ouvert de nouvelles possibilités d’applications aux plasmas froids proches de

la température ambiante avec notamment des nouvelles applications biomédicales.

De nos jours les thématiques abordées sont relativement vastes avec la stérilisation de
matériels médicaux, le traitement de plaies chroniques, le traitement de la peau, des ap-
plications dentaires et bien d’autres. Parmi ces applications, I'une des plus prometteuses
est le traitement du cancer par les plasmas froids. Malgré de nombreuses recherches sur
cette thématique la compréhension des effets biologiques observés et les modes d’actions des
plasmas sont encore mal compris car ils nécessitent de nombreuses compétences dans divers

domaines scientifiques aussi bien physique, biologique que chimique. De plus les modeles
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utilisés pour ces recherches sont souvent trop éloignés d’un traitement clinique, c’est le cas
par exemple du traitement de cellules en suspension dans un liquide. Inversement dans le
cas de traitements de modeles trop complexes, par exemple lors d’expérimentation in vivo,
il est pratiquement impossible d’identifier les mécanismes d’actions.

L’étude pluridisciplinaire présentée dans ce mémoire a par conséquent nécessité la colla-
boration entre plusieurs équipes de laboratoires différents :

— Déquipe Plasma Réactifs Hors Equilibre (PRHE) du laboratoire LAPLACE ”Labora-
toire Plasma et Conversion d’Energie” Université de Toulouse, CNRS spécialisé dans
I'ingénierie des plasmas (développement, caractérisation et utilisation des sources plas-
mas),

— P’équipe Innovation for the study of tumor cell Proliferation in 3D (IP3D) du labora-
toire ITAV "Institut des Technologies Avancées en sciences du Vivant” Université de
Toulouse, CNRS expert en biologie du cancer et plus particulierement dans I'utilisation
des substituts de tumeurs du colon,

— D’équipe Interfaces Dynamiques et Assemblages Stimulables (IDeAS) du laboratoire
IMRCP "Laboratoire des Interactions Moléculaires et de la Réactivité chimique et
Photochimiques” Université de Toulouse, CNRS. Son domaine d’expertise concerne
principalement la chimie avec I’étude d’architectures moléculaires stimulables pour
le traitement photochimique ainsi que la détection et la quantification d’especes chi-
miques en phase liquide,

— D’équipe Cellular Biophysics du laboratoire IPBS "Institut de Pharmacologie et de Bio-
logie Structurale” Université de Toulouse, CNRS dont 'objectif principal est 1'identi-
fication de nouvelles cibles pharmacologiques dans le domaine médical et plus parti-
culierement pour le traitement du cancer (in vitro et in vivo),

— la plateforme technologique de détection de radicaux par résonance paramagnétique
électronique au laboratoire LCC "Laboratoire de Chimie de Coordination” Université
de Toulouse, CNRS et de I’Université de Toulouse.

Dans cette these notre choix s’est porté sur 'utilisation de milieux activés par jets de plasma
(en utilisant deux gaz : 'hélium et 'argon) pour le traitement de micro-tumeurs en utilisant
des cellules de cancer du colon HCT116. L’objectif est d’une part d’identifier et de quantifier
les especes radicalaires produites lors de I’exposition de milieux de culture aux jets de plasma.
D’autre part, d’analyser les effets cytotoxiques et genotoxiques de ces especes radicalaires
sur des micro-tumeurs. Le but final étant d’identifier les modes d’actions des jets de plasma
sur des cellules cancéreuses. Entre cette introduction et la conclusion générale, le présent
mémoire s’articule autour de quatre parties.

La premiere partie est composée de deux chapitres consacrés aux études bibliogra-
phiques. Le premier chapitre est dédié a la biologie du cancer et aux méthodes de traitement
actuellement utilisées dans le milieu médical. Cette courte étude permettra de justifier le
choix du cancer colorectal comme support de recherche. Dans la suite, les cellules cancéreuses

seront caractérisées pour comprendre d’une part les mutations et ’ensemble des processus



biologiques qui conduisent des cellules dans un processus de cancérisation mais également de
comprendre les méthodes d’action des stratégies thérapeutiques actuelles ou en cours de dé-
veloppement. Pour conclure, les principales stratégies thérapeutiques actuellement mises en
place dans le milieu médical vont étre décrites et analysées avec un intérét particulier pour
les traitements spécifiques au cancer colorectal. Le second chapitre présentera les sources de
plasma froid a la pression atmosphérique et leurs applications biomédicales. Une présenta-
tion des plasmas et de leurs principales caractéristiques sera effectuée avant de décrire plus
précisément les grandes familles de dispositifs plasmas utilisés dans le domaine biomédical
avec une attention particuliere sur les dispositifs de notre équipe de recherche. On présentera
succinctement les différentes thématiques que regroupent les applications biomédicales des
plasmas et nous effectuerons une synthése des principaux facteurs physico-chimiques. L’ob-
jectif étant de démontrer la pertinence des traitements par plasmas froids dans le domaine
de la médecine et de la biologie.

La seconde partie, dédiée aux procédures expérimentales et matériels utilisés, est
composée des chapitres 3, 4 et 5 correspondant aux trois domaines scientifiques abordés lors
de ces recherches que sont : la biologie, la chimie et la physique des plasmas. Le chapitre 3
commencera par décrire les procédures nécessaires a la création de substituts aux tumeurs
pour des études in vitro tout en rappelant les avantages liés a 1'utilisation d’une structure
3D. Suite a cela, 'ensemble des techniques d’analyse de modeles biologiques 3D sera décrite.
Pour conclure ce chapitre, le protocole ainsi que les techniques d’analyses adoptées lors de
campagnes de mesures in vivo seront développés (support de la conclusion générale des
présents travaux). L’analyse des espéces chimiques générées par le jet de plasma dans un
liquide est décrite dans le chapitre 4. La détection des especes a courte durée de vie nécessite
I'utilisation de la résonance paramagnétique électronique. Dans un premier temps ce chapitre
expliquera le principe physique de cette technique puis décrira dans un second temps les
différents protocoles adoptés. Enfin les techniques plus classiques de détection des especes
stables comme la mesure d’absorbance, la luminescence et la fluorimétrie seront développées.
Pour finir, le chapitre 5 regroupe ’ensemble des techniques de caractérisations associées a la
physique des plasmas et utilisées pour caractériser un dispositif de jet de plasma développé
durant la these. Ces techniques de diagnostic sont principalement basées sur 'analyse des
spectres d’émission optique des plasmas.

La troisieme partie est consacrée aux résultats expérimentaux d’un traitement de
micro-tumeurs par jet de plasma d’hélium. Cette partie est divisée en deux chapitres
respectivement pour ’analyse biologique dans le chapitre 6 et chimique dans le chapitre
7. Dans le chapitre 6 nous rappellerons le protocole de traitement relatif a l'activation de
milieux de culture par exposition aux jets de plasma (Plasma Activated Medium ou PAM).
Suite a cela toutes les grandeurs d’influences imputables au jet de plasma et au protocole de
traitement indirect seront étudiées pour permettre I'optimisation du traitement par plasma
notamment en terme d’inhibition de croissance tumorale. Ces expérimentations permettent

de mettre en avant I'importance de certaines especes chimiques dans les effets biologiques
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observés suite au traitement par jet de plasma. De plus une étude comparative du traitement
de micro tumeurs composées de cellules cancéreuses ou de cellules saines sera effectuée pour
analyser les effets du PAM sur les cellules saines. Pour conclure, une analyse intracellulaire
sera réalisée pour décrire de maniere mécanistique les effets induits par le PAM dans les
micro tumeurs de cellules cancéreuses du colon. Dans le chapitre 7 des especes générées par
I'interaction du jet de plasma et d’un liquide seront détectées et quantifiées. Les résultats
donnés dans ce chapitre seront comparés aux résultats biologiques issus du traitement par
plasma d’une micro-tumeur cancéreuse dans le but de proposer un processus réactionnel
comportant les réactions chimiques et biologiques clés dans le traitement indirect de tumeurs
par plasma froid.

La quatrieme partie cloturera ce mémoire avec le développement et la caractérisa-
tion d’un jet de plasma DBD Argon. Cette partie du mémoire composée d’un seul
chapitre sera consacrée a la conception d'un jet de plasma a partir des résultats biologiques
et chimiques pour I'optimisation du traitement par jet de plasma. Le chapitre 8 permettra
dans un premier temps de définir un cahier des charges relatif aux jets de plasma et aux
traitements biomédicaux ainsi que la conception de ce nouveau jet. Une simulation préli-
minaire conclura sur le choix d’une géométrie du dispositif plasma par rapport au cahier
des charges précédemment établit. Dans un second temps, une caractérisation physique du
jet de plasma DBD argon pour les traitements biomédicaux sera réalisée. Dans ce contexte,
I’ensemble des points établits dans le cahier des charges sera étudié pour justifier I'utilisa-
tion possible de ce dispositif dans des applications biomédicales. Dans un dernier temps,
des expérimentations sur des substituts de tumeurs cancéreuses permettront de comparer
les effets obtenus avec ce type de dispositif vis-a-vis des précédents résultats obtenus avec

un jet de plasma DBD hélium.



Contexte de I'étude: La biologie du

cancer et méthodes de traitement

“Soudain, il s’arréta, comme
foudroyé, devant I'entrée d'un
immeuble ; un phénomene
indicible venait de se produire
devant ses yeux ; un carrosse
s'arréta devant l'entrée ; les
portieres s'ouvrirent ; un
monsieur en uniforme en bondit,
tout courbé, et courut pour gravir
I'escalier. Quelle ne fut pas
I'’épouvante et en méme temps la
stupeur de Kovaliov quand il
reconnut que c'était la son propre

nez !”

(NIKOLAI GOGOL)






Chapitre 1

Physiopathologie du cancer et

traitements

Les données statistiques présentées dans cette partie sont extraites des rapports “Les
cancers en France, édition 20147 [14] édité par L’institut National du Cancer (INCa) et
“Estimation nationale de l'incidence et de la mortalité par cancer en France entre 1980
et 2012”7 [15] édité par I'Institut de Veille Sanitaire (InVS) sur la base d’'une estimation
faite en 2012. Ces données sont le fruit d’'une collaboration entre le réseau francais des
registres des cancers (Francim), le Service de biostatistique des Hospices Civils de Lyon
(HCL), I'Institut de Veille Sanitaire et I'institut National du Cancer. Les registres généraux
de cancers en France correspondent au Bas-Rhin, le Calvados, le Doubs, la Gironde, le
Haut-Rhin, 'Hérault, 'Isere, Lille est sa région, Pays de Loire atlantique et de Vendée, la
Manche, la Martinique, la Somme, le Tarn, le Limousin, la Guadeloupe et la Guyane. Il existe
également 12 registres spécialisés de cancer. Dans la suite de ce mémoire, la dénomination

« en France » fera référence aux données issues des registres du réseau Francim.

1.1 Le cancer en France

Le cancer est une maladie bien connue du grand public. On estime qu’un homme sur deux
et une femme sur trois se verra diagnostiquer un cancer avant 1'dge de 85 ans [16].

Malgré les avancées scientifiques et médicales le taux de guérison moyen est de 60% pour
les cancers traités et diagnostiqués a temps. Le gouvernement francais en a par conséquent
fait une cause nationale avec la mise en place du « plan cancer 2014-2019 » [17]. L’am-
bition de ce plan est de rendre dans un premier temps plus accessible et de maniere plus
précoce les diagnostics de cette maladie ainsi que de fournir une meilleure prise en charge
des personnes malades et de leur entourage. La sensibilisation et la reglementation sont
des themes principaux du plan cancer avec la mise en place de programmes éducatifs et de
nouvelles normes relatives a la protection des personnes au quotidien aussi bien sur le lieu

de travail qu’a leur domicile. En effet, les choix individuels (comportements a risques, mode
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de vie, ...) ou collectifs (pollution, environnement, ...) que nous faisons peuvent accroitre
le risque de développer un cancer et on appelle facteurs de risques validés 1’ensemble des
éléments humains, environnementaux ou liés a un mode de vie qui, validés par des études
épidémiologiques, augmentent la probabilité de développer une maladie ou un traumatisme.
Naturellement, I'amélioration des thérapies et la recherche contre le cancer mais aussi la
formation des personnels soignants font également partis de ce vaste chantier.

Durant 'année 2012, le nombre de nouveaux cas de cancer en France est estimé a environ
355 354 et le nombre de déces liés au cancer a 148 378 [15]. On a recensé 200 000 nouveaux cas
de cancer chez 'homme et 155000 chez la femme. La mortalité liée au cancer sur la méme
période est estimée a 85000 pour la population masculine et 63000 pour la population
féminine.

La figure 1.1.1 donne le nombre de nouveaux cas de cancer recensés durant I’année 2012
par site de localisation chez les hommes (figure 1.1.1.a) et chez les femmes (figure 1.1.1.b)
en France [15]. On constate que les sites ou les sieges anatomiques du corps ou se développe
le cancer sont différents selon le sexe. En effet, chez ’homme les trois premiers sites de
développement des cancers sont la prostate (56 841 cas en 2012), les poumons (28 211 cas en
2012) et le colon-rectum (23 266 cas en 2012) tandis que chez la femme, on recense le cancer
du sein (48763 cas en 2012), du colon-rectum (18926 cas en 2012) et du poumon (11284
cas en 2012) [15].

Les risques de développer un cancer sont liés a des facteurs qui peuvent étre de plusieurs
types. Ces facteurs risques peuvent étre endogeénes ou exogenes et sont différents selon les
types de cancers. Dans cette partie sont regroupés quelques facteurs de risques exogenes les
plus recensés :

— Prostate : 'dge, les antécédents familiaux et les origines ethniques;

— Sein : les antécédents familiaux, le nombre de cycle menstruels, les facteurs hormonaux

et hyper cestrogene, le surpoids, le tabagisme et 1’alcool ;

— Cédlon-rectum : I'dge (voir figure 1.1.2), les polypes de plus de lem de diameétre, les
antécédents familiaux, les maladies inflammatoires de l'intestin, certaines maladies
génétiques, le surpoids et les comportements alimentaires ainsi que le tabagisme et
I’alcool ;

— Poumon : le tabagisme et le tabagisme passif, 'exposition au radon, I'exposition a
I’amiante et aux rayonnements ionisants mais également ’exposition au goudron, au
chrome ou au nickel.

Un des facteurs risques important est également la zone géographique de résidence. Pour le
cancer du poumon par exemple, le taux d’incidence régional est significativement différent
entre les régions du sud et les régions du nord, nord-est. Le Nord-Pas-de-Calais par exemple
présente un taux d’incidence de 63.5/100 000 alors que le limousin enregistre un taux de
42.7/100 000 [14]. Les choix collectifs d’une région notamment l'implantation industrielle et
I'histoire (régions minieres) peuvent influencer les taux d’incidences de certains cancers.

Pour pouvoir traiter efficacement le cancer et minimiser les risques de reprise tumorale il
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est primordial de comprendre les mécanismes qui conduisent les cellules a une cancérisation.
Cela permettra dans un premier temps d’optimiser les méthodes de traitements actuelles
puis dans un second temps d’en développer de nouvelles.

La suite de ce chapitre abordera dans la section 1.2 la définition du cancer ainsi que les
changements induits dans une cellule pouvant conduire a un processus de cancérisation.
La section 1.3 portera quant a elle sur les différentes stratégies thérapeutiques et leurs
évolutions.

Dans un souci de cohérence avec le travail accompli lors de cette these, les travaux de
recherche que nous allons présenter dans ce chapitre porteront sur le cancer colorectal,
le second cancer en terme de mortalité tous sexes confondus. Ainsi les sections suivantes
concernant les stratégies thérapeutiques seront décrites de maniere générale et comporteront

des informations supplémentaires sur le cancer colorectal lorsque cela est pertinent.

1.2 Caractéristiques des cellules tumorales

Le mot cancer désigne une prolifération cellulaire surexprimée (ensemble important de
cellules dérivant d’une seule cellule initiale) et incontrolée conduisant & une masse tissulaire
ressemblant plus ou moins au tissu normal d’origine (différenciation). La masse formée
est appelée tumeur maligne si la cause est cancéreuse. Cette masse cellulaire a tendance a
persister et a croitre au court du temps témoignant d’une autonomie biologique particuliere.
Cette autonomie découle de différentes altérations qui conduisent les cellules saines a une

cancérisation cellulaire.

1.2.1 Développement des cellules tumorales

Au cours de sa vie une cellule normale ou cellule saine passe par différentes étapes. Ces
phases sont décrites dans le cycle cellulaire (fig. 1.2.1) et sont réparties en 4 étapes successives
principales :

— Phase croissance (G1) : pendant laquelle une cellule nouvellement formée va d’une
part remplir 'ensemble des fonctions nécessaires a son fonctionnement mais va égale-
ment se préparer pour une nouvelle division cellulaire. Lors de cette phase la cellule
copie ses organes internes appelés organelles (a 'exception de ’ADN) et produit éga-
lement les protéines ressources nécessaires a sa division future. Du fait de cette dupli-
cation la cellule va augmenter en volume. Cette étape peut durer de 8 H a plusieurs
mois en fonction du type de cellule.

— Phase réplication de ’ADN (S) : la cellule duplique son ADN en créant ainsi deux
paires de chromosomes chacun servant par la suite pour une nouvelle cellule. Cette
phase dure généralement entre 6 et 8 H.

— Phase croissance (G2) : Cette étape consiste en un deuxieme gonflement pendant

lequel la cellule va majoritairement préparer I’ensemble des protéines nécessaires a la
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division cellulaire. La durée est comprise entre 2 et 5 H.

— Phase division (M) : est a proprement parlé la séparation de I'ensemble des com-
posants d'une cellule mere pour donner naissance a deux cellules filles. C’est ce que
I’on appelle la Mitose. Elle comporte quatre phases dénommeées prophase, métaphase,
anaphase et télophase. En résumé, lors de la mitose les éléments vont migrer chacun
a l'extrémité de la cellule avant que 'enveloppe nucléaire ne se referme donnant nais-
sance aux cellules filles. Cette étape prend de 1 a 3 H et produit des cellules aptes a

entrer de nouveau dans un cycle cellulaire.

Il existe également une phase tres importante hors du cycle cellulaire appelée état de
quiescence (GO0). Cette phase peut étre atteinte par les cellules aprés la mitose ou en
début de phase G1. Dans cet état la cellule réalise I’ensemble des fonctions nécessaires a sa
survie mais sans division cellulaire. Malgré tout, lorsqu’elle regoit des signaux prolifératifs

elle peut de nouveaux entrer dans la phase G1 et entreprendre de nouvelles divisions.

Dans un organisme, les cellules dites normales sont pour la plupart a I’état de quiescence et
elles peuvent rester plusieurs années dans cet état. L’apparition du cancer, lié aux facteurs
risques endogenes, est due a la perturbation de I'homéostasie tissulaire qui peut induire
I'apparition du cancer par la prolifération anarchique et incontrolée des cellules [18]. La
progression dans le cycle cellulaire et la sortie de 1'état de quiescence nécessite toute une
série de protéines (transcription de leur gene, traduction des transcrits...) [19]. Une ou
plusieurs mutations dans I'un des genes codant peut étre a I'origine d’un cancer engendrant

une prolifération cellulaire incontrélée [20].

1.2.2 Caractéristiques des cellules tumorales

Les mécanismes moléculaires observés dans les cellules normales au cours de leur transfor-
mation en cellules cancéreuses permettent la compréhension de la biologie des tumeurs et les
voies de signalisation lors de la transformation des cellules normales. Hanahan et Weinberg
ont identifié les modifications essentielles dans la physiologie des cellules qui régissent la
transformation de cellules normales en tumeurs malignes de la plupart (probablement tous)
des cancers humains. En 2000, Hanahan et Weinberg ont mis en évidence six modifications
[21] : L’autosuffisance en signaux de croissance, la résistance aux signaux antiprolifératifs,
la réplication cellulaire illimitée, la résistance aux signaux de mort, I'induction de ’angio-
genese et activation de l'invasion et métastase. En 2011, Hanahan et Weinberg ont identifié
deux caractéristiques supplémentaires : la reprogrammation du métabolisme énergétique
et I’échappement au systéeme immunitaire [2]. Ces caractéristiques sont regroupées dans la
figure 1.2.2. Selon Hanahan et Weinberg, ces huit capacités sont essentielles pour le déve-
loppement d’une tumeur maligne et leurs acquisitions est due a l'instabilité du génome,

l'inflammation et au microenvironnement des cellules cancéreuses.
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Autosuffisance en facteurs de croissance

Dans un organisme les cellules dites normales sont pour la plupart a ’état de quiescence
et elles peuvent rester plusieurs années dans cet état sans aucune division. Malgré tout, lors-
qu’elles recoivent des signaux prolifératifs elles peuvent de nouveaux entrer dans la phase
G1 et entreprendre de nouvelles divisions. Cet écartement du cycle cellulaire est stricte-
ment régulé afin de garder I’homéostasie! du nombre de cellules. Le passage d'un état de
quiescence au cycle de prolifération est géré via des facteurs de croissance qui se diffusent
dans 'organisme. Ces facteurs de croissance sont tres variés et peuvent étre des signaux
de croissance ou des éléments nutritifs, notamment des vitamines, des protéines, peptides,
acides gras, etc.

Lorsqu’'un organisme vivant, ici les cellules, a besoin d’apport particulier en facteurs de
croissance on parle d’auxotrophie. Inversement, certains organismes ont développé la capa-
cité de synthétiser eux méme les facteurs de croissance nécessaires a leur développement.
C’est ce qu’on appelle la prototrophie qui est une particularité caractéristique des cellules
cancéreuses. A la suite de diverses mutations elles sont alors capables de générer elles-mémes
les facteurs de croissance nécessaires au passage de I’état de quiescence au cycle de division
cellulaire. De ce fait I’homéostasie n’est plus respectée ce qui conduit au développement

d’une masse cellulaire importante : une tumeur.

Résistance aux signaux antiprolifératifs

Pour garder 'homéostasie la plus parfaite possible, I'organisme dispose de systemes de
régulation tels que les facteurs de croissance décrits précédemment. La gestion du nombre
de cellules dans l'organisme est régulée par un processus mettant en ceuvre des signaux
antiprolifératifs dont le but est de réguler négativement la prolifération de certaines cellules.
Il s’agit de mécanismes naturels pour limiter le développement incontrélé des cellules can-
céreuses. La plupart de ces mécanismes sont régulés par des génes suppresseurs de tumeurs
dont notamment le gene p53 qui est la protéine de transcription la plus étudiée en oncologie
depuis sa découverte en 1979. pb3 est une protéine de transcription dont le but premier
est de se fixer sur les régions régulatrices des genes afin de contrdler leur expression [22].
En I'absence de tout stress, le niveau de cette protéine est relativement bas (destruction
par 'enzyme mdm?2) [22]. L’activation de cette protéine peut étre causée par de nombreux
stress dont I’hypoxie, les dommages a I’ADN, les défauts de division ou encore le stress
oxydatif [23]. Cette premiere phase dénommée “phase d’activation” va permettre I'augmen-
tation de la concentration de la protéine p53 dans la cellule. Dans une seconde phase dite de
“modification”, la protéine va subir de multiples modifications afin d’activer sa fonction de
transcription. Enfin dans la derniere phase dite “phase de réponse”, la protéine va activer la

transcription d’un tres grand nombre de genes afin d’adapter la réponse aux types de stress

1. L’homéostasie est un phénomeéne par lequel un facteur clé (par exemple la température) est maintenu
autour d’une valeur bénéfique pour le systéeme considéré, grace a un processus de régulation

11
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qui 'ont générés et de protéger la cellule. Suite a I'activation de p53 on assiste soit a un
arrét du cycle cellulaire avec des réparations ou bien a I’entrée de la cellule en apoptose ou
sénescence (deux types de mort cellulaire) suivant la gravité des dommages supportés par
la cellule [22].

L’induction de p53 a été relevée lors du traitement par radiations ionisantes [24]. Cette
induction est causée par 'interaction des rayonnements avec les brins d’ADN. Les cassures
simple ou double brin qui en résultent vont permettre le recrutement sur site de I’histone
H2AX activant alors deux autres protéines ATM et ATR capables de phosphoryler la pro-
téine p53 dans la phase de “modification” [22]. Elle est alors apte a jouer son role de trans-
cription et va dans la plupart des cas induire une mort cellulaire par apoptose radio-induite.
Toutefois, la mutation des genes suppresseurs de tumeur, dont fait partie p53, empéche 'ar-
rét cellulaire et le déclenchement de 'apoptose pour les cellules ayant subi des dommages.
Cela conduit donc a une résistance accrue de ces cellules tumorales aux traitements de ra-
diothérapie et chimiothérapie [25, 26]. On retrouve dans plus de 50% des cellules tumorales
une mutation de la protéine p53 [27] ce qui en fait un facteur de pronostic extrémement

prometteur [28].

Réplication cellulaire illimitée

Les cellules humaines saines posseédent un nombre de réplication limité biologiquement
¢’est & dire un nombre de cycles de division fini. A Pextrémité de chaque chromosome se
situe une région hautement répétitive et non codante de ’ADN appelée télomere. Méme si ce
n’est pas le seul facteur impactant [29], la longueur des télomeres diminue a chaque nouvelle
division cellulaire conduisant a une perte progressive des informations des derniers genes
codés sur le chromosome. Cette longueur initiale permet donc de prédire le nombre de divi-
sions que les cellules sont capables de réaliser avant que les télomeres deviennent trop court
et ne puissent plus remplir leurs fonctions. Dans le cycle cellulaire la perte d’information
sur I’ADN va provoquer une entrée de la cellule en sénescence [30].

Cet effet est particulierement observé en culture in vitro. Les cellules saines en culture
proliferent pendant un nombre limité de divisions avant de rentrer en arrét de croissance.
Ce plateau est la limite de Hayflick ou plateau de sénescence réplicative [31]. Il est observé
sur les cellules saines mais non sur les cellules cancéreuses [31].

Dans les cellules tumorales, une enzyme, la télomérase, est capable d’ajouter des fragments
de télomere lors de chaque division cellulaire. Cette enzyme présente dans 90% des cas de
cancer [32] permet donc une réplication cellulaire quasiment illimitée conduisant ainsi a des

masses tumorales importantes a partir de seulement quelques cellules mutantes.

Résistance aux signaux de mort

Pour maintenir ’homéostasie cellulaire 1'organisme peut diriger les cellules les moins

viables vers quatre grands types de mort cellulaire.

12
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— Nécrose : la membrane plasmique perd son intégrité ce qui conduit au relargage du
contenu intracellulaire dans le micro-environnement de la cellule [33]. L’agression que
cela représente conduit a une réponse inflammatoire avec activation de moyen de dé-
fense comme les phagocytes (cellules pouvant ingérer, traiter et détruire des microbes
ou des éléments intracellulaire éjectés) et leucocytes (appelés aussi globules blancs qui
permettent 1’élimination de corps étrangers dans 'organisme) [33]. Souvent considé-
rée comme un processus accidentel la nécrose peut étre dans certain cas controlée de
maniere précise et peut également prendre la place de 'apoptose lorsque celle-ci est
inhibée [34, 35].

— Autophagie : En cas de stress cellulaire comme I'hypoxie ou en cas de déficience
importante en nutriments, une des possibilités offertes a la cellule est 'autophagie.
Dans ce cas, une partie des éléments présents dans cellule va étre dégradée ou recy-
clée par des organes internes a la cellule appelés lysosomes afin de lui apporter les
besoins énergétiques prioritaires [36]. Cette mort cellulaire permet donc le maintien
de 'homéostasie mais également la survie dans des conditions de stress important.

— Catastrophe mitotique : la catastrophe mitotique est un processus de mort cel-
lulaire qui n’a lieu que dans la phase de mitose. Si la cellule procede a une mitose
incorrecte [37] (mauvaise ségrégation des chromosomes), une entrée prématurée dans
la phase de mitose ou des dommages a ’ADN beaucoup trop importants pour étre
réparés [38], la cellule va s’autodétruire. Dans cette mort programmée la cellule va
former des noyaux multiples dans lesquels les chromosomes ne sont pas condensés
contrairement aux autres types de mort.

— Apoptose : 'apoptose est un mécanisme interne a la cellule qui lui permet une au-
todestruction “propre” suite a un signal intra ou extracellulaire. Dans ce processus
la cellule va fragmenter de fagon réguliere 'ADN et donner naissance a des corps
apoptotiques [39]. Ces corps sont composés d'une partie de ’ADN ainsi que d’une
partie des organelles de la cellule mere le tout solidement enclavé dans une membrane
plasmique contrairement a la nécrose [39]. Apres la formation des corps apoptotiques
la membrane plasmique va exposer des éléments de son feuillet interne a 'extérieur
de la cellule. Cette action provoque des signaux pour les défenses immunitaires que
sont les phagocytes. De cette maniere les phagocytes vont pouvoir éliminer les corps
apoptotiques [39] sans aucune inflammation des tissus [33] puisqu’il n’y a pas exter-
nalisation des organelles et du cytoplasme. L’apoptose est régulée par des enzymes
que 'on appelle les caspases présentes naturellement dans le cytoplasme de maniere
inactive. Deux voies peuvent induire 'apoptose d’une cellule. La premiere est déclen-
chée par des signaux extracellulaires alors que la seconde est entierement interne. Pour
la voie externe, dites extrinseque, des signaux externes vont activer des récepteurs a
domaine de mort qui se situent a la surface de la cellule. Ces récepteurs vont pouvoir
activer les caspases activatrices (caspases 2, 8, 9, 10, ...) qui vont activer a leur tour

les caspases effectrices (caspases 3, 6, 7, ...). Ces derniéres ont pour role ’exécution
p p y O, 1, p
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effective de 'apoptose avec le clivage des protéines nécessaires. La voie intrinseque est
quant a elle plus dépendante des protéines présentent dans le cytoplasme et plus parti-
culierement de la mitochondrie. La perméabilisation de la mitochondrie est dirigée en
partie par des protéines anti-apoptotiques et des protéines pro-apoptotiques dont Bax
et Bak sont les plus connues. Si les protéines pro-apoptotiques sont sur-exprimées, ce
qui est le cas lors de dommage & I’ADN important (activation de p53 conduisant a la
production de Bid et de Bax [40]), la mitochondrie va se perméabiliser libérant ainsi

du cytochrome ¢ capable de cliver les caspases et donc de démarrer I'apoptose [40].

La mutation de seulement quelques protéines permet aux cellules une résistance particuliere
face a une ou plusieurs morts cellulaires existantes. Ces mutations peuvent conduire d’une
part a la cancérisation des cellules mais elles les rendent également plus résistantes aux

stratégies de thérapies anti-tumorales.

Induction de I’angiogenese

Le développement cellulaire est dans un premier temps controlé par des processus intra-
cellulaires propres a la cellule comme nous 1’avons observé dans les parties précédentes. Mais
ce développement dépend également des interactions entre les cellules et leur microenviron-

nement.

L’ensemble des réactions chimiques nécessaires a la survie d’une cellule nécessite des
apports du milieu externe (oxygene, nutriments, ...) mais demande également d’évacuer
une partie des résidus produits (résidus de réactions métaboliques et CO,). Ces échanges
se font principalement via le systéme vasculaire. Par conséquent le développement d’une
tumeur est limité dans 'espace en I’absence de vascularisation [41]. D’autre part, la pression
exercée par les cellules les unes sur les autres induit un gradient d’oxygene au sein de la

tumeur entrainant un gradient de prolifération cellulaire [42].

Le passage d’une tumeur dite en phase latente, sans développement important, en une
tumeur dite agressive ayant un développement rapide est lié a une néo vascularisation de la
tumeur. L’ensemble des processus qui permettent le développement et la croissance de nou-
veaux vaisseaux sanguins est appelé angiogenese. Le développement de nouveaux vaisseaux
sanguins est controlé comme pour le cycle cellulaire par des facteurs pro-angiogéniques et
anti-angiogéniques. Lorsque 1’équilibre entre les deux est bouleversé et que ces facteurs se

diffusent de la tumeur vers le micro-environnement le réseau sanguin proche en est modifié.

L’angiogenese des cellules tumorales conduit a un réseau vasculaire relativement anar-
chique. Cette distribution n’étant pas normalisée. Il existe de nombreuses zones dans la
tumeur en condition d’hypoxie ce qui limite I'efficacité des thérapies anti tumorales par une
faible distribution des substances cytotoxiques de la chimiothérapie ou simplement par la
présence d’une concentration insuffisante en oxygene nécessaire aux stratégies anti tumo-

rales.
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1.2 Caractéristiques des cellules tumorales

Activation de l'invasion et métastases

Une métastase est la croissance d’'une cellule tumorale a distance de son site initial. Cette
invasion est responsable de la plupart des déces liés aux cancers [43]. Pour le cancer colorectal
on peut notamment évoquer les métastases pulmonaires dont on a récemment constaté
qu’elles sont responsables d’un taux de mortalité tres élevé [44]. Le processus d’invasion et
de métastase est le suivant :

— Une invasion locale du stroma (réseau conjonctif de support d’une cellule, tissu ou

organe).

— Un détachement et une embolisation de cellules tumorales dans les vaisseaux sanguins
et lymphatiques adjacents.

— La circulation de ces cellules dans les vaisseaux.

— La survie et un arrét des cellules dans un capillaire.

— Une extravasation? des cellules avec des mécanismes similaires a I'invasion locale.

— La prolifération des cellules tumorales dans le parenchyme de 'organe (la somme des
tissus constituants les parties fonctionnelles d’un organe, opposé au réseau conjonctif
“stroma”).

— La mise en place d’une vascularisation.

Chaque processus nécessite des capacités particulieres que les cellules tumorales ont acquises

de maniere innées ou obtenues suites a des mutations.

Reprogrammation du métabolisme énergétique

Pour produire une prolifération incontrolée des cellules cancéreuses dans 'organisme il
est nécessaire d’avoir une dérégulation du contrdle de la prolifération mais également une
adaptation du métabolisme énergétique.

Dans des conditions aérobies, les cellules normales transforment le glucose en pyruvate
via la glycolyse dans le cytosol et par la suite en dioxyde de carbone dans les mitochondries.
Dans des conditions anaérobies, la glycolyse est favorisée et relativement peu de pyruvate
est envoyé aux mitochondries qui consomment de I'oxygene. Dans les travaux de Warburg
il a été observé que méme en présence d’oxygene (aérobie), les cellules cancéreuses étaient
capable de reprogrammer leur métabolisme du glucose, donc de production d’énergie, en
limitant leur métabolisme énergétique en grande partie a la glycolyse, conduisant a un état
qui a été appelé « glycolyse aérobie » [2].

L’énergie des cellules transite sous la forme d’une molécule appelée Adénosine Triphos-
phate (ATP) celle ci est produite par phosphorylation oxydative mitochondriale ainsi que
par la glycolyse mais avec une efficacité 18 fois moins importante [45]. Ainsi il est apparem-
ment paradoxal de choisir un processus de glycolyse en présence d’oxygene et de fait une

justification fonctionnelle a été difficile a atteindre. Une hypothése postulée par [46] et ré-

2. Une extravasation est le passage anormal d’un liquide de son canal adducteur vers les tissus environ-
nants, soit par rupture du canal, soit par diffusion.
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cemment complétée par [47] suggere que 'augmentation de la glycolyse permet de détourner
une partie des molécules intermédiaires de la glycolyse dans diverses voies de biosynthese y
compris celles qui génerent les nucléosides (éléments constitutifs de PADN et ARN) et les
acides aminés. Ceci facilite a son tour la biosynthese des macromolécules et des organites re-
quis pour l'assemblage de nouvelles cellules. Les cellules embryonnaires ayant un pouvoir de
prolifération important sont dans un métabolisme de Warburg : la Glycolyse aérobie. Ainsi
les cellules cancéreuses concentrent leurs métabolisme sur les programmes de biosynthese

permettant la prolifération rapide des cellules cancéreuses.

Echappement au systéme immunitaire

Le systeme immunitaire est un ensemble d’éléments en veille dans I'organisme responsable
de la surveillance, la reconnaissance et I’élimination de la majorité des microbes et substances
environnementales étrangeres au corps [48]. De la méme maniére le systéme immunitaire
tend a éliminer la majorité des cellules cancéreuses et tumeurs naissantes. La présence de
tumeurs ayant échappées a cette veille du systéeme immunitaire semble indiquer que les
cellules ont acquis des compétences qui leur permettent d’échapper a la détection par les
différentes branches du systéme immunitaire ou sont capables de limiter I'effet de mise a
mort immunologique. De récentes études ont montré une hausse importante de 'incidence
de certains cancers chez les personnes immunodéprimées [49].

Ces dernieres années, un nombre croissant de preuves suggere que le systeme immunitaire
fonctionne comme une barriere significative a la formation et a la progression de la tumeur,
du moins dans certaines formes de cancer qui ne sont pas induit par des virus. Pour valider
ces observations, des souris ont été génétiquement modifiées pour les rendre immunodéfi-
cientes [50, 51]. Ainsi, il a été observé une augmentation de I'incidence cancéreuse et/ou
un développement plus rapide des tumeurs chez les souris immunodéficientes[50, 51]. Par
conséquent le systéeme immunitaire inné et adaptatif contribue de maniere importante dans
la surveillance et 1’élimination des tumeurs [52, 53]. L'immunodéficience des patients est par
conséquent un facteur risque important dans le développement de cancer. Cette observa-
tion est également validée par des expériences de transplantation durant lesquelles ils a été
montré que les cellules cancéreuses provenant de souris immunodéficientes n’arrivaient pas a
initier la formation de tumeurs secondaires chez un héte immunocompétent. A I'inverse les
cellules cancéreuses provenant d’'un donneur immunocompétent sont capables d’induire la
formation de tumeurs secondaires chez un receveur de maniere indifférente chez les individu
immunodéficient ou immunocompétent [52; 54].

Certaines études cliniques ont également montré d’une part un meilleur pronostic chez des
patients atteint de cancer colorectal et ovarien en présence d’un systéme immunitaire compé-
tent (infiltration importante des cellules CTL et NK) [55, 56]et d’autre part, "augmentation
lors de transplantation chez des receveurs immunodéprimés de développement de cancers

dérivés des donneurs [57]. Ces observations cliniques tendent a confirmer les hypothéses sur
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modele murin quant a la capacité du systeme immunitaire a limiter le développement des

cellules cancéreuses.

1.2.3 Définition, classification histologiques de la tumeur

Le cancer est considéré comme une maladie car la prolifération cellulaire qui le caractérise,
associée a un tissu sain, est telle que la survie du tissu d’origine est menacée. Chaque cancer
peut étre classé suivants différents criteres dont les plus fréquemment utilisés sont d’une
part le grade et d’autre part le stade d’un cancer.

— Le grade (tableau 1.1) se base sur le degré de différenciation cellulaire c’est-a-dire
la capacité d’une tumeur a ressembler en termes d’apparence et de fonction au tissu
dont elle est issue. Plus la ressemblance est nette et homogene, plus on parle de cellule
dites différenciées sachant que les tumeurs composées de cellules cancéreuses bien

différenciées ont tendance a se développer moins rapidement et donc a étre moins

agressives.
GX Impossible d’évaluer le grade
G1 Bien différenciée Bas grade
G2 | Modérément différenciée Grade intermédiaire
G3 Peu différenciée Haut grade
G3 Indifférenciée Haut grade

TABLE 1.1 — Les different grades d’une tumeur.

— Le stade ou degré d’extension se fonde sur le systeme TNM : (T) la taille de la tumeur
primitives et/ou de ses extensions aux tissus et organes de voisinage, (N) 'importance
de la dissémination aux ganglions lymphatiques régionaux et (M) la présence ou 1'ab-
sence de métastases. Chacune des lettres est suivie d'un chiffre variant de 0 (en cas
d’absence) a 4 (stade avancé) ou d'un X lorsqu’il y a impossibilité d’évaluation. Le
score TNM permet ensuite de déterminer le stade de la tumeur entre 0 et IV pour
les plus dangereuses. Chaque type de cancer possede sa propre classification TNM no-
tamment en fonction de la lettre T traduisant la taille de la tumeur primitives et/ou
de ces extensions ainsi que pour la lettre N. Le tableau 1.2 regroupe la classification

TNM relative au cancer colorectal.

1.3 Stratégies Thérapeutiques

La stratégie thérapeutique pour le traitement du cancer dépend de différents parametres :
stade du cancer, 'emplacement et ’étendue de la tumeur, ’état de santé global du patient.
Les traitements du cancer passent nécessairement par la chirurgie appelée également résec-

tion. L’objectif est d’extraire la tumeur du patient et donc la majorité des cellules cancéreuses
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Tumeurs primitives (T)

X Impossible d’évaluer la tumeur primitive
TO Aucun signe de tumeur
Tis Tumeur limitée au revétement interne ou a la couche du tissu
conjonctif de la muqueuse du colon et du rectum
T1 Tumeur envahissant la sous-muqueuse
T2 Tumeur envahissant la musculeuses
T3 Tumeur envahissant la couche appelée sous-séreuse ou bien
le tissu entourant le colon et le rectum
T4 | Tumeur envahissant directement d’autres organes ou structures ou qui
passe a travers la membrane qui recouvre 'extérieur des organes

Ganglions lymphatiques régionaux (N)

NX Impossible d’évaluer les ganglions lymphatiques régionaux

NO Absence de métastases dans les ganglions lymphatiques régionaux

N1 Présence de métastases dans 1 a 3 ganglions lymphatiques régionaux
N2 | Présence de métastases dans au moins 4 ganglions lymphatiques régionaux

Métastases a distance (M)

MO | Absence de métastases a distance
M1 | Présence de métastases a distance

TABLE 1.2 — Classification TNM du cancer colorectal.

de son corps. Cependant, différents cas de figure peuvent se poser et nécessiter des traite-
ments adjuvants qui sont de plus en plus sélectifs afin d’agir uniquement sur les cellules
cancéreuses. Cela permet de diminuer les effets secondaires liés aux traitements. On associe
souvent différentes stratégie thérapeutique pour le traitement du cancer. Dans cette partie,
les différents traitements actuellement utilisés ainsi que leurs modes d’actions seront abordés.

Une attention particuliere sera apportée aux traitements spécifiques au cancer colorectal.

1.3.1 La Résection

Le but de la chirurgie est d’abord un controle local du développement tumoral avec la
suppression d'une partie ou de la totalité des cellules cancéreuses. Cela permet également de
réaliser différentes analyses sur les cellules afin de déterminer les mutations que les cellules
ont subies et ainsi sélectionner les voies de thérapies adjuvantes a privilégier.

La principale difficulté de la chirurgie est d’estimer les marges de sureté a prendre en
compte lors de l'exérése. En effet, des marges trop faibles peuvent laisser des cellules
cancéreuses sur l'organe et conduiront probablement & une récidive locale. A I'inverse, une
marge trop importante peut endommager I'organe sur lequel est présente la tumeur et donc

conduire a des pertes de fonctionnalité.

3. Une exérese est une intervention chirurgicale consistant a retirer de ’organisme un élément qui lui est
nuisible ou inutile (organe, tumeur, corps étranger, etc.).
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La résection est également envisagée apres un premier traitement adjuvant. Celui-ci est
utilisé avec I'intention de diminuer le volume tumoral et donc de faciliter la marge de ma-
neeuvre lors de la résection. Le traitement peut également diminuer la vascularisation tu-
morale ce qui facilitera également ’exérese.

Pour faciliter le travail de chirurgie, de nombreuses imageries médicales sont réalisées afin
d’avoir une idée précise de la localisation de la tumeur.

La résection est différente de la biopsie dans le sens que cette derniere est une exérese tres
limitée en quantité d’une partie de la tumeur qui sera analysée afin d’identifier les mutations
des cellules mais également, suite a une analyse histologique, de déterminer le grade de la

tumeur.

1.3.2 La chimiothérapie

La chimiothérapie consiste en 1'usage de substances chimiques pour traiter une maladie.
Aujourd’hui le terme est de plus en plus associé au traitement spécifique du cancer. La
plupart des chimiothérapies anticancéreuses sont destinées a arréter la prolifération cellulaire
en inhibant la mitose. Cette opération est réalisée en attaquant directement 'ADN des
cellules cancéreuses. De nouvelles stratégies sont mises en place en tennant compte de la
biologie des tumeurs en visant notamment les altérations particulieres évoquées dans la
section précédente 1.2. Ces stratégies sont par conséquent de plus en plus personnalisées ce
qui permet d’utiliser le type de chimiothérapie le mieux adapté et de limiter également les
doses de traitement.

Il est possible de classer les principales chimiothérapies en cinq catégories suivant leur
mode d’action :

— Agents alkylants : sont utilisés comme premiere étape de traitement. L’action de ces
substances repose sur le transfert de groupements alkyles dans ’ADN ou dans les pro-
téines des cellules cancéreuses. Cette alkylation au niveau de I’ADN se fait par accroche
d’un groupement moléculaire sur les nucléotides guanines (et plus rarement ’adénine,
la thymine et la cytosine) [3]. Il peut donc exister différentes configurations (voir fi-
gure 1.3.1) dont : I'accroche du groupement sur un seul nucléotide (mono-adduit),
l'accroche du groupement sur deux nucléotides du méme brin d’ADN (pontage intra-
brin), 'accroche du groupement sur un nucléotide de chaque brin d’ADN (pontage
inter-brin) ou les pontages de protéines sur un brin d’ADN [58]. Une fois ces pontages
réalisés, les deux brins d’ADN ne peuvent alors plus étre séparés ni déroulés. Cette
modification empéche les processus essentiels de la cellule que sont notamment la du-
plication de ’ADN pour la division cellulaire ou la transcription de I’ADN nécessaire
pour I'assemblage des acides aminés en protéines [3]. Les mécanismes de détection et
de réparation vont alors se mettre en place en provoquant ’arrét du cycle cellulaire
en phase S, G2 et M a travers 'expression des protéines p53 et p21 puis la mort de la

cellule par apoptose a travers 'activation des caspases [59];
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— Antimétabolites : les antimétabolites constituent une famille de molécules anti tu-

morales dont le principe est d’interférer le plus possible avec la synthese des consti-
tuants de ’ADN. Les bases nucléiques de ’ADN sont constituées soit d’un groupe Py-
rimidine (C4H4Ny) formant ainsi la cytosine, la thymine et 1'uracile, soit d’un groupe
Pyrimidine(C4H4N3) combiné & un groupe imidazole (C3H4Ns) pour former les Pu-
rines que sont ’adénine et la guanine. Ce type de traitement consiste a utiliser des
structures de bases puriques ou pyrimidiques dont la structure est analogue a celle des
bases nucléiques dans le but de générer des acides nucléiques anormaux [60] et donc
empécher la synthese d’ADN et la division cellulaire. Une seconde voie d’action est
'utilisation d’analogues foliques [60] (acide folique plus connu sous le nom de vita-
mine By). L’acide folique une fois activé est essentiel a la synthese des bases puriques
et pyrimidiques. Ainsi en intercalant des analogues foliques, la synthese des acides
nucléiques est empéchée ce qui conduit a un arrét de prolifération ;

Alcaloides végétaux : les alcaloides végétaux sont des molécules a bases azotées
dérivées des végétaux qui empéchent la mitose cellulaire. Dans les cellules il existe
des fibres appelées microtubules (composées de tubuline) qui participent entre autre
a la formation du fuseau mitotique dans la phase de mitose. Ce fuseau permet le
déplacement aux poles de la cellule des chromosomes avant la division cellulaire [61].
En empéchant la formation de microtubules ou en modifiant leurs dynamiques il est
impossible a la cellule de se diviser et elle rentre alors dans une phase de mort cellulaire
par apoptose ;

Topoisomérases de type I et II : les topoisomérases sont des enzymes qui parti-
cipent a la structure de ’ADN. Généralement en plus de la formation en double hélice
il existe des supertours causés par ’ajout de tours supplémentaire dans un ADN cir-
culaire. Les enzymes topo-isomérases I et II permettent le découpage d’un ou des
deux brins de ’'ADN afin de dérouler la double hélice et de séparer les deux brins.
Cette étape est particulierement importante dans la réplication de ’ADN et pour la
transcription en ARN. Ces enzymes sont également utiles lors de la recombinaison de
I’ADN mais aussi des réparations [62, 63]. Une stratégie thérapeutique commune est
donc d’injecter au patient des inhibiteurs de topoisomérases qui vont cibler prioritai-
rement les cellules cancéreuses afin de causer des cassures dans I’ADN de ces dernieres
et induire une mort par apoptose a la suite de 'arrét du cycle cellulaire ;

Thérapies ciblées : les thérapies ciblées se concentrent sur la compréhension et
I'identification des différentes altérations des cellules cancéreuses ainsi que des poten-
tiels déreglements dans les voies de signalisation. Dans cette stratégie thérapeutique
on utilise généralement des anticorps ayant la capacité de se fixer a certains récepteurs

et donc de bloquer I'induction du signal qui lui est associé.

Aujourd’hui il existe bon nombre de chimiothérapies utilisées dans le domaine médical pour

le traitement du cancer colorectal. En voici une liste non-exhaustive :
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— Antimétabolites : 5-fluorouracile, capétabiline, uracile-tégafur, acide folinique, ralti-
trexel ;

— Inhibiteurs topoisomérases : irinotecan [65];

— Thérapies ciblées : cétuximab, bevacizumab ;

— Combinaisons de produits : FOLFOX [66],FOLFIRI [67].

1.3.3 La thérapie photodynamique

La thérapie photodynamique (PDT) dite aussi photochimiothérapie fonctionne & partir
de deux composants non toxiques. Le premier est une substance chimique photosensibili-
sante qui doit dans un premier temps atteindre les cellules cancéreuses avant d’étre activée.
Le photosensibilisant doit dans 1'idéal étre non toxique et ne pas posséder d’activité thé-
rapeutique propre. Le second composant est une source lumineuse dont la longueur d’onde
correspond exactement a l’excitation du photosensibilisant. Cette lumiere peut étre trans-
portée jusqu’'a la zone de traitement par voie endoscopique ce qui rend le traitement peu
invasif. L’irradiation interne de la zone a traiter permet de limiter également la détérioration
des cellules saines dans le corps.

L’excitation du photosensibilisant va conduire a deux types de réactions photochimiques
majeures. La premiere consiste a une oxydoréduction des molécules biologiques lors du
retour a I'état fondamental du photosensibilisant. Dans ce cas, différent radicaux vont étre
générés conduisant a une accumulation d’espéces réactives de l'oxygene (ROS) dans les
cellules notamment le peroxyde d’hydrogene (H2Osz), I’anion superoxyde (O37) et le radical
hydroxyle (*OH). La seconde réaction est le transfert d’énergie sur l'oxygene moléculaire
représenté figure 1.3.2. Ce transfert permet la formation de 'oxygene singulet excité (1O,)
dont la toxicité est importante dans son environnement proche [68]. Cette molécule a une
durée de vie trés courte dans les milieux organiques (inférieure & 40 nanosecondes [69]) ce
qui correspond a un rayon d’action d’environ 20 nn [69]. Dans les deux cas la présence
d’oxygene dans les tissus est essentielle pour la production de ROS.

L’action de destruction des tumeurs par photochimiothérapie est controlée par trois prin-
cipaux mécanismes pouvant interagir entre-eux [70] :

— Action directe : production de ROS et d’oxygeéne singulet a 'intérieur des cellules
cancéreuses induisant d’importants dommages a I’ensemble des organites présents dans
le cytoplasme mais également aux différentes membranes. En fonction du type et de
la sévérité des dommages les processus de mort peuvent étre 'apoptose, la nécrose ou
I’autophagie. La présence d’oxygene mais également de photosensibilisant en quantité
suffisante dans les cellules est primordiale pour une bonne efficacité du traitement. Des
recherches ont montré que la distribution en photosensibilisant dans les cellules est
inversement proportionnelle a la distance séparant les cellules du plus proche systeme
vasculaire [71];

— Action indirecte : destruction de la vascularisation tumorale. La thérapie pho-
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todynamique induit des dommages vasculaires dus a une vasoconstriction immédiate
des vaisseaux suivie quelques heures plus tard d’un collapsus [72]. Sans afflux sanguin,
les cellules cancéreuses passent alors en hypoxie et en anoxie avant de mourir [73];
— Action indirecte : Réponse inflammatoire induite par PDT. Suite a un traitement
photodynamique des infiltrations de lymphocytes, leucocytes et macrophages ont été
observées dans les tissus traités [74, 75]. En comparant l'effet du traitement sur des
souris immunocompétentes et immunodéprimées, Korbelik et al. ont constaté un effet
immédiat similaire pour les deux populations de souris mais un effet a long terme en

défaveur des souris immunodéprimées avec une reprise tumorale [74, 75].

1.3.4 La radiothérapie

La radiothérapie (RT) est une stratégie thérapeutique impliquant 1'utilisation de radia-
tions pour détruire des cellules cancéreuses. Cette stratégie est I'une des plus anciennes
et Pune des plus utilisées en complément de la chirurgie. On définit le Transfert d’Ener-
gie Linéaire (LET) pour caractériser la dose, c¢’est-a-dire la quantité d’énergie que regoit
une cible. L’augmentation de cette énergie se traduit par une augmentation des dommages
induits par ces radiations. Le LET décrit également la capacité de pénétration des rayon-
nements dans les tissus humains. Les radiations utilisées sont de toutes sortes : rayons X,
gamma, radiations avec protons, neutrons, électrons, ions carbone ....

Il existe deux catégories de radiothérapie : la radiothérapie interne et la radiothérapie
externe. La radiothérapie externe (ou trans-cutanée) utilise une source de radiation (géné-
ralement gamma) placée a l'extérieur du patient. La source utilisée était anciennement un
télécobalt a base de cobalt 60. Plus récemment les accélérateurs linéaires de particules se sont
imposés. Les rayonnements émis par la source sont dirigés sur le patient dont ils traversent
la peau afin d’atteindre la tumeur ou ils sont focalisés. Le principal effet secondaire de la
radiothérapie est l'irradiation de cellules et de tissus sains. Afin de limiter cela, de nouvelles
technologies dite de radiothérapies conformationnelles 3D permettent de faire correspondre
le plus précisément possible le volume de la tumeur et la distribution des radiations sur le
patient. Nombre d’examen médicaux sont réalisés (scanners, IRM...) dans le but d’obtenir
une image en 3D la plus fidele possible de la tumeur mais également des organes sains qui
lui sont proches. Ces données permettent ainsi de réaliser un traitement plus sécurisé pour
le patient tout en réduisant I’exposition des tissus sains aux radiations. Il en résulte un taux
de survie beaucoup plus élevé qu’avec une méthode conventionnelle [76].

A partir d'une démarche similaire, une nouvelle stratégie a été développée : la RT stéréo-
taxique. Pour cette technique il est impératif d’avoir la représentation en 3D de la tumeur
et des organes proches. Les radiations gamma ne sont plus émises par une seule source mais
par 201 (ou 192 suivant la date de fabrication) sources de cobalt 60 de plus basse intensité
et réparties autour du patient. Un logiciel optimise I'orientation et la focalisation de chaque

source afin d’adapter la zone irradiée a la morphologie de la tumeur. Ainsi, les zones saines
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proches de la tumeur ne regoivent que peu de radiations alors que la tumeur recoit une dose
extrémement importante. On peut observer une représentation de ce mode de traitement
et 'estimation de la dose regue sur la figure 1.3.3. On estime ainsi que la zone de focali-
sation des radiations recoit une dose environ mille fois supérieure a la dose regue par les
cellules saines alentours. Cette technique est particulierement indiquée pour le traitement
de tumeurs a risques ou la chirurgie et les autres modes de radiothérapie sont trop risqués
ce qui est notamment le cas des tumeurs sur la moelle épiniere [77].

Le second mode de traitement, dit interne, consiste a utiliser une source de rayonnement
(généralement une source radioactive) a l'intérieur du patient ou & proximité immédiate des
cellules cancéreuses. La méthode la plus couramment utilisée est la Curiethérapie. Diffé-
rentes sources radioactives sont utilisées dont : l'iridium 192, l'iode 125 et le césium 137.
L’implantation de ces sources se fait sous la forme de billes et de petits fils pour une durée
limitée (dans le cas de traitements a forte dose) ou permanente (traitement a bas débit de
dose) dans le corps du patient.

Les radiations ionisantes vont permettre un certain nombre d’interactions avec les atomes
des milieux visés. Ainsi par transfert d’énergie et méme par ionisation, les molécules irradiées
vont induire des dommages a 'ADN des cellules et altérer les protéines de leur environne-
ment. La cellule étant composée principalement d’eau, la génération de radicaux libres par
radiation ionisante va conduire in fine a des dommages importants pour la cellule. On peut
donc facilement comprendre que la présence d’oxygene est importante pour la génération des

radicaux oxygénés utilisés par la radiothérapie pour le traitement des cellules cancéreuses.
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FIGURE 1.1.1 — Nombre de nouveaux cas de cancer par an par site de localisation chez les
hommes (a) et chez les femmes (b), standardisé en dge, en France au cours
de I'année 2012
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FI1GURE 1.3.3 — Radiothérapie stéréotaxique utilisant le gamma knife. Direction des fais-
ceaux d’irradiations (haut) et modulation d’intensité (bas) pour le traite-
ment d’'un paragangliome (extrait de [5])
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Chapitre 2

Plasmas froids a la pression
atmosphérique et applications

biomédicales

Le plasma est un état de la matiere composé d’électrons, d’ions et d’especes neutres élec-
triquement mais pouvant étre dans un état d’énergie fondamental ou excités. Bien que le
milieu plasma soit électriquement neutre a une échelle macroscopique, il est constitué d’élé-
ments porteurs de charges électriques ce qui en fait par conséquent un milieu électriquement
conducteur. Le plasma génere également des photons couvrant une région du spectre élec-
tromagnétique allant des rayons X a l'infrarouge lointain ainsi qu'un champ électrique.

Les dispositifs utilisés pour générer des plasmas froids sont généralement de nature élec-
trique. Ils peuvent opérer sous différentes conditions de pressions, avec différents modes
d’excitation (continu, alternatif, impulsionnel) et sur une plage de fréquences tres large al-
lant du régime continu au domaine micro-onde. Ainsi les compositions et les propriétés des
plasmas froids sont tres variables d’un dispositif a un autre. Les dispositifs générant des
plasmas froids sont utilisés pour de nombreuses applications parmi lesquelles on peut citer
la modification de surface, la propulsion spatiale, la découpe de matériaux, le traitement de
gaz pollué et enfin la thématique sur laquelle portent ces travaux de these : les applications
biomédicales et plus particulierement le traitement de cancer colorectal.

Ce chapitre a pour objectif de présenter différentes sources de plasma froid couramment

utilisées pour des applications biomédicales a la pression atmosphérique.

2.1 Caractéristiques des plasmas froids a la pression

atmosphérique pour des applications biomédicales

Le terme plasma regroupe ’ensemble des gaz en partie ou en totalité ionisés. Pour pouvoir

réaliser une classification plus précise, nous disposons de nombreux criteres :
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— Le degré d’ionisation o (Eq2.1.1) par exemple compare la concentration des électrons
libres (ne : nombre d’électrons libres par unité de volume) par rapport a celle des
éléments neutres (ng). La génération de ces porteurs de charges électriques a partir
d’un gaz composé uniquement d’éléments neutres électriquement demande une énergie
suffisamment importante pour pouvoir modifier la structure électronique des especes
produisant ainsi des especes excitées puis des especes ionisées. Le degré d’ionisation
peut ainsi varier de 10~® pour des gaz trés faiblement ionisés comme le plasma inter-
stellaire jusqu’a 1 pour un gaz completement ionisé rencontré dans le coeur des étoiles
ou les plasmas de fusion nucléaire. Les plasmas utilisés pour des applications médicales
a la pression atmosphérique ont un degré d’ionisation généralement compris entre 10~7
et 1074

a= T (2.1.1)
e + N

— La température des plasmas est un critere complexe dans le domaine des plasmas.

En effet, dans un plasma, il peut exister une seule et unique température pour toutes

! composant ce dernier comme il peut en exister une multitude. Suivant

les especes
la nature des transferts d’énergie entre les particules du plasma, chacune des especes
peut avoir une distribution d’énergie (a laquelle on associe une température) qui lui
est propre ou qui est commune avec les autres especes. Ainsi on classe généralement les
plasmas en deux grandes catégories : les plasmas a 1’équilibre thermodynamique ou les
plasmas hors équilibre thermodynamique. Dans le cas de 1’équilibre thermodynamique
les particules posseédent une température identique 7' = T, = T; = T, (avec pour
indice e correspondant aux électrons, ¢ aux ions et n pour les neutres). A l'inverse,
pour des plasmas hors équilibre thermodynamique, les électrons ont généralement une
énergie moyenne (et donc une température) beaucoup plus élevée que celle des autres
especes du plasma (ions et neutres). Ces plasmas, généralement faiblement ionisés,
présentent un intérét certain pour les applications biomédicales car leur température
apparente est proche de la température ambiante. Leur dénomination la plus courante
est « plasmas froids ».

— La pression n’est pas a proprement dit une propriété du plasma mais est au contraire
un parametre qui va conditionner en partie le type de plasma obtenu. En effet, a basse
pression les collisions sont relativement peu nombreuses et le transfert de quantité de
mouvement entre les électrons et les atomes reste faible. Ainsi le plasma n’est pas
a 1’équilibre thermodynamique avec une température des électrons bien supérieure
(d’un a deux ordres de grandeur) par rapport a la température des especes lourdes. En
augmentant la pression, le libre parcours moyen entre les particules du plasma diminue,
le nombre de collisions augmente et les différentes températures se rapprochent faisant
tendre le plasma vers I'équilibre thermodynamique.

Alors que la température élevée que 'on peut obtenir avec un plasma a 1’équilibre ther-

1. On entend par « espece » : les électrons, les ions et les atomes et molécules neutres électriquement
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modynamique est essentielle pour un grand nombre d’applications, la plupart (pour ne pas
dire la totalité) des applications biomédicales nécessite au contraire des températures rela-
tivement basses pour ne pas porter atteinte aux tissus biologiques ou au matériel médical
exposés au plasma. Cette contrainte de température va de paire avec la pression. En effet, si
un plasma basse pression peut étre utilisé pour la stérilisation de matériel médical, il n’est
pas envisageable de soumettre un patient a la basse pression. C’est pourquoi de nombreuses
techniques ont été développées pour générer des plasmas froids a la pression atmosphérique.
Nous dresserons dans la suite de ce chapitre une liste non exhaustive des sources plasmas
utilisées pour des applications biomédicales a la pression atmosphérique en mettant en avant
les sources de plasma qui ont été utilisées au cours de ces travaux. Nous aborderons ensuite

I’action indirecte des plasmas froids a la pression atmosphérique sur le vivant.

2.2 Dispositifs générant des plasmas froids a la pression

atmosphérique pour des applications biomédicales

Pour les applications biomédicales a la pression atmosphérique, on recense quatre grandes
familles de dispositifs plasma : Les décharges couronnes, les micro-décharges a cathode
creuse, les décharges a barriere diélectrique (DBD) et les jets de plasma froid. Ces dispositifs

et leurs applications biomédicales vont étre détaillés dans la suite de cette section.

2.2.1 Décharge couronne

L’effet couronne ou effet corona correspond a une décharge partielle (sans passage a l’arc)
dans un fluide neutre, généralement de l'air, ou régne un fort champ électrique. Ce champ
électrique peut étre induit entre deux électrodes reliées a un générateur de haute tension
continue, alternative ou pulsée. L’effet couronne se produit avec des électrodes dissymé-
triques. On distingue les configurations, pointe-plan, fil-cylindre et fil-plan (voir fig.2.2.1).
Si I'électrode ayant le rayon de courbure le plus faible (la pointe ou le fil) est alimentée
avec une tension continue positive par rapport a l'autre électrode, on parle de décharge
couronne positive et de décharge couronne négative dans le cas contraire. Cette distinction
est particulierement importante car les phénomeénes induits lors de la décharge different
significativement tant par leur nature que par la quantité des especes chimique formées
par la décharge. Par exemple, une décharge couronne négative produit une concentration
beaucoup plus importante d’ozone qu’'une décharge couronne positive. Plus de précisions
pourront étre trouvées dans les références suivantes [78, 79].

L’inconvénient majeur des décharges couronnes continues est le risque de passage a l'arc
entre les deux électrodes si la tension appliquée entre ces dernieres est trop importante 2.

Il en résulte une forte détérioration des pointes dans les configurations pointe-plan, une

2. On augmente la tension afin de produire davantage d’especes chimiques
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contamination de I’environnement a proximité de la pointe et un échauffement du gaz qui
peut devenir significatif. Afin de réduire le risque d’apparition de ce phénomene et pour
produire davantage d’especes chimiques, on alimente les électrodes avec un générateur haute
tension alternative avec une fréquence de quelques kHz généralement ou mieux encore, en
utilisant un générateur de tension impulsionnelle dont la durée d’impulsion est choisie de
sorte que la tension inter-électrode repasse a zéro avant 'apparition d’un arc électrique
inter-électrode.

Les décharges corona sont utilisées depuis plus de 100 ans pour générer de I'ozone. On
les retrouve dans des dispositifs pour purifier '’eau ou les circuits de ventilation. Concer-
nant les applications médicales des décharges corona, de nombreux travaux ont été menés
avec différents types de décharges couronne. On peut citer par exemple des travaux sur la
stérilisation de surface par le traitement de bactéries [80, 81, 82, 83] et de biofilms bacté-

riens [84, 85, 86, 87] ou bien encore des expériences sur des cellules cancéreuses in vitro

88].

FI1GURE 2.2.1 — Photographie d’une décharge corona multi-pointes pulsée au laboratoire
LAPLACE. Conditions expérimentales : tension d’alimentation 8kV, durée
d’impulsion 40ps, fréquence de répétition 100Hz, distance anode/cathode
8mm et rayon de courbure des pointes 25pm, 14 pointes disposées en deux
rangées de 7 pointes. D’apres|6]

2.2.2 Micro décharges a cathode creuse

La tension de claquage est une caractéristique propre a chaque gaz dépendant d'un pro-
duit pressionxdistance. Cette relation est généralement connue sous le nom de courbe de

Paschen dont un exemple est donné figure 2.2.2 pour 'air a la pression atmosphérique.
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Contrairement aux prédictions de cette loi, la tension de claquage n’augmente pas exponen-
tiellement pour de tres faibles distances inter-électrode. En effet, Slade et al ont montré que,
pour des distances inter-électrodes tres faibles (globalement inférieure a 5 pm et a la pression
atmosphérique), la tension de claquage est proportionnelle & la distance inter-électrode [7].
Il est donc possible de former des plasmas a la pression atmosphérique avec des tensions
d’alimentations relativement basses en diminuant 1’espace inter-électrodes. C’est le principe
d’une catégorie de plasmas froids référencée sous le terme Micro Décharge a Cathode Creuse
(Micro Hollow Cathode Discharges) dont un dispositif est représenté figure 2.2.3. Avec ces
dispositifs, il est possible d’obtenir des plasmas froids d’un rayon de quelques centaines de
micrometres dans des gaz tres variés parmi lesquels ’argon, I’air, le néon et xénon sont les
plus étudiés avec ce type de dispositif [89].

L’inconvénient majeur de ces dispositifs pour les applications biomédicales concerne les
dimensions géométriques limitées des dispositifs qui imposent une multiplication des cellules
élémentaires afin d’obtenir une surface suffisante de traitement [90]. La taille réduite de
plasma oblige également a prendre en compte le déplacement du dispositif lors du traitement
pour obtenir un résultat homogene.

Ce type de dispositif a été utilisé dans des applications biomédicales traitant particulie-
rement de I'inactivation de bactéries [91, 92, 93] ou du blanchiment des dents [94, 95].
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FIGURE 2.2.2 — Tension de claquage électrique dans 'air a la pression atmosphérique en
fonction du gap anode/cathode séparant deux contacts métalliques de type
pointe/pointe. Données expérimentales comparées a la loi de Paschen [7]
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Haute 5 . ‘ ;;Diélectrique

FIGURE 2.2.3 — Vue en coupe d’un dispositif de micro décharge a cathode creuse . D’apres
3]-

2.2.3 Décharges a barriere diélectrique

La contrainte majeure dans la conception d’un dispositif de plasma froid est d’éviter le
passage a un régime d’arc électrique. Une des solutions les plus utilisées consiste a interca-
ler au moins une barriere diélectrique entre les électrodes du dispositif. Lorsque le champ
électrique induit par une différence de potentiel électrique imposée entre les électrodes est
suffisamment élevé on assiste a la formation d'un canal conducteur d’une électrode vers
lautre a travers le gaz. Alors que le déplacement des charges électriques dans le gaz produit
une avalanche électronique, un diélectrique, placé entre les deux électrodes, accumule les
charges qui atteignent sa surface. Il en résulte un champ électrique qui, étant opposé au
champ géométrique, empéche 'apparition de I'arc électrique et conduit a I'extinction de la
décharge. La durée de vie du canal conducteur étant un phénomeéne estimé a une centaine
de nanosecondes, il n’y a pas suffisamment de collisions entre les especes chargées et les
neutres pour générer un échauffement significatif du gaz [96]. En raison du caractére tran-
sitoire de ce type de décharge, il est indispensable d’utiliser une alimentation alternative

pour permettre la génération successive de décharges.

Les dispositifs fonctionnant sur le principe des décharges a barriere diélectrique ont gé-
néralement une configuration plan-plan ou cylindre-cylindre (voir figure 2.2.4.a) avec au
minimum un diélectrique solide recouvrant I'une des électrodes. La configuration plan-plan
est privilégiée dans le cas de traitement de surface alors que la configuration cylindrique est
plus adaptée aux traitements d’effluents gazeux. Les dimensions caractéristiques du dispo-
sitif DBD sont conditionnées par le produit pression x distance. Ce type de décharge peut
facilement avoir lieu a pression atmosphérique avec une distance inter-électrode générale-
ment de l'ordre du millimetre au centimetre en fonction du type de gaz et de la source de

tension utilisés.

Le principal inconvénient de ce type de dispositif est lié au caractere filamentaire de ces
décharges produisant par conséquent des inhomogénéités de traitement. Cependant il est
possible de générer des plasmas homogenes ou diffus dans I'espace inter-électrodes dans cer-

taines conditions [97, 98]. Il est également possible de remplacer la contre électrode reliée a
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la masse de I'alimentation par un corps humain ou tout support suffisamment conducteur.
Ce type de dispositif se retrouve sous le terme FE-DBD dans la littérature pour « Floa-
ting Electrode - Dielectric Barrier Discharge ». Un exemple de ce dispositif est donné figure
2.2.4.b avec un support biologique conducteur faisant office de contre électrode. L utilisation
d’un tel dispositif offre de nombreux avantages. Le premier est de pouvoir placer ’élément
a traiter directement au contact du plasma. Ceci permet un traitement en profitant d’un
champ électrique important et un flux de particules chargées pouvant apporter une contri-
bution significative lors d’un traitement biomédical. Le second intérét est que, dans ce type
de décharge, I’énergie dissipée est importante ce qui entraine une forte réactivité chimique.
C’est la raison pour laquelle ce type de décharge a été étudié pour la premiere fois par la
société Siemens au milieu du XIX®*™siecle afin d’augmenter la syntheése de 'ozone [99)].
Les applications biomédicales des décharges a barriere diélectrique sont essentiellement
orientées sur le traitement de graines avec un intérét pour la décontamination et un autre
pour favoriser la germination [100, 101]. Les DBD a électrodes flottantes sont quand a elles

plus adaptées pour le traitement de la peau [102, 103, 104].
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FIGURE 2.2.4 — Configurations classiques de décharges a barrieres diélectrique extrait de [9)]
(a-d) et photographie d'une FE-DBD développée au laboratoire LAPLACE

(e).

2.2.4 Les jets de plasma

Il existe de trés nombreuses configurations de jets de plasma avec ou sans barriere diélec-
trique actuellement en développement dans les laboratoires. Nous allons en présenter deux

types : le jet DBD et le jet surfatron.

2.2.4.1 Jets de plasma DBD

Ce jet de plasma sera utilisé dans les chapitres 6 et 7 pour des applications de traitement

de cellules cancéreuses. De plus, le chapitre 7 traitera du développement dun jet de plasma
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fonctionnant avec de I'argon et une configuration d’électrode différente.

Un exemple de jet plasma DBD est montré sur la figure 2.2.5. La configuration de ce
jet est relativement commune (voir par exemple [105, 106]). Des électrodes en aluminium
sont enroulées autour d’un tube de quartz de petit diametre (2 mm de diametre intérieur et
diametre extérieur de 4 mm). Elles sont séparées par un espace de 10 mm. De I'hélium est
injecté dans le tube de quartz avec un débit de quelques litres.min~!. Des impulsions carrées
de haute tension sont appliquées entre les électrodes avec une intensité, une fréquence de ré-
pétition, et un rapport cyclique ajustables. L’alimentation qui permet d’obtenir des tensions
pulsées utilise un circuit push-pull approprié alimenté par un générateur de haute tension
continue. Les caractéristiques typiques du signal a haute tension sont les suivantes : temps
de montée et de descente de 80 ns a plusieurs centaines de nanosecondes, tension continue
allant jusqu’a 10 kV, fréquence de répétition de 1 Hz a 9.69 kHz et largeur d’impulsion de
250 ns a 1.75 s.

Ce genre de dispositif présente 'avantage d’une flexibilité importante permettant le trai-
tement de tissus ou de surfaces. En effet, la géométrie des dispositifs peut étre adaptée aux
différentes applications. On peut citer par exemple la combinaison de plusieurs jets plasma
DBD pour augmenter la surface de traitement et également certaines propriétés [107, 108]
ainsi que des dispositifs générant un rideau de plasma pour le traitement de surface [109].

Un second avantage est que, contrairement aux DBD classiques de type plan-plan, la pro-
pagation du plasma en dehors du dispositif va provoquer I’excitation des molécules contenues
dans ’air dans une zone que 1’on appelle la plume plasma. Ainsi, une faible quantité de gaz
plasmagene est suffisante pour déclencher des réactions chimiques dans I’air menant a la for-
mation d'une quantité significative d’especes oxydantes particulierement intéressantes dans

un contexte biomédical.

2.2.4.2 Jets de plasma Surfatron

Un dispositif Surfatron [110, 111, 112] génére des ondes de surface (généralement dans
le domaine micro-onde et plus particulierement a 2.45 GHz) qui sont capables d’initier une
décharge dans un gaz circulant a I'intérieur d’un tube en matériau diélectrique (par exemple
du quartz) comme indiqué sur la figure 2.2.6. A la pression atmosphérique, le plasma ne
remplit pas toute la section transversale du tube de quartz (voir la figure 2.2.7.a).

L’inconvénient majeur concernant ces dispositifs est la température du jet de plasma qui
est trop élevée pour traiter sans dommages des supports thermosensibles. Pour parer a ce
probléme, on fait circuler de I'air comprimé autour du tube de quartz 2.2.6. Cela présente
lavantage de refroidir le tube et de créer des turbulences au niveau de la sortie du tube
ou le jet de plasma émerge dans l'air ambiant. Ces turbulences, en se mélangeant avec
le jet de plasma, permettent d’abaisser significativement la température apparente du jet
de plasma. En effet, cette méthode permet de maintenir la température apparente du jet

au dessous de 325 K au voisinage de la sortie du tube de quartz alors qu’en I'absence de
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FIGURE 2.2.5 — Schéma d’un jet DBD de plasma a basse température fonctionnant a pres-
sion atmosphérique (a) et photographie du jet de plasma avec sa protection
électrique lors d’une utilisation d’hélium comme gaz porteur (b).

refroidissement, le jet émerge dans 'air avec une température avoisinant les 1000 K [11]. Il
est a noter également que la structure du jet de plasma est modifiée avec le refroidissement
par air comprimé. On assiste alors a I’apparition aléatoire de structures filamenteuses comme
observées figure 2.2.7.b.

Les dispositifs Surfatron sont particulierement flexibles et permettent de générer des jets
de plasma (ou des flux d’especes chimiques créées par plasma) a base de mélanges gazeux
tres variés et sur une tres large plage de pression allant de quelques dixiemes de mbar
jusqu’a plusieurs bars. La géométrie du dispositif est également modulable. En effet, bien
que la plupart des dispositifs Surfatron utilisent un tube de quelques mm de diametre, il est
possible de générer, dans des conditions particulieres, un plasma avec un Surfatron dont le
tube a un diametre de 25 cm.

Méme si la majorité des applications biomédicales des jets de plasma Surfatron a été
réalisée a basse pression (cf. par exemple [113]), des essais a la pression atmosphérique ont
donné des résultats intéressants, en particuliers en ce qui concerne la décontamination de

bactéries par plasma [10, 114, 115].

2.2.4.3 Applications biomédicales des jets de plasma

Les jets de plasma DBD fonctionnant avec de I’hélium et de 'argon comme gaz por-

teur sont, dans la littérature, les dispositifs plasma les plus utilisés pour les traitements
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FIGURE 2.2.6 — Schéma de principe du jet d’argon micro-onde utilisé pour le traitement de
bactérie. D’apres [10]

a) b)

FIGURE 2.2.7 — Photographie du jet de plasma micro-onde sans (a) et avec (b) refroidisse-
ment par air comprimé. Extrait de [11]

biomédicaux. On peut citer de maniere non exhaustive :
— La décontamination, traitement de bactérie, stérilisation [10, 54, 116, 117];
— Le blanchiment ou les soins des dents [106, 118, 119, 120, 121];
— La coagulation du sang [102, 122, 123, 124];
— Le traitement des ulceres et des plaies chroniques [125, 126, 127, 128];
— La modification de surface de matériaux biomédicaux [129, 130, 131];
— Le traitement de cellules cancéreuses [132, 133, 134] ;
— Le traitement de fruits et légumes pour augmenter la durée de conservation [135, 136,
137];

— Le traitement de graines pour favoriser la germination et la productivité [138, 139, 140].

2.3 Action du plasma sur le vivant

De nombreux processus physiques et chimiques interviennent dans un plasma, en par-
ticuliers lorsque ce dernier est en contact direct avec des cellules vivantes ou indirect par
I'intermédiaire d'un liquide activé par plasma. Dans cette partie, nous avons recensé les
principaux mécanismes dont I'activité sur le vivant est (ou est supposée) significative. Ces

différents mécanismes ont une part tres variable d’'un dispositif plasma a un autre dans
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Iefficacité du traitement réalisé. En effet, la nature et la quantité des especes produites par
un plasma dépendent énormément des conditions opératoires ce qui rend particulierement
délicate la comparaison des différents jets de plasma. Nous écarterons d’emblée le role direct
de I'élévation de la température due au plasma car les jets de plasma froids utilisés pour
des applications biomédicales n’induisent pas une augmentation significative de la tempéra-
ture des objets traités. Toutefois, 'efficacité d’un traitement plasma peut étre améliorée en

augmentant la température de 1’échantillon exposé au plasma [113].

2.3.1 Effet du champ électrique

Le mouvement des especes chargées dans le plasma ainsi que le champ géométrique des
dispositifs peuvent conduire a un champ électrique localement important au niveau d’un
support biologique exposé au plasma. De nombreux groupes de recherche suggerent par
conséquent que l'effet du champ électrique généré par un plasma sur les cellules et les
bactéries n’est pas négligeable [141] et pourrait méme étre, dans certaines configurations
particuliéres, le vecteur principal de stérilisation [142, 143]. A partir de résultats extraits
des travaux de Laroussi et al [143], Mendis et al proposent un scénario connu sous le nom
de disruption électrostatique de la membrane cellulaire [142]. Ce phénomene se produit lors
de 'accumulation de charges électriques a la surface d’une cellule a un niveau tel que la
résistance a la traction de la membrane n’est plus assez importante pour garantir l'intégrité
membranaire. L’inégalité suivante est proposée comme condition nécessaire a la disruption

de la membrane cellulaire :

| 2(V) |> 0.2 \/r(,um) A(pm) Fr(dynes.cm=2) (2.3.1)

Cette formule traduit le fait que le potentiel @ a la surface de la cellule dépend du produit
du rayon de courbure local r de la membrane cellulaire, de I’épaisseur de la membrane A et
de la force de traction de la membrane Fr. De nombreuses simulations ont montré que le
potentiel a la surface des cellules peut étre suffisamment élevé pour surpasser la résistance
a la traction de la membrane [141]. Cette formule reste cependant difficile & utiliser car la
force de traction de la membrane n’est pas une donnée connue a ce jour. Cependant, compte
tenu de l'estimation de ce facteur par Mendis et al [142], il est envisageable que le champ
électrique induit un effet au niveau cellulaire notamment sur les cellules Gram négatif dont

la membrane possede des irrégularités diminuant ainsi le rayon de courbure local.

Si le champ électrique peut éventuellement produire un effet lors de 'exposition directe
de supports biologiques au plasma, sa contribution est discutable dans le cas de traitements
indirects au cours desquels les cellules ne sont pas exposées au plasma ce qui, nous le verrons

plus tard, est le cas des applications biomédicales réalisées lors de cette these.
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2.3.2 Effet du rayonnement ultraviolet

Le rayonnement UV-C (190-280 nm) est particulierement efficace pour induire des dom-
mages a ’ADN, ce dernier étant tres absorbant sur cette plage de longueurs d’ondes. C’est
donc une solution intéressante pour inhiber le développement d’une infection bactérienne lors
d’une opération chirurgicale ou d’une préparation d’échantillons microbiologiques [144, 145].
Fort de ce constat, 'entreprise Steril-Aire Inc. a développé un dispositif & base de rayonne-
ment UV-C permettant de réduire tres fortement la contamination par des micro-organismes
(biofilm gram-positif et négatif, champignons) des installations de chauffage, ventilation et
climatisation. Jusqu’a trés récemment, on ne trouvait pratiquement que des lampes conte-
nant du mercure (dont une transition radiative se trouve a 253 nm) pour générer des rayon-
nements UV-C. Ces derniéres sont désormais concurrencées par l'arrivée de la derniere
génération de LED UV-C qui comble toutes les lacunes qui empéchaient les précédentes
générations de LED de s’imposer sur ce secteur.

Un autre moyen de produire un rayonnement UV-C est de générer un plasma. Plus pré-
cisément, il s’agit d'un plasma dans lequel se trouvent des molécules excitées de monoxyde
d’azote (NO) qui produisent un spectre caractéristique dans I'UV-C. A la pression atmosphé-
rique, les plasmas a base d’argon sont généralement plus efficaces que ceux a base d’hélium
ou d’air pour produire un rayonnement UV-C a partir des impuretés du gaz plasmagene
et/ou du mélange de ce dernier avec I’air ambiant.

Lors d’expériences préliminaires, nous avons déterminé qu’un jet de plasma Surfatron a
base d’argon projeté dans 'air ambiant était capable de générer une irradiance UV-C de
46 pW.cm ™2 a une distance de 17 mm de la sortie du tube amenant le gaz plasmagéne.
Cela correspond, pour une durée de traitement de 300 secondes, a un niveau d’exposition
de 14mJ.cm™2 [10]. Ce niveau d’exposition UV-C étant, d’apres les travaux de Guo et
al, capable d’induire 5 log de diminution relative de la population (0.001% des bactéries
toujours viables apres traitement) de la souche sauvage de la bactérie E. coli a 1’état planc-
tonique [146]. Toutefois lors de nos travaux, la réduction bactérienne observée n’était que
d’environ 1 log (10% de survie), la différence étant probablement imputable a la concentra-
tion bactérienne initiale qui était était mille fois plus importante dans notre cas?® [10]. Nous
avons également constaté que la part de mortalité bactérienne induite uniquement par le
rayonnement UV-C du jet Surfatron sur des bactéries E. coli était d’environ 84% dans nos
conditions expérimentales [10].

L’effet des radiations émises par le plasma n’est a priori envisageable que pour des expo-
sitions directes de supports biologiques au plasma. Cependant, le rayonnement ultraviolet
contribue a la production d’électrons germes dans le plasma et favorise également la pro-
duction de certaines especes chimiques tres actives sur le vivant et a longue durée de vie

comme c’est le cas par exemple de 'ozone.

3. Cet exemple illustre parfaitement une difficulté supplémentaire pour comparer différents traitements
par plasma car 'efficacité de décontamination bactérienne dépend de la concentration initiale des bactéries.
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2.3.3 Effet des espéces réactives

Le plasma est une excellente source d’espéces réactives chargées électriquement (électrons,
ions) ou neutres. Pour les applications biomédicales des plasmas, ces espéces neutres sont
souvent classées en deux catégories : les especes réactives oxygénées et les especes réactives
nitrogénées. Un exemple de concentrations des principales especes réactives dans un plasma
froid de type DBD est donné tableau 2.1 a partir des résultats de Kalghatgi et al [13].
La concentration de ces espéces réactives varie en fonction de la configuration du plasma
mais la liste des espéces est quant a elle relativement commune dans les DBDs et les jets de
plasmas a la pression atmosphérique. Ces especes, présentent en phase gazeuse, sont connues
pour produire des effets importants sur les cellules du vivant. Les radicaux superoxyde et
hydroxyle, I'oxygene singulet et 'oxyde nitrique font d’ailleurs partie des éléments clés de la

thérapie photodynamique et de la radiothérapie pour le traitement du cancer (cf. chapitre

1).

Pour un traitement de supports biologiques en suspension dans un liquide, les especes
réactives du plasma vont se solubiliser et entrainer a leur tour la formation d’especes se-
condaires a la suite de réactions chimiques avec les composants du liquide traité. Il est
également envisageable que les especes produites par le plasma interagissent entre-elles une
fois solubilisées. L’ensemble des produits issus de l'interaction entre le plasma et un liquide
a une durée de vie limitée. On définit alors deux catégories que sont les espeéces a courte
durée de vie telles que les radicaux dont la durée de vie apres ’arrét du plasma ne dépasse
généralement pas la seconde et les especes a longue durée de vie telles que le peroxyde
d’hydrogene, I'ozone et les nitrites/nitrates dont la durée de vie dans le liquide activé peut

atteindre plusieurs jours (tab. 2.1).

Cependant, les especes a courte durée de vie ont un role essentiel dans le cas d’un traite-
ment indirect par I'intermédiaire d’un liquide activé par plasma car elles sont tres fréquem-

ment a la base des mécanismes de formation des especes a longue durée de vie.

Pour finir, il convient également de prendre en compte le taux de solubilisation d’une
espece initialement en phase gazeuse vers un liquide. La solubilité d'un gaz dans un liquide
est généralement décrite par la loi de Henry qui établi que la solubilité d’'un gaz dans
un liquide est proportionnelle a la pression du gaz sur ce liquide. Par exemple 1'ozone,
qui est réputée assez difficile a dissoudre dans l’eau, a une solubilité qui dépend de la
température, du pH du liquide et de la nature de ce dernier. Le taux de solubilité des especes
actives formées dans un plasma est par conséquent un parametre particulierement difficile a
déterminer d’autant plus que la loi de Henry ne s’applique pas aux molécules qui réagissent
chimiquement avec le liquide. Il s’agit donc d'un parametre qui reste malheureusement

inconnu la plupart du temps.
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TABLE 2.1 — Concentrations des especes générées en phase gazeuse par un plasma froid DBD
dans 'air a la pression atmosphérique ayant une densité électronique comprise
entre 10° et 10'' ecm™ et une concentration ionique positive comprise entre

10 et 10" em™3. La deuxiéme colonne est extraite de [13]

Espéces générées Concentration Durée de demi vie Solubilité
dans le plasma dans le plasma (cm™3) apreés solubilisation dans ’eau
Superoxyde (OQ_) 10%0- 102 ~ s [147] N/A
Radical hydroxyle (*OH) 10%5- 1017 ~ s [148] N/A
Peroxyde d’hydrogene(H202) 10M- 1016 8 heures-20 jours [149] 108 mg - 171 [150]
Oxygene singulet (102) 10'4- 1016 ~ ps [151] N/A
Ozone (O3) 10%5- 107 ~ min [152] 0.266mg - 17! x [O3],,, [153]
Oxyde nitrique (NO®) 1013- 104 ~ s [154] 58mg - 171 [155]

2.4 Bilan des applications biomédicales des plasmas froids

Au cours de ce chapitre nous avons vu que les plasmas froids sont capables de générer un

champ électrique local, un rayonnement UV-C ainsi que des especes réactives. De nombreux

chercheurs étudient actuellement la possibilité de mettre en ceuvre des plasmas froids pour

des applications biomédicales relativement variées allant de la modification de surface pour

des matériaux médicaux aux traitements des ulceres et des plaies.

On remarque néanmoins que la contribution et la nature des espéces réactives initiées par

plasma reste assez peu détaillée dans la littérature. La plupart des auteurs se contentent de

mentionner la présence, la plupart du temps supposée, d’especes réactives oxygénées (ROS)

et d’especes réactives nitrogénées (RNS) pour expliquer les effets de leur dispositif plasma

sur le vivant.

Un des objectifs de ce travail de these est par conséquent d’identifier les especes réactives

produites dans un liquide activé par plasma puis de relier leur présence aux effets observés

sur des supports biologiques, des tumeurs dans notre cas. Plus précisément, nous avons

choisi d’utiliser des cellules du cancer colorectal HCT116. Alors que la plupart des essais de

traitement plasma sur des tumeurs ont été réalisés sur des modeles in vitro 2D, nous avons

eu 'opportunité de prendre en compte la morphologie des tumeurs en utilisant un modele

in vitro 3D. Cette approche permet généralement une meilleure anticipation de 'efficacité

du traitement final. A la fin de ce mémoire, nous présenterons un essai de traitement sur

modele in vivo qui sera comparé aux quelques études portant sur le traitement in-vivo de

cellules cancéreuses par plasma [156, 134, 157, 158].

Afin de ne considérer que 'effet des especes réactives a longue durée de vie initiées par

plasma, nous avons effectué des traitements de maniere indirecte en plongeant les tumeurs

dans une solution liquide préalablement activée par un jet de plasma. Cette approche est

réaliste pour le traitement de cancer en situation réelle ou, bien souvent, il est impossible

d’exposer directement la tumeur a un jet de plasma.
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Le dispositif plasma utilisé pour 'activation des liquides de traitement est identique a
celui décrit dans la sous-section 2.2.4.1 et dans la figure 2.2.5. Ce choix a été fortement
influencé par le nombre important de publications sur le traitement du cancer avec une
configuration de jet plasma similaire a celle développée au sein du groupe PRHE.

Dans la suite de ce mémoire, le chapitre 3 présentera la culture et la mise en forme en
3D des modeles de tumeurs. Dans ce chapitre, seront également abordées les techniques de
diagnostic propres aux traitements du cancer que sont par exemple la recherche de dommages
a ’ADN et de la mort cellulaire par apoptose. Le chapitre 4 est dédié aux techniques de
détection des especes dans le liquide activé par plasma avec une attention particuliere sur
la détection et la quantification des especes radicalaires a faible durée de vie. Enfin, le
chapitre 5 décrira ’ensemble des techniques utilisées dans le domaine des plasmas froids
pour caractériser les jets de plasma dans 1’objectif de concevoir un dispositif plasma optimisé

pour les traitements biomédicaux.
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Matériels et méthodes

“Trouver n'est rien, c'est le plan

qui est difficile.”

(FIODOR DOSTOIEVSKI)






Chapitre 3

Supports biologiques et diagnostics

Pour étudier la réponse de cellules saines ou cancéreuses a l’action des jets de plasma
froids, diverses méthodes existent notamment 1’étude sur cellules plates appelées aussi mo-
dele 2D. Ce type de méthode consiste a observer la réponse de cellules en suspension dans
un milieu de culture, ces cellules étant isolées ou en faible interaction les unes par rapport

aux autres.

Récemment une méthode alternative utilisant des modeles en 3D de tumeurs in wvitro
(sphéroides) a été développée par diverses équipes de part le monde dont notamment 1'Ins-
titut des Technologies Avancées en sciences du Vivant (ITAV) dont une équipe a participé
aux travaux présentés dans cette these. Ce nouveau modele permet une approche plus réelle
de linteraction plasma-cellules [159]. En effet, plusieurs expériences ont montré que les
réponses des sphéroides a divers traitements notamment de radiothérapie donnent des ré-
sultats trés proches de ceux observés sur xénogreffes! [160, 161]. Inversement, les résultats
sur cellules monocouche ne donnent qu'une idée approximative des effets attendus dans
la réalité. Le sphéroide est donc un modele in vitro plus adapté pour prédire 'effet d’un
traitement sur une tumeur in vivo. Ces micro-tumeurs dénommeées sphéroides permettent
de prendre en compte des parametres déterminants dans la prolifération cellulaire que sont
I’hétérogénéité cellulaire au sein d’une tumeur mais aussi les interactions entre les cellules et
leurs micro-environnements [162]. L’amas de cellules (saines ou cancéreuses) de ces micro-
tumeurs reproduit l'organisation spatiale tridimensionnelle d’une tumeur non vascularisée
pouvant nous apporter des informations concernant la limite de pénétration de nos traite-
ments plasma. Au cours de sa croissance, cette structure va voir apparaitre des gradients
d’oxygene et de nutriment en son sein conduisant a un gradient de prolifération [42, 163, 164].
De part 1’établissement de ces gradients, les cellules en prolifération seront situées sur la
couche périphérique du sphéroide [165]. Plus profondément sont localisées des cellules en
état de quiescence c’est-a-dire en phase de repos sans division cellulaire. Enfin lorsque les

sphéroides deviennent relativement important en terme de volume, les régions centrales sont

1. La xénogreffe désigne la transplantation d’un greffon (organe par exemple) ot le donneur est d’une
espece biologique différente de celle du receveur.
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alors privées d’oxygene et de nutriment entrainant un processus de mort cellulaire de ces
derniéres par nécrose.

La culture et la mise en forme des sphéroides nécessite diverses manipulations pour ga-
rantir des résultats fiables. Les parties suivantes seront donc consacrées a ’ensemble des
procédures nécessaires a 1’élaboration des sphéroides mais aussi aux étapes qui permettent
de les préparer aux divers diagnostics pratiqués, ce protocole n’étant pas le méme que pour
les analyses classiques réalisées sur modeles 2D. On commencera par présenter les caracté-

ristiques des cellules utilisées.

3.1 Caractéristiques des cellules

3.1.1 HCT 116 : Cancer du colon

La lignée cellulaire HCT116 est issue de tumeurs humaines du colon possédant une
haute capacité proliférative (population doublant en approximativement 21H [166]). Pré-
sente chez I’homme, ces cellules peuvent entrainer 'apparition d’une tumeur maligne dé-
nommeée adénocarcinome colorectal. HCT116 exprime un gene particulier appelé antigene
carcino-embryonnaire (ou ACE). Cette protéine impliquée dans 1’adhésion cellulaire est un
marqueur tumoral du cancer colorectal [167]. Il s’agit d’une protéine produite par le foetus
lors de son développement et qui disparait apres la naissance. Elle peut étre cependant pré-
sente en faible quantité a la surface des cellules de quelques organes dont le colon, le rectum,
I'intestin gréle mais aussi les poumons [168].

Ce type de cellule cancéreuse est dite a morphologie épithéliale ¢’est-a-dire dont les cellules
sont étroitement juxtaposées ou jointives (voir fig. 3.1.1) et aucune matrice extracellulaire
ni aucune fibre ne peuvent les séparer. En culture ce type de lignée est particulierement
adhérente et nécessite donc des interventions particulieres pour les détacher de la surface
du flasque de culture. De plus, 'obtention et la conservation de spheres 3D utilisables
nécessite d’utiliser des plaques de 96 puits traitées au Poly(2-hydroxyethyl methacrylate)
(poly-HEMA) qui est un hydrogel évitant 'adhésion des cellules sur les puits.

3.1.2 GM637 : Fibroblaste

Les fibroblastes sont d’origine mésenchymateuse c’est-a-dire dérivant de cellules souches
présentes dans 'embryon. Surnommées parfois « cellules de soutient » elles constituent le
groupe cellulaire le plus présent dans le derme. L’un de leurs roles majeurs est d’organiser
les éléments présents dans la matrice extracellulaire. L’une des méthode de discrimination la
plus utilisée est une analyse morphologique de ces cellules dont la forme est décrite comme
étoilée et dotée de longs prolongements généralement fins venant au contact d’autres cellules
(Fig 3.1.2) [169]. Contrairement aux cellules cancéreuses HCT116 il peut donc exister des

espaces entre ces cellules.
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FI1GURE 3.1.1 — Micrographie fluorescente du cytosquelette cellulaire HCT116 : cellules can-
céreuses du colon. Distribution des microtubules (colorées en vert), des
noyaux (colorés en bleu) et les micro-filaments d’actine (colorés en rouge)

Cette lignée cellulaire nous servira de support pour 'analyse de I'interaction entre les jets
de plasma froid et les cellules saines dans le but d’étudier la sélectivité du traitement par
plasma. Contrairement aux sphéroides de cellules HCT116, I'index prolifératif des sphéroides
réalisés a partir de fibroblastes est tres faible. Il a été démontré que, lors de réponse aux
dommages environnants et particulierement lors de la cicatrisation et de I'inflammation, la

prolifération de ces cellules peut étre tres rapide [170].

FI1GURE 3.1.2 — Micrographie fluorescente de fibroblaste humain. Distribution des microtu-
bules (colorées en vert), des noyaux (colorés en bleu) et les micro-filaments
d’actine (colorés en rouge)

3.2 Méthode de culture

3.2.1 Culture cellulaire

Les deux souches de cellules utilisées lors de nos expériences nécessitent pour leur dévelop-
pement d’étre gardées dans un incubateur a une température de 37°C dans une atmosphere
humide avec 5% de CO,. Elles ont également besoin d’un milieu de culture de type « milieu
minimum essentiel de Eagle » modifié par Dulbecco/Vogt (DMEM) avec 10% de sérum de
veau feetal (SVF/FCS) et 5% de pénicilline/streptomycine. Le DMEM permet d’apporter

les acides aminés (constituants élémentaires des protéines), les sels, le glucose (carburant
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essentiel du métabolisme) et des vitamines indispensables a la croissance de la plupart des
cellules in vitro. Le sérum de veau apporte quant a lui un grand nombre de protéines dans
des proportions variables car directement issu des foetus de vaches. Enfin, la pénicilline et la
streptomycine sont des antibiotiques dont le role est d’éviter le développement de bactéries
et de champignons qui pourraient contaminer les milieux de culture lors des manipulations.

Afin de toujours garder les cellules dans des phases de croissance il est important de
relancer une culture avant que les cellules ne recouvrent entierement la surface du support
de culture, phase appelée confluence. Lorsque la relance des cellules est primordiale, la
premiere étape consiste dans un premier temps a les détacher du flasque de culture. Pour
cela il faut d’abord enlever le milieu, nettoyer les cellules au Tampon Phosphate Salin
(PBS) puis ajouter de la trypsine. Cette protéase permet de briser les liaisons peptidiques
des protéines utilisées par la cellule pour se fixer sur le support. Une fois le détachement des
cellules observé au microscope optique, ’ajout d’une forte dose de milieu permet d’arréter
l'action de la protéase et protege ainsi les cellules. Une fois la solution (milieu + cellules)
bien homogénéisée, il suffit de compter ces dernieres grace a une cellule de Malassez pour
obtenir la concentration cellulaire approximative dans un millilitre de milieu de culture. Il est
alors possible d’ensemencer un nouveau flasque avec la concentration de cellules souhaitée

( généralement dans nos études, nous avons utilisé 500 000 cellules/ml).

3.2.2 Formation du sphéroide pour les analyses in vitro

Lors de la relance des cellules, la formation des sphéroides est aisée puisque les cellules
sont dans un premier temps dissociées de la paroi du flasque et la concentration cellulaire
est connue. Les sphéroides que nous étudions sont composés de 500 cellules par puits lors
de leur formation et baignent dans 100 pL. de DMEM + 10% SVF. L’action combinée d'un
passage en centrifugation pendant 6 min a 1200 rotations par minute et de 'utilisation de
plaques 96 puits a fond rond conduit au rapprochement des cellules qui finiront ainsi par
créer des liens entre-elles pour former a proprement dit un sphéroide. On peut observer

sur la figure 3.2.1 le regroupement des cellules et la formation du sphéroide d’un diametre

d’environ 300-400 pm en quelques jours.

Day 0

HCT116

F1GURE 3.2.1 — Cinétique de formation d’un sphéroide issu de cellules cancéreuses HCT116
a0, 1, 3 et 4 jours (a-d) apres ensemencement de 1000 cellules par puits en
plaque ultra Low-attachment & fond rond. D’apres [12]. Echelle 500pm.
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3.2.3 Formation des tumeurs pour les analyses in vivo

L’utilisation d’animaux et notamment de modeéles murins dans la recherche de traite-
ment contre le cancer est primordiale pour la compréhension des mécanismes des cancers et
également pour améliorer I’ensemble des stratégies thérapeutiques et de diagnostic.

La souris commune est un animal idéal pour les analyses en oncologie de part sa petite
taille, son taux de reproduction et de fécondité important ainsi que son cotit de production
et d’entretien relativement faible [171]. L’utilisation accrue de ce modele a permis la création
de lots d’animaux génétiquement proches, résultant d’une forte consanguinité, ce qui facilite
les analyses comparatives. En outre, le génome de ce modele a été entierement séquencé ce
qui permet de le manipuler facilement. On peut souligner la contribution importante du
modele murin dans le développement de chimiothérapies [172].

Pour nos essais, nous avons choisi des souris Nude (voir figure 3.2.2), des animaux pré-
sentant une mutation sur un gene spécifique les rendant albinos, sans poil et possédant
un systeme immunitaire affaiblit (absence de lymphocyte T) que I'on appelle couramment
immunodéprimées.

Une greffe hétérotopique ? des cellules HCT116 est réalisée en application sous-cutanée sur
les souris. Cette pratique facilite d'une part I’acces a la tumeur et donc a son suivi au cours du
traitement mais également évite I’ensemble des opérations chirurgicales nécessaires a 1’étude
des greffes orthotopiques. L’injection de 2.5 millions de cellules HCT116 est réalisée a ’aide
d’une seringue 17 gauges une semaine apres réception des souris, ce délai étant supposé
permettre une acclimatation des animaux. Les cellules se développent alors pendant 2 a 3
semaines jusqu’a former des tumeurs vascularisées d’un volume de 100mm? & partir duquel
les traitements peuvent commencer.

L’ensemble des manipulations ( inoculation de la tumeur, traitement, sacrifice) est réalisé
sous anesthésie générale a base d’isoflurane qui est un anesthésique volatile et est réalisé par

des personnes ayant été formées spécialement.

3.3 Diagnostics des sphéroides in vitro

3.3.1 Evaluation de I'efficacité du traitement plasma

La premiere méthode empirique utilisée pour déterminer I'impact d’un traitement sur
les sphéroides est basée sur la mesure de I’évolution temporelle du volume de ces derniers
apres traitement. Pour pouvoir distinguer les effets a court terme et a long terme du plasma
sur les micro-tumeurs, le suivi de volume est réalisé pendant 9 jours apres le transfert des
sphéroides dans un milieu de culture activé par jet de plasma afin d’évaluer I'impact de

traitement favorisant ou au contraire inhibant la croissance du sphéroide [165].

2. Par opposition au greffe orthotopique, cette greffe de cellules cancéreuses est réalisée sur un site
distinct de celui de la tumeur d’origine
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FIGURE 3.2.2 — Injection sous cutanée de cellules HCT166 sur modele murin anesthésié.

Lors de la préparation du sphéroide, le nombre de cellules utilisées peut varier légere-
ment d’une préparation a une autre entrainant une variation du volume des micro-tumeurs.
Concernant la croissance des micro-tumeurs, elle peut varier légerement suivant les condi-
tions de préparation. Ces deux aléas rendent difficile la comparaison directe de 1’évolution
quotidienne du volume des micro-tumeurs non-traitées avec celles qui 'ont été. Ainsi pour
palier ces variations inhérentes a la mise en place des expériences, nous avons choisi de pro-
poser un tracé de courbe alternatif qui nous parailt étre plus approprié. Dans la littérature,
cette représentation est appelée courbe d’inhibition de croissance ou rapport « T/C ». Cette
représentation correspond au volume des sphéroides traités (T) normalisé par le volume des
sphéroides non traités (C). Ainsi, a un instant donné, les sphéroides traités sont plus gros
que leurs homologues non traités si ce rapport est supérieur a 1 et inversement s’il est infé-
rieur a 1. On peut alors observer le retard de croissance d'un échantillon traité par rapport a
un non traité. Cette représentation présente toutefois un risque de mauvaise interprétation
car une stabilisation de la courbe ne correspond pas a un arrét de la croissance tumorale
car les tumeurs non traitées n’arrétent pas de croitre. Le niveau d’activité anti-tumorale du
traitement est ensuite déterminé selon les critéres du National Cancer Institute (NCI) [173] :

— absence d’activité : T/C>42%;

— activité modérée : 10%<T/C<42%;

— activité forte : T/C<10%.

3.3.2 Etape de fixation, découpe

Afin de pouvoir analyser de maniére précise I’ensemble des processus biologiques a 'inté-
rieur des cellules a un instant donné, il est essentiel dans certains cas de stopper 'activité
cellulaire, étape que 'on appelle couramment la fixation. Avant le début de la fixation, les
sphéroides auront été en contact pendant un certain temps avec le milieu activé par plasma.
Dans tout les cas, I’étape de fixation ne doit pas étre réalisée plus de 4H apres le début du

traitement par plasma. Cette durée a été déterminée lors des travaux de Joseph Plewa [132]

52



3.3 Diagnostics des sphéroides in vitro

ou il est apparu qu'une durée de 4H avant fixation permettait d’avoir des résultats d’immu-
nofluorescences optimaux.

La premiere étape de fixation consiste a placer les sphéroides dans une solution de for-
maline (HT501128-4L, Sigma-Aldrich) pendant une durée comprise entre 2 et 3H. Cette
manipulation permet aux tissus biologiques d’étre préservés de la décomposition, empé-
chant ainsi 'autolyse (autodestruction) des cellules et leur putréfaction. La fixation permet
également de bloquer toutes les réactions biochimiques en cours et peut également préparer
les cellules aux étapes de découpes qui surviennent plus tard car elle augmente la résistance
mécanique des cellules. Apres cette étape, les sphéroides sont lavés dans une solution de
Tampon Phosphate Salin (PBS) et réservés au froid a 4°C. Apres fixation, les sphéroides
passent successivement 2H minimum dans une solution de sucrose a 15% puis sucrose a 30%.
Le sucrose permet la protection des tissus lors de la découpe cryogénique.

Pour la découpe cryogénique, les micro-tumeurs sont d’abord placées dans du Tissue-Tek
(Sakura Finetek) servant de support puis les cryosections d’'une épaisseur de 5 pm sont
réalisées & 1'aide d’un cryostat (Leica CM1950).

L’ensemble de ce protocole a été développé et optimisé au sein de ’équipe IBPD de I'ITAV
pour le travail sur sphéroide HCT116 [164, 132].

3.3.3 Marquage immunofluorescent

Afin de mettre en évidence des particularités biologiques de nos cellules suite au traitement
par plasma, une méthode d’'immunofluorescence a été utilisée. Elle consiste a utiliser des an-
ticorps spéciaux afin de reconnalitre certaines particularités du génome en les révélant grace
a une sonde fluorescente. Le premier anticorps utilisé est le 4’,6-diamidino-2-phénylindole
communément appelé DAPI. Cet anticorps est capable de se lier fortement avec les bases de
I’ADN notamment & l’adénine (A) et la thymine (T). Naturellement fluorescent, I’anticorps
DAPI absorbe les radiations UV a 350 nm pour restituer une lumiere bleue entre 450 et
490 nm. Ainsi le DAPI permet de mettre en évidence la présence d’ADN dans les cellules
quelque soit leurs viabilités a travers une fluorescence bleue sur les coupes cryogéniques. Le
DAPT en solution de 0.1 ng/ml est appliqué dans 1’obscurité sur lame cryogénique pendant
dix minutes .

Le second anticorps utilisé n’est quand a lui pas naturellement fluorescent. Cet anticorps
dit primaire nécessite ’ajout d’un second anticorps dit secondaire qui est fluorescent. L’anti-
corps primaire, une solution a 1/500 de phosphorylated Histone H2AX (mouse monoclonal,
Millipore) appelée H2AX, est mis en contact avec les coupes cryogéniques pendant une
nuit a 4°C ou 1H a 37°C en fonction des contraintes expérimentales. Lorsque cet anticorps
rencontre des cassures double brins sur 'ADN] il effectue une étape de phosphorylation
(ajout d’'un groupe phosphate) entrainant la formation d’un composé connu sous le nom
de v-H2AX qui va pouvoir s’accrocher aux cassures de ’ADN [174]. L’anticorps secondaire

est une solution anti-mouse conjuguée avec Alexa 488 (Molecular Probes), une molécule
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fluorescente dont ’absorption se situe a 495 nm et I’émission a 519 nm produisant ainsi
une lumiere verte vive. L’anticorps secondaire est ajouté pendant une heure sur les coupes
cryogéniques a température ambiante et dans 'obscurité. Alexa 488 va reconnaitre un site
d’accroche sur la forme phosphorylée de H2AX et permettra ainsi de mettre en évidence (en
vert) I'ensemble des cellules ayant subit des dommages double brins a ’ADN sur les coupes
cryogéniques.

L’analyse de ces marquages est réalisée par un microscope epifluorescent DM5000 (Leica)
équipé d’une caméra Roper COOLsnap ES CCD. Les images sont ensuite extraites et ana-

lysées par un package de logiciel Metavue (Molecular Devices) et ImageJ.

3.3.4 Viabilité cellulaire

L’estimation de la viabilité cellulaire dans des regroupements 3D de cellules tels que
les sphéroides est basée sur I'observation et la quantification de I’adenosine 5-triphosphate
(ATP) intracellulaire [175]. L’ATP est la molécule qui sert au stockage et au transport
de I’énergie dans les organismes vivants. Elle est composée d’un groupement d’adénosine
et de trois groupements phosphate. Les liaisons entre les groupements phosphates sont des
liaisons riches en énergie. Par conséquent ’hydrolyse de ’ATP permet, par 'intermédiaire de
la formation d’adénosine diphosphate ou monophosphate, de libérer une quantité d’énergie
importante appelée enthalpie libre de 30.5 et 45.6 kJ.mol 'respectivement. A travers ces
réactions, I’ATP peut fournir I’énergie nécessaire a I’ensemble des réactions intracellulaires.
Par conséquent, elle intervient dans un grand nombre de processus physiologiques tels que
la synthese et la dégradation des molécules biologiques ou la contraction des muscles.

Comme nous l'avons vu précédemment la mort d’une cellule peut se dérouler suivant
différents mécanismes majeurs : 'apoptose, la nécrose et 'autophagie. Bien que ces morts
cellulaires empruntent leurs propre signalement moléculaire et ’activation de molécules bien
spécifiques, ’ATP joue un role important dans I’ensemble de ces morts cellulaires. Lors de
I’apoptose, principalement au cours des derniers stades, la quantité d’ATP va rapidement
décroitre du fait de la perte des fonctions de la mitochondrie mais également en raison de
la consommation par des protéases dépendantes de I’ATP. Ainsi, ’énergie nécessaire pour
I’activation et la réalisation de I'apoptose dans une cellule est relativement importante. Si le
niveau d’ATP est trop faible, la mort cellulaire se déroulera selon un scénario de nécrose [176,
177]. Dans ce processus la cellule se détruit en perdant son intégrité membranaire puis en
relarguant dans le milieu extra cellulaire ’ATP quelle contient. La mort cellulaire va donc
entrainer une déplétion de 'ATP mesurée dans la cellule ce qui permet par conséquent
I’estimation de la viabilité cellulaire.

Le suivi de la viabilité cellulaire est réalisé a travers 'utilisation d’un kit CellTiter-Glo 3D
cell viability (Promega). On utilise 50 pl de réactif ajoutés apres I'exposition de 100 pL de
milieu de culture au jet de plasma conformément aux préconisations du fabricant. Une fois

les sphéroides transférés dans le PAM contenant ce réactif, la lyse des cellules est obtenue par
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3.3 Diagnostics des sphéroides in vitro

agitation mécanique durant 25 min a 1000 rpm. La mesure de luminescence est alors réalisée
a l'aide d’un lecteur de plaque CLARIOstar (BMG LABTECH) a température ambiante
sur des plaques blanches 96 puits adaptées a la mesure de luminescence. La concentration
relative d’ATP est évaluée en divisant la luminescence des échantillons traités au plasma

par la luminescence des échantillons non traités.

3.3.5 Perméabilisation cellulaire

La perméabilisation cellulaire est détectée par l'utilisation de 'iodure de propidium (PI).
Cette molécule fluorescente de masse moléculaire 668,403 Da ne peut pénétrer dans les
cellules viables par les pores cellulaires naturellement présents. Dans le cas de cellules ayant
subit une perméabilisation partielle ou totale, le PI va pouvoir pénétrer dans la cellule et
se fixer a ’ADN et a ’ARN ce qui lui vaut le dénominatif d’agent intercalent. Dans ce cas,
son pouvoir de fluorescence va augmenter de 20 a 30 fois par rapport au PI en solution libre
et donne une couleur rouge caractéristique (voir fig 3.3.1).

Le marqueur Hoechst permet le marquage du noyaux des cellules vivantes ou mortes en
se fixant sur les bases nucléiques de ’ADN avec une préférence pour 'adénine et la thymine.
Ce marqueur est dit cell-permeable ce qui lui permet de marquer les cellules qui ne sont pas
perméabilisées a I'instar du DAPI. De plus le Hoechst est moins toxique que le DAPI ce qui
permet de garder une viabilité cellulaire importante apres traitement. Une fois excité avec
une lumiere UV ce marqueur fluorescent fourni une couleur bleue caractéristique (voir fig
3.3.1).

Apres traitement par PAM, les sphéroides sont disposés 5 min dans une solution de
ZAP buffer (10mM KyHPO,, 1mM MgCLs, 250mM Saccharose, pH 7.4) contenant 100pM
d’iodure de propidium (Sigma-Aldrich Co, Ltd) et 30 ym de Hoechst (Sigma-Aldrich Co,
Ltd) en étant protégés de la lumiere. Ils sont ensuite rincés dans un grand volume de PBS
contenant du calcium et du magnésium. La fluorescence (PI : A; = 538/A., = 617nm,
Hoechst : Aoy = 350/ Aoy, = 461nm) est collectée a 'aide d’un microscope a épifluorescence

DM IRB (Leica) a température ambiante dans des plaques 96 puits a faible attachement.

FIGURE 3.3.1 — Marqueurs utilisés pour la détection de perméabilisation cellulaire obte-
nue par électroporation d’un sphéroide composé de cellules cancéreuses
HCT116. A gauche le marqueur Hoechst (A, =461 nm) et & droite le
marqueur iodure de propidium ( A, =610 nm). Echelle : 100 pm.
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3.3.6 Activation de I'apoptose

L’activation de I'apoptose est évaluée par ’observation de ’activité des caspases effectrices
intracellulaires 3 et 7 en utilisant le kit NucView 488 Caspase-3 (Biotum) [178]. Le substrat
est associé a un colorant de liaison a ’ADN qui le rend incapable de se fixer naturellement
sur les bases nucléiques. Ce substrat est capable de pénétrer dans le cytoplasme des cellules
sans perméabilisation préalable. Dans le cas de I'apoptose les caspases effectrices 3 et 7
peuvent ainsi cliver le substrat libérant le marqueur fluorescent qui va alors pouvoir migrer
dans le noyaux et s’intercaler dans les chaines de I’ADN pour les marquer. Cette technique
permet d'une part d’observer 'activité des caspases donc le déclenchement de phénomenes
apoptotiques mais également de suivre la morphologie du noyaux le cas échéant. De plus, ce
substrat n’interfere aucunement avec l'activité des caspases ce qui permet le suivi temporel
d’un méme sphéroide.

Les sphéroides sont incubés avec le PAM et le substrat fluorescent pendant 30 min
(concentration finale 5pM) avant observation de la fluorescence. La fluorescence verte (A., =
485/ Aem = 515nm) est collectée a ’aide d’un microscope a épifluorescence DM IRB (Leica)

a température ambiante dans des plaques 96 puits a faible attachement (voir fig 3.3.2).

FIGURE 3.3.2 — Fluorescence du substrat NucView 488 Caspase-3 d'un sphéroide composé
de cellules cancéreuses HCT116 24H apres un traitement plasma. La fluo-
rescence verte correspond a 'activité de caspase traduisant des mécanismes
de mort apoptotique dans les cellules. Echelle : 100pm.

3.4 Diagnostics des tumeurs in vivo

3.4.1 Suivi de la croissance tumorale

Il existe de tres nombreuses manieres de déterminer le volume d'une tumeur lors d’ex-
périences in vivo et le choix dépend essentiellement de la maniere dont sont réalisées les
greffes.

Dans notre cas, I'injection et le développement de la tumeur sous le derme permettent un
acces facile a cette derniere. Une mesure au pied a coulisse permet alors d’estimer le volume
de la tumeur. Cependant, la formule permettant 1’estimation du volume n’est pas unique a

cause du caractere informe des tumeurs. La formule la plus couramment utilisée et la plus
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précise consiste donc a émettre I’hypotheése que la tumeur est un ellipsoide de révolution

dont le volume interne Viymeur correspond a la relation [179] :

4
Viumewr = 37 (W? x L)~ (W? x L)/2 (3.4.1)

ou L représente la longueur de la tumeur (le plus grand diametre ou diametre polaire)
et W représente la largeur (soit le plus petit diametre ou diametre équatorial). Dans cette
formule la hauteur n’est pas prise en compte puisqu’il est d'une part difficile de la mesurer
et que la tumeur peut se développer dans un muscle faussant alors la mesure.

Cette mesure, bien que relativement précise, reste une mesure réalisée en dehors du corps
de la souris et I'épaisseur de la peau de I'animal peut représenter un biais significatif en
fonction de la taille de la tumeur. Pour confirmer l’estimation du volume de la tumeur
au court du temps, une mesure plus précise de la tumeur est réalisée suite a 'opération
d’extraction de la tumeur intervenant apres le sacrifice de la souris. Enfin, une estimation

du volume final a partir de la masse de la tumeur peut également étre envisagée.

3.4.2 Coupes histologiques

D’une fagon similaire aux sphéroides in vitro, il est possible de fixer les tumeurs extraites
des modeles murins apres traitement pour réaliser des coupes cryogéniques. Suite a cela
divers marquages sont possibles mais les plus couramment utilisés sont les marquages his-
tologiques et par anticorps. les marquages histologiques sont également appelés colorations
et permettent d’augmenter le contraste naturel des tissus biologiques ainsi que de mettre en
valeur certaines structures particulieres.

Suite aux expériences in vivo, deux colorations particulieres sont utilisées. La premiere,
et la plus commune, est une coloration a ’hématoxyline et a I’éosine (H&E). La seconde est
une coloration au trichrome de Masson.

La coloration H&E est tres utilisée lors des diagnostics médicaux. Elle est composée de
deux colorants : I'hématoxyline (cationique ou basique) et 1’éosine (anionique ou acide).
De part leurs affinités respectives les éléments acides sont colorés en rouge tandis que les
éléments basiques tendent vers une couleur violette. Sur la figure 3.4.1 un marquage H&E est
réalisé sur une coupe d’un colon sain. On peut discerner différentes couleurs correspondant
aux muscles pour le rose profond et au collagene pour le rose pale. Les noyaux sont quant
a eux représentés par un bleu/violet profond.

La coloration au trichrome de Masson permet un marquage particulier du collagene. Sur
la figure 3.4.2 le collagene est facilement identifiable avec sa couleur bleue vive. On peut
également observer les muscles en rose ainsi que les cellules sanguines en rouge intense
d’apparence granuleuse. Le collagene est important puisque cette protéine est présente dans
les matrices extracellulaires et confére aux tissus leur résistance mécanique. Cette coloration

est réalisée a partir du kit de marquage Trichrome de Masson (HT-15, sigma aldrich).
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FIGURE 3.4.1 — Marquage H&E d’un colon sain.

FIGURE 3.4.2 — Coloration du colon au trichrome de Masson.
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Chapitre 4

Détection et quantification des especes
générées par le plasma dans les milieux

de culture

L’interaction entre le plasma et un milieu de culture cellulaire dans lequel sont placés nos
supports biologiques d’études va induire la solvatation de certaines especes chimiques mais
également générer des produits secondaires. La difficulté majeure dans la compréhension
des mécanismes chimiques mis en cause est l'identification des especes a faible durée de
vie que l'on appelle les radicaux libres. De part leurs durée de vie courte résultant d’une
importante réactivité chimique, ces éléments ne peuvent pas étre détectés par des méthodes
classiques comme la fluorométrie, la colorimétrie et la mesure d’absorbance optique. Il est
donc indispensable de piéger ces especes radicalaires directement lors de l’exposition au
plasma pour pouvoir les observer. Pour cela, la détection de ces especes est effectuée par
résonance paramagnétique électronique. Cette technique, que nous allons présenter dans
ce chapitre, exploite les propriétés quantiques des molécules radicalaires. Nous aborderons
en fin de chapitre le cas des d’especes plus stables dans le temps dont la détection et la

quantification sont réalisées de manieres plus conventionnelles.

4.1 Diagnostic par résonance paramagnétique électronique

La mesure de résonance paramagnétique électronique (RPE) est basée sur 'interaction
entre des atomes ou des molécules avec un champ magnétique variable et de forte
intensité. Dans cette section, nous allons exposer les bases théoriques de cette méthode

avant de présenter sa mise en ceuvre pour la détection de radicaux libres.
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de culture

4.1.1 Effet Zeeman et interaction atome-molécule avec un champ

magnétique

Soit un point de masse m et de charge électrique ¢ en mouvement créant un moment
I

magnétique 11 tel que :

= %? (4.1.1)

ol représente le moment cinétique du point, une grandeur mécanique liée au
déplacement et a la quantité de mouvement. Cette relation peut s’appliquer a toutes les
particules élémentaires et notamment a un électron lié au noyau d’un atome et dont
I’orbitale atomique est décrite par les trois nombres quantiques n, £ et my. Ce sont des

entiers sans dimension pouvant prendre des valeurs bien particulieres (ou quantifiées) :

— n > 1 est le nombre quantique principal correspondant a une couche électronique dont
il caractérise la taille et I’énergie ;

— (€ [0...n — 1] est le nombre quantique secondaire ou azimutal définissant une sous-
couche électronique, en particuliers sa forme et sa symétrie spatiale ;

— my € [—(...+ (] est le nombre quantique tertiaire ou magnétique qui correspond aux
différentes orientations spatiales que peut prendre 'orbitale en présence d’un champ
magnétique extérieur.

Donc le moment magnétique orbital d’'un électron (de masse m. et de charge —e ) lié au

noyau d’un atome est :

e
ﬁnéme - _2me X 7n€mg (412)

Dans un repere tridimensionnel {x,y, z}, le moment cinétique orbital 7ngmz est formé de
trois composantes (0,,0,,0,) et ne peut prendre que des valeurs déterminées par :

Oty = 0o+ 00+ 07 =L({+ 1R (4.1.3)

nbmy

avec 0pum, la norme du moment cinétique total et h = h/ (27) la constante de Planck réduite.
De plus, pour une valeur donnée de ¢, une des trois composantes du moment cinétique

orbital (par exemple o,) ne peut prendre que des valeurs de la forme :

o, =meh ; my € [—f .. —|—f] (414)

La mécanique quantique prédit également ’existence d’un phénomene qui n’a pas d’équi-
valence classique : le spin de I'électron que certains auteurs attribuent a la rotation de
I’électron sur lui-méme ce qui n’est pas le cas. Le spin d’une particule élémentaire est défini

par un parameétre s qui est un entier ou demi-entier dans le cas général mais qui vaut 1/2
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pour Iélectron. Il a été démontré que ce spin est responsable d’'un moment magnétique (i)

et d’'un moment cinétique (o) supplémentaires sur les électrons :

I = —ge(e/2m.) T, (4.1.5)

avec g, ~2,0023... une constante appelée facteur de Landé.

Nous pouvons également retrouver des relations similaires aux relations 4.1.3 et 4.1.4 :

ol =00 tos+or,=s(s+ )R’ 5 04 =mh (4.1.6)

avec mgs = £1/2 le quatrieme nombre quantique représentant les deux états de spin distincts
de I’électron.

En regroupant le moment magnétique orbital et le moment magnétique intrinseque (ou
de spin), on obtient le moment magnétique total ﬁ de l'électron dans la configuration

quantique n, £, my, my

T iy + 9e T 5) (4.1.7)

-

e

avec

eh
Haye = _2m

(M + gems) (4.1.8)

e

Cette équation générale peut étre appliquée a chacun des électrons d’un atome. En effet,
chaque électron est affilié & une couche et a une sous couche particuliere (n,¢) d’énergie
E, , quantifiée. En 'absence de champ magnétique extérieur, tous les électrons de cette
sous-couche possedent la méme énergie quelque soit le nombre quantique magnétique (my)
du niveau d’énergie sur lequel ils se trouvent et leur spin (my). On dit alors que le niveau
d’énergie E, ; est dégénéré et que sa dégénérescence est égale a (2¢+1). Pour rappel, chaque
électron est réparti dans une couche (n), une sous couche (¢), avec une orbitale (my,) et un
spin (mg) suivant le principe d’exclusion de Pauli impliquant que deux électrons du méme
atomes ne peuvent avoir les quatre mémes nombres quantiques précités.

Ainsi chacun des N électrons d’une sous couche (n, £) contribue & un moment magnétique

global dont la composante sur un axe (z ici) est décrite par la relation suivante :

Mz

o, ) = —(eh/2m,) ) + gema(i)] (4.1.9)

z:l

Lorsqu’une sous-couche est entierement remplie, ’ensemble des valeurs disponibles pour
my et my est utilisé. Le moment magnétique d’une sous-couche pleine est donc nul étant don-
née la symétrie de ces nombres quantiques par rapport a 0. Par conséquent, seuls les atomes
possédant une sous-couche incomplete possedent un moment magnétique. Par conséquent,
on ne considérera que les électrons de la couche de valence dont les nombres quantiques
principal et secondaire, correspondant au niveau d’énergie dégénéré, seront respectivement
référencés n, et ¢, dans la suite. Cette couche de valence est par conséquent la superposition

de (20, +1) x (2s + 1) = 2(2¢, + 1) états dégénérés qui, en I’absence de champ magnétique
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extérieur, ont tous la méme énergie.
Dans la suite, on introduit 7 le nombre quantique principal de moment angulaire total
pouvant prendre des valeurs par pas de 1 telles que |¢, —s| < 7 < |f, + s| et on fait les

changements suivants :

fzz7nuéumg ; ?IZ?SU ) 72?"’_?
F=GGADRE 5 Lo=mh s omye (... +]]

ou m; est le nombre quantique secondaire de moment angulaire total. On obtient alors :

7 = _g}? x J (4.1.10)

ou 8 = eh/2m, est appelé “magnéton de Bohr électronique”. Le coefficient g est un autre
coefficient de Landé qui varie en fonction de I’élément chimique étudié. Lorsque que 1'on
place cet élément dans un champ magnétique ? il en résulte une énergie d’interaction F

dont 'expression est :

E:—ﬁ.ﬁzggx7-§ (4.1.11)

De plus, Lorsque 1'on choisit I'axe x dans la direction du champ magnétique, 1’équation

précédente devient :

9BBJ,

h
E = gBBm; (4.1.12)

Lors de la présence d’'un champ magnétique, I’énergie d’interaction peut donc prendre
(25 + 1) valeurs quantifiées conformément aux différents m;. De ce fait, en présence d'un
champ magnétique, la méme sous couche possede (27 + 1) niveaux d’énergie différents sé-
parés chacun de AE = gfB. On dit que le champ magnétique a levé la dégénérescence du
niveau d’énergie en faisant apparaitre la structure fine du niveau d’énergie. Ce phénomene
est connu sous le nom de 'effet Zeeman dont un exemple est schématisée sur la figure4.1.1.

L’ensemble des réflexions qui ont été menées sur les électrons peut aussi s’appliquer aux
noyaux des atomes. En effet les nucléons possedent également un moment cinétique orbital
et un moment cinétique de spin s = 1/2. On peut donc en déduire pour chaque particule un
moment magnétique orbital et un moment magnétique de spin conformément aux relations
4.1.2 et 4.1.5. Le tableau 4.1 recense les moments magnétiques des particules constituant
un atome. Dans ce tableau la valeur g est le magnéton de Bohr électronique, pour rappel
B = eh/2m,, et Bx le magnétron de Bohr nucléaire définit comme valant eh/2m, avec m,,
la masse d'un proton. Les facteurs g sont les facteurs de Landé associés a chaque particule
et valent : g. = 2,0023,g, = 5,5857 et gy = —3,8261.

Si le moment magnétique total des électrons peut étre modélisé par I’équation 4.1.11,
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A
E(m))
m;=+5/2
m;=+3/2
mi=+1/2
0 AE=gBB
ml=‘1/2
m1='3/2
mi='5/2
e 0 B

FIGURE 4.1.1 — Eclatement des niveaux d’énergie d'une sous-couche atomique possédant un
nombre quantique principal de moment angulaire total j = 5/2 en fonction
de l'intensité du champ magnétique.

lectron L h= —5: Wh= _geﬁg‘
proton  fphi=+40nL 5= g,Bn
neutron Wh=0 ol = gn B

TABLE 4.1 — Moments magnétiques orbitaux et de spin des particules élémentaires
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celui d’'un noyau possédant un moment cinétique ? respectant les regles fondamentales
(I = i(i + 1)h? et sa projection sur un axe peut prendre l'une des (2i + 1) valeurs de
m; € [—i---i], I, = m;h) peut étre décrit par
ﬁ gNﬁN7
N

= IvEN S (4.1.13)

Les électrons non appariés d’'un atome (centre paramagnétique) peuvent interagir non
seulement avec le champ magnétique extérieur mais aussi avec leur noyau atomique ainsi
que ceux des atomes voisins (cas d’une molécule). Dans ce cas, 'énergie d’interaction pré-
cédemment calculée comporte des termes supplémentaires car chaque dégénérescence 7 est
elle-méme dégénérée par ? révélant ainsi la structure hyperfine du niveau d’énergie. Ainsi,
on peut déterminer I'énergie d’interaction £ d'un ensemble, formé par un centre parama-

gnétique et un noyau, plongé dans un champ magnétique

E = —ﬁtoml . § + interaction = — (—957 + gnBn ?) . ﬁ + ;; 7 . ? (4.1.14)

h
L’énergie totale d’interaction des éléments est ici définie comme la contribution de 1’énergie
Zeeman du centre paramagnétique, I’énergie Zeeman du noyau ainsi que d’un parametre de
couplage hyperfin noté A entre le noyau et le centre paramagnétique. Sachant d’une part que

le magnéton de Bohr nucléaire Sy est bien plus faible que le magnéton de Bohr électronique

puisque la masse du proton est environ 1836 fois supérieure a la masse de 1’électron

E:gf7-§+;7-7 (4.1.15)

Si 'on oriente 'axe x dans le méme sens que le champ ?, on peut alors écrire

A
E= ghﬁBJx + 03 (el + Jyly + J. L) (4.1.16)

Il est possible de montrer que les termes ne comportant pas J, sont négligeables. De cette
facon comme les valeurs de J, sont m;h € [—jh...+ jh] et I, sont m;h € [—ih... + ih),
les niveaux d’énergies sont définis par m; et m; formant ainsi (25 + 1) x (2¢ + 1) niveaux
d’énergie donnés par

Emg’mj’mi = En,K,O,O + gﬁBm] + Am]m, (4117)

ou E, 00 correspond a I'énergie du niveau dégénéré.

4.1.2 Spectrometre de résonance paramagnétique électronique

La spectrométrie de résonance paramagnétique électronique consiste a placer un échan-

tillon de matiere dans un champ magnétique intense puis a évaluer la transmission d’une
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onde électromagnétique a travers cet échantillon. Si I’énergie hr de ’onde électromagnétique
correspond a la différence de niveau d’énergie entre deux niveaux de structure fine issus d’un
méme niveau dégénéré (et si des électrons se trouvent sur ce niveau d’énergie), une partie de
I’onde incidente va étre absorbée lorsque des électrons passeront des niveaux inférieurs de la
transmission considérée vers des niveaux supérieurs. On appelle cette situation la condition
de résonance. Selon les regles de sélection des transitions permises (Am; = +1, Am,; = 0),

la fréquence correspondante est :

yzixng—i—ixmi (4.1.18)

ou g et A sont des constantes définies précédemment qui sont dépendantes de 1’élément

chimique analysé.

Sur un spectrometre RPE, la source électromagnétique a généralement une fréquence
constante. La recherche de la condition de résonance est effectuée en variant le champ ma-
gnétique généralement de maniere sinusoidale. Pour avoir un ordre de grandeur du rapport
entre la fréquence utilisée par la source et le champ magnétique, on va négliger A et consi-
dérer une valeur typique g = 2 dans la relation précédente. On obtient ainsi :

v B

—~=xg=28GHz - T 4.1.19

5~ %9 ( )
L’ordre de grandeur du champ magnétique maximal qu’il est raisonnablement possible de
générer est de 1 T. Par conséquent, la source utilisée sur un spectrometre RPE rayonne dans

le domaine micro-onde avec une fréquence de 'ordre de quelques GHz.

Il existe une derniere particularité propre a la spectrométrie RPE : on visualise généra-
lement la dérivée premiere de 'onde transmise par rapport a la valeur de 'amplitude du
champ magnétique.

La figure 4.1.2 représente ’ensemble des éléments constituant un spectrometre classique-
ment utilisé en RPE. Comme la fréquence du rayonnement électromagnétique est impor-
tante, un générateur micro-onde de type magnétron rayonnant une onde a la fréquence v
fixe avoisinant les 9 GHz dans nos conditions est utilisé. L’onde est dirigée a travers des
guides d’ondes adaptés. Pour obtenir la condition de résonance, un balayage de l'intensité
du champ magnétique est réalisé. L'utilisation d’électroaimants est généralement privilégiée
puisque l'intensité du champ produit est directement proportionnelle au courant circulant
dans les bobines ce qui facilite sa détermination. [’échantillon a caractériser est placée dans
une cavité résonante a 9 GHz. Afin de pouvoir obtenir un signal image de la puissance
consommeée par 1’échantillon, la diode du détecteur doit fonctionner dans sa partie linéaire.
Cette diode, dont le courant de sortie, dépend de la composante électrique du rayonnement
micro-onde doit donc étre polarisée autour d’un courant I?%,. Cette polarisation est effectuée
via le bras de référence qui permet de dédier une partie des micro-ondes a cette effet et de

moduler le signal de référence a travers un iris.
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Bras de
référence

iris

Source micro-onde
Fréquence v=9 GHz

Détecteur (Diode)

1 s
J) =

résonnante

v

Alimentationdes
électroaimants

(variation champ
magnétique)

FIGURE 4.1.2 — Principe général de fonctionnement d’un spectrometre RPE

4.1.3 Analyse des spectres RPE

L’analyse des spectres RPE consiste principalement en une analyse graphique permettant

une mise en forme numérique du signal dont un exemple est donné figure 4.1.3. Afin de

pouvoir retrouver ’espece ou les especes que le piégeur a captées, on détermine trois criteéres

principaux :

66

— Le premier permet de donner l'allure générale du signal a partir du nombre de pics

et de leurs intensités. Ce facteur dénommé ratio d’intensité des transitions aurait
pour valeur dans le cas présenté figure 4.1.3 : 1 :2 :1 :1 :2 :1 :1 :2 :1 correspondant
a l'intensité normalisée des 9 transitions présente sur le signal RPE. Par convention
ce sont les pics de plus basse intensité qui servent de référence pour la normalisation
du signal RPE. Ce parameétre donne une indiction importante sur les atomes présents
dans la molécule. En effet, le nombre de transitions et leurs intensités dans un signal
RPE sont définis par les nombres quantiques des atomes de la molécule.

Le second parametre que 'on appelle constantes de couplage fait référence a 'intensité
magnétique qui sépare les transitions. Pour les déterminer, il suffit de calculer les dis-
tances entre les pics de méme intensité dans le cas général. Afin de simplifier ’analyse
des signaux RPE complexes seules la constante de couplage principale notée ay et la
constante de couplage secondaire notée ay sont prisent en compte. Dans le cas de la
figure 4.1.3, la constante de couplage principale est identifiée a partir de I’espacement
magnétique entre les transitions de plus forte intensités. Elle a pour valeur 16.2 Gauss.

La constante de couplage secondaire est déterminé d’une maniere similaire et a pour
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valeur 10.3G. Ce parametre permet une identification de la géométrie du radical dé-
tecté par RPE car les espacements dépendent de la position de I'atome (identifié par
les 3 transitions principales) par rapport a 1’électron non apparié.

— Pour finir le coefficient g est un autre facteur important pour l'identification d’un
radical. Ce facteur représente la position du spectre total dans le champ magnétique.
Pour l'identifier il faut tout d’abord définir le centre du spectre qui est la position
de résonance qui est dans notre cas (fig. 4.1.3) d’environ 3395 Gauss. A partir de
I’équation 4.1.19 il est alors possible de déterminer le facteur g correspondant. Dans
I’exemple présenté et avec un spectrometre fonctionnant a une fréquence de 9.87 GHz
le facteur g est alors de 2.0776.

L’identification du radical est possible a partir de ces trois parametres par comparaison avec
les nombreux résultats expérimentaux présents dans la littérature. Certains auteurs dont
notamment Buettner et al [180] ont réalisé une synthese bibliographique des différentes ex-
périmentations concernant la résonance paramagnétique électronique. C’est principalement
a partir de ce document de référence que les radicaux présentés dans cet ouvrage seront

identifiés.

3360 3370 3380 3390 3400 3410 3420 3430
Magnetic Field (Gauss)

F1GURE 4.1.3 — Exemple de spectre RPE obtenu apres exposition d’une solution de PBN au
jet de plasma. La méthode permettant d’extraire les constantes de couplage
est indiqué par la présence de fleches colorées.
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4.1.4 Méthode de piégeage d’un radical

Le piégeage d’un radical forme un nouveau radical qu’il est possible de détecter par RPE
car I'espece formée avec le piégeur a une durée de vie beaucoup plus grande que le radical

que 'on cherche a analyser.

4.1.4.1 Piégeur DMPO

Pour les especes oxygénées, le piégeur utilisé est du DMPO de formule développée 5,5 —
Dimethyl—1—pyrroline N —oxide. Celui-ci est composé d’une double liaison azote-carbone,
voir figure 4.1.4a) qui confere ainsi a ’atome d’azote une charge positive et une simple liaison
azote-oxygene qui rend ce dernier porteur d’une charge négative. Cette structure particuliere
facilite le piégeage de radicaux. En effet, lorsque qu’un radical se présente, la double liaison
azote-carbone est remplacée par une liaison carbone-radical comme par exemple dans le
cas du piégeage du radical hydroxyde (*OH) présenté figure 4.1.4b). Ainsi, 'atome d’azote
retrouve sa neutralité électrique et seul l'atome d’oxygene possede encore un électron non
apparié.

La solution mere du piégeur est préparée a partir de 100 mg de DMPO Sigma-Aldrich
dilué dans 1mL d’eau MilliQQ donnant une concentration de DMPO de 883.7umol /ml dans la
solution (Poids moléculaire = 113.16 g.mol™'). Lors des essais, 40uL de la solution-meére du

piégeur sont mélangés avec 100pL. du milieu de culture avant traitement par jet de plasma.

b) S
/H CH3\ / \ _~H

FIGURE 4.1.4 — Structure moléculaire du DMPO seul (a) et du DMPO ayant piégé le radical
hydroxyde HO® (b)

4.1.4.2 Piégeur PBN

Le second piégeur utilisé est du PBN de formule N — tert — butyl — a — phenylnitrone
dont la structure moléculaire est indiquée figure 4.1.5.

La solution-mere de piégeur présente une concentration en piégeur de 75.5 pmol/ml par
dilution de 22 mg de PBN Sigma-Aldrich dans 1.5 ml d’eau milliQ ( Poids moléculaire =
194.2 g.mol™1). De la méme maniére que pour la capture des especes oxygénées et en présence
d’un radical, le PBN rompt la double liaison azote-carbone et rend ainsi sa neutralité a

I’atome d’azote. L’oxygene devient donc le seul élément avec un électron non apparié. La
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molécule formée devient donc a son tour un radical détectable par RPE. Le radical piégé
vient alors se fixer a la place de 'ancienne double liaison avec ’atome de carbone.

Les précédents dosages utilisés dans la partie 4.1.4 sont conservés soit 100 ul de solvant
avec ajout de 40 ul de solution-mere piégeante afin de réaliser ’ensemble des expériences a

volume constant lors des expositions au jet de plasma.

H CH3

e \N+/I—CH3
| O| CH3

™
~

FIGURE 4.1.5 — Structure moléculaire du PBN

7\

4.1.4.3 Piégeur TEMP

Le piégeur TEMP de formule 2,2,6,6 — tetramethylpiperidine dont la structure molé-
culaire est indiquée figure 4.1.6 est particulierement utilisé pour son affinité avec 'oxygene
singulet.

La solution-mere de piégeur d’oxygene singulet est préparée via 1’ajout de 1.08 mg de
piégeur dans 1 ml d’eau milliQQ. La solution présente alors une concentration en piégeur de
7 umol /ml (Poids moléculaire = 155.24 g.mol™'). 40 pL de solution-mere sont ajoutés dans
les 100 pL de solvant avant exposition au jet de plasma.

L’adduit TEMP-'0,, résultat de l'interaction entre le TEMP et l'oxygéne singulet, est
extrémement stable dans le temps. Par conséquent, le fabriquant propose a la vente en plus
du piégeur « vierge » 'adduit TEMP-10, appelé TEMPO. Les dilutions d’'une solution de
TEMPO permettront une quantification de I'oxygene singulet apres lecture du signal RPE.

N

CH3\| ‘/CHa
CH/\ /\\m-f3
N
I

H

FIGURE 4.1.6 — Structure moléculaire du TEMP
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4.1.4.4 Piégeur carboxy-PTIO

Le sel de potassium carboxy-PTIO est un piégeur de radicaux atypique. Au lieu de piéger
un radical afin de devenir a son tour radicalaire, celui-ci est naturellement radicalaire comme
le montre la figure 4.2.a avec la présence d'un atome d’oxygene possédant un électron non
apparié. Suite a la réaction du C-PTIO avec I'oxyde nitrique, les produits formés sont des
nitrites (NO3 ) et du carboxy-PTIO représenté figure 4.2.b. Cette réaction va permettre
la destruction du couple N*O~du carboxy-PTIO et va donc changer son spectre RPE.
L’évolution des deux spectres permet alors la quantification de 1’oxyde nitrique en milieux
aqueux.

Les solutions-meres de piégeur de Carboxy-PTIO sont réalisées par 1'ajout de 1.3246 mg
de piégeur dans 2mL de solvant afin d’obtenir des solutions-meres dont la concentration en
piégeur est de 2.1mM (Poids moléculaire = 315.39 g.mol~'). 40pnL de solution-meére sont
ajoutés dans les 100pL de solvant avant exposition au jet de plasma. Ainsi la concentration
dans les puits est de 833puM.

Le carboxy-PTIO ayant une signature radicalaire, des dilutions de la solution-mere non

exposée sont utilisées pour réaliser les courbes d’étalonnage dans chaque liquide.

a) o} b)
H3C| | H3cI
HBC_I/N§ . / ~ Hac_l/N\ _ / ~
I IS e
Hs (|3~ X - N Haé (lj- X - N

TABLE 4.2 — Structure moléculaire du (a) Carboxy-PTIO seul et (b) le carboxy-PTI résul-
tant de la réaction du carboxy-PTIO avec le radical oxyde nitrique (NO*)

4.2 Fluorométrie

La fluorométrie appelée également spectroscopie de fluorescence est un type de spectro-
scopie électromagnétique qui permet la mise en évidence et la quantification de certains
composés a travers la fluorescence d’'un échantillon. Pour cela, des réactifs composés la plu-
part du temps de deux entités sont ajoutés dans un échantillon a analyser. Le réactif est
en général composé d'une molécule capable de se fixer au composé a identifier ou capable
d’étre oxydée par ce dernier. Cette molécule peut étre directement rendue fluorescente par
oxydation. Dans le cas contraire, une seconde molécule est rajoutée afin d’étre a son tour
oxydée par le premier composé pour la rendre fluorescente.

La méthode de fluorométrie nécessite donc I'utilisation d’un appareil appelé Fluorometre

ou Fluorimetre capable d’exciter ’échantillon a la longueur d’onde correspondant a ’excita-
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tion du fluorochrome. De plus, 'appareil doit pouvoir étre réglé afin de mesurer 1’émission
de lumiere générée par la fluorescence du fluorochrome. Afin d’éviter toute contamination
d’un échantillon par la mesure d'un échantillon voisin, les mesures sont effectuées dans des
plaques 96 puits a fond noir empéchant ainsi a la lumiere d’atteindre les puits voisins de
celui en court d’analyse. Le lecteur de plaque utilisé lors de nos mesures est un CLARIOstar
de la marque BMG LABTECH qui permet entre autre de fournir une gamme spectrosco-
pique d’émission et d’excitation comprise entre 320nm et 850nm, qui peut étre controlé en
température jusqu’a 45°C et également controlé en dioxygene et en dioxyde de carbone entre
0.1 et 20 %.

La fluorométrie offre I'avantage d’une sensibilité beaucoup plus importante que des mé-

thodes classiques de colorimétrie ou de spectroscopie d’absorption.

4.2.1 Dosage du peroxyde d’hydrogeéne (H50-)

Le dosage du peroxyde d’hydrogene est composé dans un premier temps de Peroxydase de
Raifort (Horseradish Peroxidase) enzyme provenant du raifort qui est tres utilisé notamment
en biochimie pour son action catalytique dans les réactions d’oxydo-réduction. Cette enzyme

permet la catalyse de la réaction transformant le peroxyde d’hydrogene en eau via la formule :

Dans cette formule, AH5 joue le role de réducteur. Le second composé nécessaire a la
détection du peroxyde d’hydrogene est donc un élément réducteur qui doit étre neutre sous
sa forme originale et fluorescent dans sa forme réduite. Le produit fourni dans le kit utilisé
est de I’Amplex Red (10 —acetyl — 3, 7— dihydrozyphenoxazine) structuralement semblable
a la Résurazine, qui une fois réduit forme de la Résorufine, composé fluorescent de teinte
violette. Ses particularités sont une excitation a la longueur d’onde A., = 540 nm et une

émission a la longueur d’onde A.,,, = 590 nm.

Le kit utilisé (Sigma-Aldrich, MAK165) permet le dosage de peroxyde d’hydrogene pour
une gamme comprise entre 0 et 10 uM. Il est donc indispensable de réaliser une dilution
(1/50) de nos échantillons pour arriver dans la gamme de mesure permise par le kit et bien
entendu dans la zone linéaire de la courbe d’étalonnage. De plus, les milieux de cultures
utilisés, DMEM ou DMEM+10% SVF, possédent tout les deux une absorbance importante
dans la zone d’émission de part la présence de rouge phénol et de sérum de veau foetal dans
leur composition. C’est pourquoi il est indispensable de réaliser une courbe d’étalonnage

pour chaque type de milieu utilisé lors de nos mesures comme indiqué figure 4.2.1 .
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FIGURE 4.2.1 — Courbe d’étalonnage du peroxyde d’hydrogene dans trois liquides.

4.3 Mesure d’absorbance pour le dosage des nitrates et

nitrites

Couramment utilisé pour les mesures de concentrations chimiques en solution, les mesures
d’absorbance reposent sur la capacité d’un milieu a absorber une radiation qui le traverse.
Lors des réactions chimiques entre un composé chimique de détection et un élément a quan-
tifier, la modification du composé induit une modification de I'absorbance du milieu. A
travers 1'utilisation de solution étalon il est alors possible de déterminer un abaque reliant
I’absorbance d’un milieu a une longueur d’onde définit en fonction de la concentration en

élément a quantifier.

4.3.1 Dosage des nitrites et nitrates (NO,/NOs)

La détection des nitrites et nitrates est réalisée a partir des éléments de Griess. L’ion
nitrite va réagir dans un premier temps avec de 'acide sulfanilique (Réactif A) pour former
un sel de diazonium. L’adjonction du réactif B composé d’a-naphtylamine va alors former
un produit de coloration rouge dont la longueur d’onde maximale est a 540 nm. La mesure
de la concentration des nitrates est effectuée de la méme maniere en tenant compte d’un
temps d’incubation pendant lequel une enzyme Nitrate Reductase va permettre la conversion
des nitrates en nitrites. Ainsi, le dosage des deux espeéces se fait d’une part par la mesure
directe de la concentration des nitrites puis de leur concentration en présence de l'enzyme.
La soustraction des deux réponses donne alors la concentration des nitrates présents dans
le solvant.

Le kit utilisé (Sigma-Aldrich, 23479) permet le dosage des nitrites et nitrates dans des

proportions métaboliques comprises entre 0 et 10 pM. Une dilution (1/20) est donc indis-

72



4.3 Mesure d’absorbance pour le dosage des nitrates et nitrites

pensable pour pouvoir rentrer dans la zone de linéarité du kit. De méme, 'utilisation de
milieu de culture comportant du rouge phénol dans la zone d’absorbance du produit de colo-
ration oblige I'utilisation de milieu sans rouge phénol. Les courbes d’étalonnage utilisent des
solutions-meres de NaNOset NaNOj3 et sont réalisées en triplicata pour chaque solvant étu-
dié. Le lecteur de plaque utilisé lors de nos mesures est un CLARIOstar de la marque BMG
LABTECH qui permet la mesure d’absorbance a 540 nm (maximum d’absorbance préconisé
par le fabriquant) mais également une mesure plus large de 500 & 600 nm pour observer le

cas échéant un déplacement des pics d’absorbance et une éventuellement pollution par les

solvants.
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FIGURE 4.3.1 — Courbe d’étalonnage des nitrites (a) et des nitrates (b) dans trois liquides.
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Chapitre 5

Caractérisation des jets de plasma froid

Toutes les substances actives présentes dans un liquide activé par plasma ont pour origine
la composition méme de ce dernier. C’est pourquoi de nombreux diagnostics plasma sont
régulierement mis en ceuvre par les équipes de recherche qui congoivent et/ou utilisent des
jets de plasma pour des applications biomédicales. Ce chapitre a pour objectif de présenter
les diagnostics qui ont été utilisés pour caractériser les jets de plasmas employés durant cette

these.

5.1 Outils de diagnostic optique

La quasi totalité des diagnostics des jets de plasma a la pression atmosphérique est réalisée
a partir de ’analyse des radiations émises par les especes excitées par le plasma. Avant de voir
quelles sont les informations qu’il est possible de déterminer de maniere optique, nous allons
présenter le spectrometre utilisé lors de cette these, le dispositif de mesure de I'irradiance des
radiations émises par le plasma dans la région UV-C du spectre électromagnétique ainsi que
la caméra haute vitesse utilisée pour déterminer la vitesse d’expansion des jets de plasma

DBD.

5.1.1 Le spectrométre

La spectroscopie d’émission optique est réalisée en utilisant un spectrophotometre de
0,75 m de longueur focale (Acton Spectra SP 2750, dans la configuration Czerny Turner)
équipé de trois réseaux de diffraction : un réseau avec 2400 tr/mm blazé a 240 nm pour
la spectroscopie UV et deux réseaux 1800 tr/mm et 600 tr/mm blazés a 500 nm pour la
spectroscopie visible et proche IR. Le spectromeétre est équipé d’une caméra CCD (PIXIS
- 100, 1340 x 100 pixels de taille 20 pm x 20 pm chacun). Les radiations du plasma sont
guidées a travers une fibre optique (LG-UV-silicium 455-020-3) sur la fente d’entrée (200 pm
de large) du spectromeétre. Le domaine spectral que couvre le spectrometre est de 200 nm &

920 nm. Un filtre passe-haut optique est utilisé pour I'analyse de la gamme du visible dans
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Chapitre 5 Caractérisation des jets de plasma froid

le but d’éviter toute perturbation des spectres visibles par le second ordre de diffraction
des radiations UV. Les radiations latérales issues des jets de plasma sont recueillies par un
systeme optique a grossissement 2x qui offre une résolution spatiale de 1 mm. Ce systeme
optique est monté sur un support coulissant pour effectuer un balayage le long de I'axe du jet
de plasma. Un exemple de spectre obtenu dans la région UV du spectre électromagnétique

est donné figure 5.2.1.

5.1.2 L’irradiance métre UV-C

L’irradiance UV-C (190-280 nm) est déterminée a ’aide d’une photodiode qui est unique-
ment sensible aux radiations entre 225 et 280 nm (SG01S-C18, sglux GmbH, voir fig 5.1.1).
Cette photodiode est conditionnée dans un circuit transimpédance présentant deux carac-

téristiques importantes :

1. La tension aux bornes de la photodiode est nulle (fonctionnement en mode photo-
voltaique) donc le courant fournit par cette derniére est proportionnel & 1’éclairement

recu. On parlera donc de photo-courant.
2. Le photo-courant est converti en tension avec un gain de 10° V/A

Le circuit transimpédance est suivit d’'une chaine d’amplification a base d’amplificateurs
opérationnels. Ce circuit est équipé d’'un systeme de réglage d’offset permettant la mise a
0V de la sortie lorsque la photodiode n’est pas éclairée par un rayonnement UV-C. Le gain
total de la chaine d’amplification est de 1,82 V/nA.
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FI1GURE 5.1.1 — Rendement quantique de la photodiode UV-C d’apres la documentation
constructeur

5.1.3 Caméra haute vitesse

L’évolution spatiale du jet de plasma est déterminée en utilisant une caméra intensifiée
512x512 CCD-array (PI-MAX Princeton Instruments) équipée d’un objectif Nikkor AF Mi-

cro 60 mm. La caméra peut enregistrer une image avec une durée d’exposition de seulement
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5.2 Caractérisations optiques des jets de plasma

4 ns permettant de suivre le développement d’un jet de plasma DBD. Sa sensibilité spectrale

couvre le spectre visible (360-920 nm).

5.2 Caractérisations optiques des jets de plasma

5.2.1 Estimation de l'irradiance UV-C

Le photo-courant 4,, issu de la photodiode UV-C dépend du flux lumineux spectrique
¢ (A) arrivant sur la photodiode et du rendement quantique 7 () de cette derniére (7 est

représenté sur la fig. 5.1.1) :

ion = /90 (0) x 7 () x d\ (5.2.1)

Pour déterminer l'intensité absolue du rayonnement UV-C recu par la photodiode, il est
nécessaire de connaitre 1'allure S () du spectre sur la plage de sensibilité de la photodiode.
Autrement dit, il faut utiliser un spectrometre (un exemple de spectre issu d’'un jet de
plasma d’argon est présenté sur la fig 5.2.1). S () est normalisée de sorte que son aire soit

égale A un : [ S (\)dA = 1. Dans ce cas, on a :
e (A\) =P xS\ (5.2.2)

ou ® est la puissance lumineuse du flux (en W) arrivant sur la photodiode dans 'UV-C.
Ainsi :
iph = P X /S (A) x (X)) x dA (5.2.3)
A
La tension U mesurée en sortie du circuit amplificateur de gain G permet donc d’évaluer ®

avec la relation :

U

*= G x [,5(\) x 7 (N) x dA

(5.2.4)

Pour finir, on calcule l'irradiance UV-C (en W -m™2) en divisant la puissance lumineuse
UV-C par la surface photosensible de la photodiode (0,06 mm?).

Etant donné que le rendement quantique de la photodiode n’est pas étalonné mais extrait
de la documentation du fabricant dans laquelle aucune information n’est donnée quant
a la variation du rendement quantique d’un composant a un autre, il parait raisonnable
de considérer les résultats obtenus non comme des estimations précises de la puissance

lumineuse mais plutét comme une bonne évaluation de I'ordre de grandeur de cette derniere.
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Chapitre 5 Caractérisation des jets de plasma froid

3000 NO (A2X—>X?1])

OH

2000- (A22 >X21])

1000~
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FIGURE 5.2.1 — Exemple de spectre d’émission d’un jet plasma d’argon .

5.2.2 Estimation de la température apparente du jet de plasma

L’émission UV du radical OH est souvent utilisée comme thermometre moléculaire pour
estimer la température de gaz en flammes ou de gaz chauds. Dans les plasmas générés dans
I’air ambiant, ce radical est formé a partir de la vapeur d’eau contenue dans l'air et dissociée
par le plasma. La température de rotation de la bande moléculaire de OH comprise entre
306 nm et 310 nm (transition A*Y v =0 — X2II,v' = () est considérée comme proche de
la température de gaz [181, 182, 183]. Cette température est généralement déterminée par
I'ajustement d'un spectre synthétique (simulé), dépendant de la température, sur le spectre
expérimental ou en effectuant un diagramme de Boltzmann des transitions radiatives du
radical OH. Dans ce travail, nous avons choisi la premiere méthode, car de petites incerti-
tudes expérimentales peuvent conduire a une incertitude significative de la température lors
du calcul de la régression linéaire du diagramme de Boltzmann en particulier lorsque les
niveaux d’énergie supérieurs des transitions sont proches. La génération du spectre synthé-
tique est clairement détaillée dans la référence [183] suite aux travaux de Dieke et Crosswhite
[184]. Un exemple de ’évolution du spectre synthétique avec la température rotationnelle

est donnée sur la figure 5.2.2.

5.2.3 Température d’excitation

La température d’excitation correspond au degré d’excitation de la population d’une
espece chimique donnée. De maniere générale, plus la température d’excitation est élevée,
plus les niveaux d’énergie élevée des atomes ou molécules sont peuplés. Cette grandeur est

utilisée dans le cas d’un plasma hors équilibre thermodynamique. Seul le cas de I'argon a
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FIGURE 5.2.2 — Spectre synthétique d’émission UV du radical OH (transition A2, v =0 —
X?11,v" = 0) pour une température rotationnelle de 300 K, 650 K et 1000
K.

été considéré pendant ces travaux.

La température d’excitation T'.,. des atomes d’argon a été déterminée a partir d’un dia-
gramme de Boltzmann en supposant une distribution de Boltzmann des différents niveaux

excités Ar I dans le jet de plasma (4p, 5p et au-dela). Selon cette hypothese, la relation
Ii i
Aij gi
de la courbe est inversement proportionnelle a la température d’excitation :

entre In ( ) et E; (énergie du niveau supérieur de la transition) est linéaire et la pente

l = — E;+0b 5.2.5
" (Az] gz) kBTemc * ( )

L’intensité I; correspond a l'aire totale de la raie d’émission 2, \; est la longueur d’onde
de cette raie, g; est le poids statistique du niveau 7 et A;; est la probabilité de transition
spontanée du niveau ¢ vers un niveau inférieur j. kg est la constante de Boltzmann et b
est une constante. Les parametres spectraux des raies Ar I utilisées dans cette étude sont
résumés dans le tableau 5.1. Pour optimiser la qualité de la mesure, il est important de
considérer des transitions (les raies spectrales) les plus éloignées les unes des autres en
termes d’énergie F;. L’ordre de grandeur de la température d’excitation des jets de plasma

a la pression atmosphérique est de quelques milliers de K.
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Anm) E;(eV) g A;;(10%7!) Transition Type de jet
425.1 14.48 3 0.00113 5p-4s MW argon
4259 1475 1 0.0415 op-4s MW argon
426.6 1455 5 0.00333 Sp-4s MW argon
4272 1454 3 0.0084 op-4s MW argon
430.0 1452 5 0.0394 op-4s MW argon
5188 1531 5 0.0038 5d-4p MW argon
522.1 1547 9 0.0092 7d-4p MW argon
549.6 1531 5 0.0138 6d-4p MW argon
555.9  15.15 5 0.0148 5d-4p MW argon
560.7  15.13 3 0.0229 5d-4p MW argon
591.2  15.02 3 0.0105 5d-4p MW argon
603.2 1515 9 0.0246 5d-4p MW argon
641.6 14.86 5 0.0121 6s-4p MW argon
675.28 1474 5 0.0193 4d-4p DBD argon
696.5 13.34 3 0.067 4p’-4s MW argon
703.03 1484 5 0.0267 6s-4p DBD argon
706.7 1332 5 0.0395 4p’-4s MW argon
7384 1330 5 0.0847 4p-4s DBD argon
750.4 135 1 0.472 4p’-4s’ MW argon
751.47 1327 1 0.402 4p-4s DBD argon
794.82 13.28 3 0.186 4p-4s DBD argon
800.62 13.17 5 0.049 4p-4s DBD argon
801.48 13.09 5 0.0928 4p-4s DBD argon
810.37 13.15 3 0.25 4p-4s DBD argon
826.5 13.34 3 0.168 4p’-4s’ MW argon
840.82 13.30 5 0.223 4p-4s DBD argon
8425 1311 5 0.233 4p’-4s MW argon
852.14 13.28 3 0.139 4p-4s DBD argon
866.8 13.16 3 0.028 4p’-4s’ MW argon

TABLE 5.1 — Parametres spectraux des raies Ar I considérées pour la réalisation des dia-
grammes de Boltzmann
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5.2 Caractérisations optiques des jets de plasma

5.2.4 Densité électronique du plasma

La densité électronique du plasma, c’est-a-dire la concentration en électrons libres, a été
estimée a partir de I'élargissement des raies H, et Hg de la série de Balmer de l'atome
d’hydrogene situées respectivement a 656.3 et 486,1 nm. Le profil d’élargissement de la raie
correspond & un profil de Voigt V' (z) résultant de la convolution de plusieurs élargissements
de raie :

o L’élargissement naturel qui est généralement négligeable ;

o L’élargissement Doppler D(z) induit par I'agitation thermique des atomes émetteurs.
Ce phénomene induit un élargissement de forme gaussienne;

o Les élargissements de van der Waals W (x) et de Stark S(z) (élargissements de pression).
A la pression atmosphérique, ces élargissements ont une forme Lorentzienne ;

o L’élargissement I(z) dii au spectrometre. Sa forme est proche d’une gaussienne dans
nos conditions.

Les élargissement naturel et résonnant des raies de la série de Balmer sont habituellement
négligeables a la pression atmosphérique alors que les autres mécanismes sont décrit par des

profils Gaussien ou Lorentzien :

D) =2 x (| " exp <—4zn(2) x (‘”)2> (5.2.6)

I(z) =2 x l"<22) X exp (—4ln(2) x (x)2> (5.2.7)

W7 wr
S(z) = 2 x U5 (5.2.8)
o 4a? 4wl o
W()—gximx Wi (5.2.9)
S =T Aa? + o
V() =DRI®S®W (5.2.10)

ouz = A— XN (A= 486,135 nm ou 656.286 nm) et le parametre w correspond a la largeur
a mi-hauteur (FWHM) de chaque élargissement.

Le profil d’élargissement de Van der Waals W (z) est la somme de trois composantes de
structure fine (FSC) de 'atome d’hydrogene respectivement centrées a A\; = 486,133 nm
(transition 4d-2p), Ao= 486,129 nm (transition 4p-2s) et A\3 = 486,135 nm (transition 4s-2p)
dans le cas de la raic Hg et des raies centrées sur A= 656.281 nm (transition 3d-2p), A=
656.274 nm (transition 3p-2s) et A3= 656.286 nm (transition 3s-2p) pour la raie H,. A;
correspond a l'intensité relative de chaque raie. Ce parametre a été extrait a partir de la
référence [185] et est présenté dans le tableau 5.2.

La largeur a mi-hauteur des profils d’élargissement Doppler, Stark et van der Waals est
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Chapitre 5 Caractérisation des jets de plasma froid

H, A1 = 656.281nm A1 = 656.274nm A1 = 656.286nm
A, A =1 A, = 0.208 As = 0.020
Kii Kij3 =2.696 x 1078 Ky =3.077 x 1078 Kj3 = 3.402 x 1078
K, 3.095 x 1010

Kg 0.549
Kp 4.7
Hpg A1 = 486.133nm A1 = 486.133nm A1 = 486.133nm
A; A=1 Ay =0.281 A3 =0.025
Kli KH = 2.757 X 1078 K12 = 2.945 x 1078 K13 = 3.069 x 1078
K,  3.095x 10°1°
Kg 4.8
Kp 3.5

TABLE 5.2 — Parametres des différents élargissements des raies Hyet Hg dans un plasma
d’argon

liée a la pression du gaz p, la température T et la densité électronique du plasma n. [186, 187]

comme suit :

wp(nm) = Kp x 107* x /T (K) (5.2.11)
ne(m_g) 0.68
wg(nm) = Kg X <1023> (5.2.12)
Wi (nm) = 5.925 x 10" x Ky; x K, x p(mbar) x T(K)™°7 (5.2.13)

Kp et Kg sont des coefficients qui dépendent de la raie de Balmer considérée et K;; est
un coefficient qui dépend des structures fines impliquées dans 1’élargissement de van der
Waals. Ces parametres sont issus de la référence [187] et récapitulés dans le tableau 5.2. Le
coefficient K, prend en compte la perturbation du gaz porteur sur I’élargissement de van
der Waals des raies d’hydrogéne. Ce coefficient vaut : 1.43 x 1071% dans le cas de I'hélium
et 3.095 x 1071° pour de I’argon.

La figure 5.2.3 présente la contribution des différents élargissements de la raie Hg d'un jet

de plasma d’argon dans I’air pour une pression de 1000 mbar et une température de 800 K.

5.2.5 Concentration d’oxygéne atomique

Deux multiplets d’oxygene ont toujours été présents dans les spectres expérimentaux
des différents jets de plasma utilisés pendant cette these. Le premier est situé a environ
A = 777,34 nm et le second autour de A = 844,65 nm. En supposant que la température
d’excitation de l'oxygene atomique est identique a celle de 1’argon, il est possible d’estimer
la concentration d’oxygene atomique dans un jet d’argon. Pour cela on considére le rapport

entre I'intensité du multiplet de I'oxygene a 844.65 nm et celle de la raie d’argon a 852.14 nm.
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Figure 5.2.3 — Calcul de I'élargissement de la raie Hz d'un plasma d’argon dans I'air a la
pression atmosphérique, a une température de 800 K et une densité électro-
nique de 10%° cm™3

Il est possible de montrer que ce rapport est proportionnel au rapport des concentrations

respectives Ny, et Np de ces deux especes :

No(z) B Isua(2) y gss52 « qo « Aga4 « Agso « Y852 D <E844 - ESSZ)

= X ex 5.2.14
Nar(z)  Is52(2)  gsaa  qar  Ass2 Asaa Ysaa kpTese ( )

a la pression atmosphérique, le quenching est le processus de dépeuplement majoritaire :

V852 _ Assa y Asgas + Agr2 + Qo Asso « Qo
Yeas  Ass2 + Aros + Qar Asay Asas Qar

ou g correspond a la dégénérescence du niveau supérieur des deux transitions radiatives,

(5.2.15)

q est la fonction de partition de 'oxygene et de I'argon, A est la probabilité de transition
radiative, v est le rendement quantique des transitions radiatives, E est 1’énergie du ni-
veau supérieur des transitions, T,,. est la température d’excitation et () est la probabilité
de quenching! de la population du niveau supérieur de la transition. Les parametres spec-
troscopiques constants de la relation précédente sont donnés dans le tableau 5.3. Comme
expliqué précédemment, quelque soit le type de jet argon utilisé, le plasma est généré a
I'intérieur du tube de verre dans un gaz d’argon quasi pur impliquant de faibles proportions

d’impuretés (Oq, HyO, ...) et se propage ensuite dans 'air ambiant contenant essentiellement

1. Le quenching représente 1’ensemble des procéssus de dépeuplement non radiatif d’un niveau d’énergie
d’un élément chimique
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Chapitre 5 Caractérisation des jets de plasma froid

de l'oxygene et de ’azote moléculaire. La concentration de 'oxygene atomique peut étre rai-
sonnablement supposée plusieurs ordres de grandeur inférieure a la concentration d’argon.
Dans ces conditions, % est estimé entre 0,1 en sortie du jet dans l’air ou ’argon est majori-
taire et 0,3 loin & plus grande distance oti I'air est majoritaire. Etant données les incertitudes
expérimentales, en particuliers celle de T.,., la méthode ne peut prétendre fournir un ré-
sultat précis. Nous ne déterminerons donc qu’un ordre de grandeur de la concentration en
oxygene atomique en imposant z:—j =1

La concentration d’argon N 4,(0) a la sortie du tube est évaluée a partir de la loi des gaz
parfaits en considérant que seul ce gaz est présent dans cette région. Ensuite, I’évolution de
la concentration d’argon le long de I'axe des jets a été estimée en fonction de la variation

relative de I’émission des raies d’argon par :

1852(2)
1852(0)

Nous avons implicitement considéré que la température d’excitation de ’argon ne varie pas

Nar(2) = Nar(0) x (5.2.16)

significativement le long de I'axe du jet. Cette hypothese a été vérifiée expérimentalement.

La concentration d’oxygene atomique est ensuite obtenue en insérant 1’équation 5.2.16

dans I’équation 5.2.14. Compte-tenu des valeurs du tableau 5.3, on obtient :

Iga4(z —26551
No (2) = Na,(0) x [852503 X exp (T%C(K)> (5.2.17)
Un exemple, basé sur 'utilisation des deux équations précédentes pour la détermination de
la concentration d’argon et d’oxygene atomique le long d’un jet de plasma surfatron, est
présenté sur les figures 5.2.4 et 5.2.5.

Pour finir, il est important de souligner que cette méthode est adaptée pour I'estimation
de la concentration de I'oxygene atomique dans un jet d’argon car les niveaux d’énergie Fgyy
et Fgso sont assez proches. Par conséquent, l'incertitude faite sur la détermination de T,,.
n’est pas trop amplifiée par I'exponentielle. Cela n’est pas le cas pour un jet d’hélium car
il n’existe pas de raie d’émission de cet élément dont le niveau supérieur est comparable a

celui d’une raie d’oxygene dans le visible (pratiquement 10 eV d’écart au minimum).

’ As44 (OXygene) ‘ Ass2 (argon) ‘
ggaa =9 gss2 = 3
qo = 7 qar = 1

A844 =322 x 10" s7! A852 =1.39 x 10" 57!
A672 =6.44 x 10?571 A795 =1.86 x 10" 57!
Egyy =10.99eV Egso = 13.28eV

TABLE 5.3 — Parametres spectroscopiques de 'oxygene et de I'argon pour les raies Agqq €t
Ag52
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5.2 Caractérisations optiques des jets de plasma

’ Collision type ‘ o (em?) ‘

Ar-Ar 6.6 x 1016
Ar-O, 1.3x 10714
0-0, 1.0 x 10714
O-Ar 1.5 x 10716

Table 5.4 — Sections efficaces de quenching de I'oxygene et de I'argon [11]. On a considéré
TAr—Ny R Oar—0, €6 00N, R 000,
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Figure 5.2.4 — Proportion d’argon (e) calculée a partir de la relation 5.2.16 et d’air (OJ) le
long de ’axe d’un jet Surfatron a la pression atmosphérique. z = 0 correspond
a la sortie du tube. Conditions expérimentales : débit d’argon de 2 1/min et
puissance micro-onde de 40 W.
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Figure 5.2.5 — Concentration d’oxygene atomique le long de 'axe d'un jet Surfatron a la
pression atmosphérique calculée a partir de la relation 5.2.17. z = 0 corres-
pond a la sortie du tube. Conditions expérimentales : débit d’argon de 2 1/min
et puissance micro-onde de 40 W. On a considéré % =1
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Chapitre 5 Caractérisation des jets de plasma froid

5.2.6 Détermination de la longueur et de la vitesse de propagation du
jet de plasma DBD

Lorsque I’'on observe un jet DBD pulsé avec une caméra haute vitesse suffisamment perfor-
mante, on constate que ce qui s’apparente a une flamme est en réalité une boule lumineuse
qui se déplace a tres grande vitesse (voir fig. 5.2.6). Pour déterminer la longueur du jet et
sa vitesse de propagation, un script Matlab a été développé. Ce dernier détermine, a partir
de prises de vue résolues en temps équivalent, la position du point lumineux le plus éloigné
de la sortie du tube d’ou s’échappe le jet de plasma DBD. La vitesse d’expansion du jet
est obtenue en dérivant la position du point en question par rapport au temps. On parle
de temps équivalent car on ne suit pas réellement 'expansion du jet de plasma. En réalité,
on fait 'hypothese que le jet se comporte de la méme fagon a chaque impulsion de tension.
Ainsi, on déclenche la caméra sur le front montant de la tension avec un retard connu qui
augmente a chaque nouvelle décharge.

a) b)

FIGURE 5.2.6 — Imagerie grande vitesse en fausses couleurs d’un jet plasma DBD. Image du
jet plasma pour une durée d’exposition de 10 s (a) et série de trois images
(durée d’exposition 5 ns) acquises respectivement aux instants t = 700 ns,
800 ns et 900 ns apres le début du pulse de tension (b). Conditions expé-
rimentales : tension pulsée monopolaire d’amplitude 10 kV, fréquence de
répétition 9.69 kHz, durée de I'impulsion 1 ps, gaz porteur Argon et débit
de gaz de 2 L/min.
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Résultats expérimentaux

« J'ai souvent relu mes premiers
comptes rendus et vu l'ignorance,
la naiveté puérile, le cerveau peu
intelligent qui, dans une piéce
obscure, regardait par le trou de
la serrure, la lumiére éblouissante

du dehors. »

(DANIEL KEYES)






Chapitre 6

Traitements du cancer colorectal :

investigation in-vitro

Au cours des dernieres années, de nombreux travaux de recherches a travers le monde ont
démontré un grand nombre d’applications intéressantes des plasmas froids hors équilibre
dans les domaines de la stérilisation et la décontamination, I’'ingénierie et la fonctionnalisa-
tion des tissus et des biomatériaux [188, 189, 190, 191, 192, 193]. Des études récentes ont
démontré l'effet du plasma sur les cellules cancéreuses qui est obtenu non seulement par
application directe du plasma sur les cellules, mais aussi par le traitement indirect des cel-
lules avec un milieu ou un liquide préparé précédemment par exposition au plasma, appelé
milieu activé par plasma (PAM) [132, 194, 195, 196, 197, 198]. L’utilisation d’une méthode
indirecte présente de nombreux avantages. Dans un premier temps elle simplifie la compré-
hension des mécanismes d’action du plasma. En effet, lors d'un traitement direct le champ
électrique ainsi que de possible rayonnement (UV par exemple) peuvent avoir une influence
non négligeable sur les cellules cancéreuse. D’autre part, il est possible d’injecter le liquide
activé directement dans la zone tumorale permettant ainsi le traitement des zones difficiles
d’acces. En plus le PAM peut étre préparé a 'avance et stocké jusqu’a son utilisation. Ce-
pendant, les mécanismes actifs et I'identité des sous-produits chimiques (générés dans le

liquide par le plasma) impliqués dans ces effets rapportés ne sont pas bien élucidés.

Dans ce chapitre nous étudierons tout d’abords les effets d’un traitement par milieu activé
par plasma sur des sphéroides de cellules cancéreuses du colon in wvitro. Les sphéroides de
tumeur multicellulaire (MCTS) est un modele de culture 3D qui reproduit fidelement 1’or-
ganisation et I’hétérogénéité d’'un domaine micro tumeur avec l'interaction cellules-cellules
et les interactions cellules-microenvironnement [199, 42, 200]. L’utilisation de ce modele est
actuellement reconnu comme une étape importante dans le développement de stratégies de
lutte contre le cancer se trouvant entre les études réalisées sur des mono couches classiques
des cellules cultivées et des modeles animaux [201]. L’optimisation du traitement par le
PAM et l'influence de certains parametres de sa production seront analysés. L’analyse des

especes génotoxiques, I’estimation de leur concentration et leurs mécanismes d’actions seront
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Chapitre 6 Traitements du cancer colorectal : investigation in-vitro

étudiés. Nous étudierons également le potentiel d’activité d’un traitement PAM a travers
I'utilisation d’un temps de contact court entre le PAM et les MCTS.

6.1 Activation du milieu par jet plasma et traitement

cellulaire

Le milieu activé par plasma (PAM) est produit par I'exposition du milieu de culture
cellulaire & un jet de plasma froid fonctionnant a I'hélium (cf. chapitre 2 section 2.2.4.1).
La figure 6.1.1 décrit de maniere schématique le protocole utilisé dans cette étude pour la
génération du PAM. Avant 'activation par jet de plasma, le milieu de culture cellulaire
(DMEM incluant 10% de sérum de veau foetal et 2 mM.L™! de glutamine, pénicilline et
streptomycine) est conditionné en volume de 100 plL par puits dans des plaques 96 puits
standard. [’exposition du milieu de culture est réalisée ensuite par la mise de la plaque sous le
jet de plasma hélium & une distance de 2 cm (correspondant a la distance séparent la surface
libre du milieu de culture et la sortie du jet de plasma) durant un temps d’exposition (Texp)
fixé a 120 s. Ce temps, qui a été choisit en référence aux travaux préliminaires de Plewa
[132], correspond & une inhibition totale de la croissance des sphéroides pour une exposition
directe de milieu avec sphéroides au jet de plasma. Toute les activations par plasma sont
réalisées dans des conditions expérimentales identiques (tension appliquée 10 kV, fréquence
9.69 kHz, durée d’impulsion de I’alimentation 1ps ainsi que le débit de gaz 2 1/min). Pour
éviter toute interaction croisée entre puits lors des traitements une plaque est constamment
utilisée pour masquer les puits voisins. Le PAM ainsi obtenu peut étre immédiatement utilisé
pour le traitement ou stocké pendant un certain délai référencé comme temps de transfert
(Ttrans). Dans ce dernier cas de figure, le PAM est alors stockée dans une atmosphere
humidifiée contenant 5% de C'O; a une température de 37°C (sauf exception dans ce cas de

I’étude de effet de la température de stockage Tstorage).

trans

T Temps

|
T

]

1 2

let de plasma
DBD Hélium

Plagque 96 puits

a fond rond
——

Sphéroides de tumeur
Multicellulaire (MCTS)

Milieu de culture Exposition au jet de Transfert des MCTS dans les
cellulaire plasma Hélium liquides activés par plasma
DMEM (60 5=2405) {15 min - 48 H)

FIGURE 6.1.1 — Etapes principales dans la production du PAM.
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6.2 Analyse de I'éfficacité du PAM en fonction de la durée

d’activation

Le temps d’exposition du milieu de culture au jet de plasma hélium est un des parametres
clés pour l'obtention du PAM permettant la formation d’especes induisant ainsi I'inhibition
de croissance et les dommages a 'ADN des sphéroides HCT116. Le PAM a été préparé
comme décrit dans la section précédente et utilisé pour le traitement de sphéroides HCT116
de 400 pm de diametre. Nous avons d’abord évalué 'impact du temps d’activation du PAM
sur la croissance des sphéroides. Dans ce but, nous avons exposé le milieu de culture au jet
de plasma hélium pendant des durées d’activation variant entre 0 s a 240 s. La variation
du volume des sphéroides HCT116 a été suivie pendant 9 jours apres traitement (cf. figure
6.2.1). Les sphéroides de contrdles proliferent normalement durant la période d’analyse (ratio
normalisé a 1). L’évolution du volume des sphéroides est fortement inhibée d’une maniere
dépendante au temps d’exposition du milieu de culture au jet de plasma. Ce résultat est
particulierement marqué pour les temps d’activation de 120 s induisant ainsi un rapport de
volume des sphéroides traités par rapport au sphéroides controles (T/C) de l'ordre de 65%,
ce dernier atteignant 45% pour une durée d’exposition de 240 s.

Comme les stratégies thérapeutiques de lutte contre le cancer sont actuellement basées
sur une altération de PADN, 'une des premieres informations a étudier est donc les effets
du traitement plasma sur ’ADN. Afin d’évaluer les dommages a I’ADN induits par le PAM,
les sphéroides sont transférés pendant 4 h dans ce dernier avant les étapes de fixation.
L’imuno-détection de la forme phosphorylée de 'histone H2AX est réalisée pour mettre en
évidence des dommages a ’ADN. La figure 6.2.2 montre des cryosections représentatives de
sphéroides ayant été traités 4 h par les différents PAM (Texp= 60 s, 120 s et 240 s). Les
sphéroides de controles proliférant dans un milieu de culture non traité ne présentent aucun
dommage a 'ADN. Comme le montre la figure 6.2.2, I’histone phosphorylée H2AX a été
fortement détectée dans les sphéroides 4 heures apres traitement par PAM. La coloration
est tres intense dans les couches de cellules les plus externes du sphéroide traité indiquant
des dommages a ’ADN dans les régions périphériques des micro-tumeurs du colon qui
augmentent avec le temps d’activation du PAM. En effet, pour une durée d’activation de
60 s seules quelques cellules sont positives indiquant des dommages a ’ADN limités tandis
que le marquage est relativement intense pour des sphéroides ayant été traités par les PAM
activés pendant 240 s.

La rapide décroissance observée des les premieres heures apres le traitement est corrélée
aux dommages a ’ADN observé 4 h apres traitement induisant ainsi un détachement cel-
lulaire de la couche périphérique du sphéroide/152/. Par conséquent, ces résultats indiquent
que 'exposition du milieu au jet de plasma génere des especes réactives dans le milieu de
culture de maniere dépendante du temps d’exposition.

Comparé aux travaux de Plewa et alf132] dans lesquels le traitement de sphéroides
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HCT116 était réalisé par exposition directe au jet de plasma DBD hélium, le traitement
par PAM est moins efficace. Lors de I'exposition directe durant une période de 120 s, il a
été observé une inhibition totale de la croissance des sphéroides soit un ratio T/C nul [132].
Dans le cas d’un traitement par PAM de 120 s le ratio d’inhibition de croissance n’est que de
0.66. Plusieurs phénomenes peuvent expliquer cette perte d’efficacité lors du traitement par
liquides activés par plasma. Le premier consiste en la disparition rapide des radicaux libres
dans les liquides activés par plasma qui peuvent avoir une importance lors d’un traitement
direct. On peut également supposer que des forces physiques en présence lors du traitement
direct participe a I'optimisation des traitements. On peut citer par exemple le champ élec-
trique local important pouvant entrainer une perméabilisation transitoire des membranes

cellulaires et par conséquent augmenter 'efficacité du traitements.

©
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FIGURE 6.2.1 — Croissance relative des sphéroides apres traitement PAM exposé 0 s, 60 s,
120 s et 240 s au jet de plasma DBD Hélium (Ttrans = 10 min). Les
sphéroides sont traités a JO et observés pendant 9 jours. Les données sont
exprimées comme la moyenne £SD basée sur 4 expériences indépendantes.

6.3 Influence du temps de transfert sur les effets

génotoxiques et cytotoxique du PAM

Pour réaliser cette étude, la durée d’activation du milieu (Texp) est fixée a 120 s pour
générer le milieu activé par plasma. Les micro tumeurs HCT116 sont ensuite transférées
dans le PAM apres un délai variable (temps de transfert de 1 h, 14 h, 24 h et 48 h). Le
stockage du PAM est effectué dans une atmosphere humidifiée contenant 5% de CO, & une

température de 37°C. La figure 6.3.1.a représente le ratio de volume journalier T/C entre
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Transfer

time Control Treated 60s Treated 120s Treated 240s

24H

48 H

FIGURE 6.2.2 — Effet génotoxique du PAM observé pour différentes durées d’activation
(Texp = 60 s, 120 s et 240 s). Les sphéroides sont transférés dans le PAM
2 heures apres son activation. Immuno-detection des dommages a '’ADN
(phopho-H2AX vert) sur coupes cryogéniques de 5 pm d’épaisseur 4 h apres
le début du traitement. Les noyaux cellulaires sont marqués en bleu par
l'utilisation de DAPI. Echelle : 100 pm.

les sphéroides traités et non traités sur une période de 9 jours consécutive au traitement.
L’inhibition de croissance par le PAM semble dépendre du temps de transfert des sphéroides
dans le PAM. Les sphéroides controles proliféerent normalement durant la période d’analyse
(ratio normalisé a 1). Pour les temps de transfert court (1 h et 14 h), deux phases distinctes
dans l'inhibition de croissance sont observées. La premiere intervient apres le début du
traitement a J1 et consiste en une rapide décroissance du volume des sphéroides suivit par
une stagnation du ratio T/C les jours suivants a environ 30-40%. Pour les temps de transfert
long (24 h et 48 h), la croissance des sphéroides traités est plus lente que pour les sphéroides
controles ce qui conduit a une baisse lente du ratio T/C pour atteindre une valeur de 0.8

au bout de 9 jours.

Comme observé figure 6.3.1.b, ’histone phosphorylée H2AX est détectée uniquement dans
les sphéroides ayant été traités ce qui indique que le traitement PAM induit des dommages
a ’ADN. Un intense marquage est détecté dans les régions périphériques des sphéroides
traités par PAM pour le temps de transfert de 1 h. Cette coloration décroit graduellement
avec le temps de transfert pour ne plus étre détectable a Ttrans = 48 h. Pour les temps
de transfert courts, le détachement des cellules présentant des dommages a ’ADN induit la

rapide décroissance observée des les premieres heures apres le traitement.

Ces résultats indiquent que le PAM induit une activité génotoxique et une inhibition
de croissance d’'une maniere dépendante du temps de transfert. Ces effets sont a peine
détectables au dela d’un temps de transfert de 48h lorsque les conditions de stockages sont
fixées a 37°C.
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FIGURE 6.3.1 — Inhibition de croissance et effets génotoxiques du PAM. (a) croissance re-
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lative des sphéroides apres traitement PAM (Texp = 120 s) pour différents
temps de transfert. Les sphéroides sont traités a JO et observés pendant 9
jours. Les données sont exprimées comme la moyenne +SD basée sur 4 ex-
périences indépendantes. (b) Effet génotoxique du PAM détecté 4 h apres le
début du traitement. Immuno-detection des dommages & ’ADN (phopho-
H2AX, vert) sur coupe cryogénique de 5 pm d’épaisseur. Les noyaux cellu-
laires sont marqués en bleu par 1'utilisation de DAPI. Echelle : 100 pm.
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temps d’activation/temps de transfert

L’inhibition de croissance peut étre corrélée au détachement des cellules ayant subi des
dommages a ’ADN [132]. Dans le but de mieux quantifier I'influence du temps d’exposition
et du temps de transfert sur des micro-tumeurs du cancer, les dommages a ’ADN sont
analysés a partir des cryosections précédemment présentées et par 1'utilisation du logiciel
Image J. Le pourcentage de cellules présentant des dommages a I’ADN est estimé par le ratio
du volume du sphéroide sans dommage a ’ADN (zone marquée au DAPI en bleu sur les
figures 6.3.1 et 6.2.2) par le volume total du sphéroide (partie bleu et verte sur les figures 6.3.1
et 6.2.2). Quelques soit le temps de transfert on observe une augmentation des dommages
a I’ADN avec le temps d’activation du PAM (figure 6.4.1). Pour des temps de transfert
inférieur a 2 h, le taux de dommage a 'ADN est relativement constant et correspond a
environ 19% pour une activation durant de 60 s, 32% pour une activation de 120 s et
finalement atteint 50% pour 240 s. Ce taux de dommage & 'ADN n’est pas directement
proportionnel au temps d’activation. Si 'on détermine un facteur de proportionnalité en
divisant le taux de dommage a I’ADN par le temps d’exposition on observe une diminution
de ce coefficient avec le temps d’activation. Ce ratio a pour valeur 0.32 %/s pour 60 s
d’activation, puis 0.27 %/s pour 120 s et 0.21 %/s pour 240 s. Ce facteur indique qu’il est
plus difficile d’induire des effets génotoxiques dans les couches profondes de la micro-tumeur.
En effet, la structure naturelle rend difficile la pénétration des espeéces réactives a I'intérieur
du sphéroide. Ceci est en accord avec des mesures de pénétration de l'oxygene dans les
sphéroides ou les couches internes présentent un déficits d’oxygene [42]. Pour augmenter le
taux de dommages a ’ADN il est par conséquent nécessaire de produire une plus grande
quantité d’especes génotoxiques dans le milieu de culture ce qui nécessite par conséquent
une activation plus longue. La proportion de cellules présentant des dommages a '’ADN
est comme nous 'avons observé dépendante du temps de transfert (figure 6.4.1) avec une
décroissance temporelle du méme ordre de grandeur pour les trois temps d’activation du
PAM. Cela signifie qu'une concentration plus importante d’espéces génotoxiques est obtenue
pour des temps d’activation plus longs. En effet, dans le cas d’un temps de transfert de 48 h,
les dommages a ’ADN ne sont plus observés pour un temps d’activation du PAM de 60 s

alors qu’ils concernet encore 9% du volume du sphéroide dans le cas d’un temps d’activation

de 240 s.

6.5 Influence de la température de stockage du PAM

La préservation de l'effet génotoxique et cytotoxique du PAM dans le temps est un enjeu
majeur pour le développement d’une thérapie anti-cancéreuse par PAM. Comme nous ’avons

vu précédemment la durée de l'effet ne dépasse que tres peu les 48 h apres traitement
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FIGURE 6.4.1 — Influence du temps de transfert (entre 15 min et 48 h) et du temps d’ex-
position (entre 60 s et 240 s) sur le pourcentage volumique de cellules po-
sitives aux dommages & ’ADN dans un sphéroide traité par milieu activé
par plasma. Les données sont exprimées comme la moyenne + SD de 4
expériences indépendantes.

quelques soit le temps d’exposition du milieu lorsque le stockage des PAM est réalisé a
37°C. C’est pourquoi une étude en fonction de la température de stockage est réalisée. Pour
cela, le PAM est préparé en activant le milieu de culture durant 120 s avec le jet de plasma
d’hélium puis il est stocké 7 jours a différentes températures : +37°C, +4°C, -20°C, -80°C.
Juste avant le transfert des sphéroides, les PAM sont réchauffés a 37°C pour éviter un choc
thermique qui pourrait avoir un effet sur les sphéroides. Suite au transfert des sphéroides
dans le PAM, une partie des sphéroides fixée 4 h apres le début du traitement pour réaliser
des mesures d’immuno-détection tandis que le reste est laissé dans le PAM pendant neuf
jours pour étudier 'inhibition de croissance a long terme.

La figure 6.5.1.b regroupe les informations sur les dommages a ’ADN observés 4 h apres
traitements. L’analyse quantitative de la fluorescence des coupes de sphéroides indique
qu’environ 36% du volume du sphéroide présente des dommages a ’ADN lorsque le PAM
est stocké a +4°C et 44% pour un stockage a -80°C. La capacité du PAM & induire des dom-
mages a I’ADN est indépendante du temps de transfert s’il est stocké dans les conditions de
température de +4°C et -80°C. A I'inverse, le stockage respectivement a -20°C et +37°C ne
laisse plus apparitre de dommages a ’ADN.

Ces résultats suggerent que la concentration en especes génotoxiques est stable lors de
conditions de stockage a +4°C et -80°C alors qu’elles ne l'est pas a -20°c et +37°C.

En ce qui concerne 'inhibition de croissance, la figure 6.5.1.a confirme les précédentes ob-
servations. Dans le cas des PAM stockés a +4°C et -80°C le volume perdu des les premieres

heures apres le traitement correspond & environ 50% causé par le détachement des cellules
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présentant des dommages a ’ADN. Neuf jours apres traitement, le volume des sphéroides
traités a l'aide de PAM stocké a +37°C et -20°C est 50% plus faible que les sphéroides
controles ceci sans perte de cellulaires. En effet, cette diminution de volume est due simple-
ment a un retard de croissance par rapport aux sphéroides non traités.

Ces observations montrent clairement que l'effet de dommage a 'ADN du PAM est
conservé apres stockage a faible température. L’effet a long terme qui limite la prolifé-
ration des cellules placées dans un milieu activé par plasma quant a lui est indépendant de

la température de stockage.

6.6 Role du peroxyde d’hydrogene (H;O,) dans les
dommages a I’'ADN

L’interaction entre les especes actives produites par le plasma et le milieu de culture
conduit, par des réactions chimiques, a la formation dans le milieu aqueux d’'un nombre
important d’especes actives secondaires. Parmi celles-ci on peut trouver des especes a durée
de vie courte ou longue incluant : le radical hydroxyle (*OH), I'oxygéne atomique (Os(*Ag)),
I’anion superoxyde (O37), 'ozone (O3), le peroxyde d’hydrogene (H2Os), I'oxyde nitrique
(NO) et I'anion peroxynitrite (ONOO™) [202].

Au regard des précédents résultats, il parait évident que la durée de vie de l'effet géno-
toxique est trop élevée pour étre le produit d’une interaction directe entre les radicaux et les
cellules cancéreuses. D’autre part, en raison de sa forte miscibilité dans ’eau, le peroxyde
d’hydrogene joue un role important dans 'effet génétoxique du PAM. Dans le but de mettre
en évidence la présence dans le PAM et les effets du peroxyde d’hydrogene sur les cellules
cancéreuses de la catalase a été ajoutée pour neutraliser le peroxyde d’hydrogene. Naturel-
lement présente chez tous les organismes aérobiques, cette enzyme permet la dismutation

du peroxyde d’hydrogene en molécule d’eau et de dioxygene suivant la réaction 6.6.1 [203].

Nous avons d’abord examiné I'effet de la présence de catalase (30 pg.mL~!) dans le milieu
activé par plasma sur les dommages a ’ADN induit dans un sphéroide. La catalase est éga-
lement ajoutée dans le milieu de culture des sphéroides non traités afin de s’affranchir d’un
effet direct de la catalase sur les sphéroides. Comme observé figure 6.6.1.b , les dommages
a I’ADN causés par le PAM sont entierement inhibés par la présence de catalase. Quelque
soit les conditions concernant le temps de transfert (1 h a 48 h), aucun marquage de la
forme phophorylée de ’histone H2AX n’est détectée sur les sphéroides. Cependant, une lé-
gere inhibition de croissance est toujours observée a partir du jour 5 apres traitement (voir
figure 6.6.1.a) et cela en I'absence de dommages a I’ADN. Ceci indique que les dommages

a ’ADN observés sont liés a la formation de HyOy dans le PAM apres activation par jet
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FIGURE 6.5.1 — Inhibition de croissance et effets génotoxiques du PAM stocké a différentes
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températures. (a) croissance relative des sphéroides apres traitement PAM
(Texp = 120 s) et stockés 7 jours a différentes températures de stockage :
+37°C, +4°C, -20°C et -80°C. Les sphéroides sont traités a JO et observés
pendant 9 jours apres le début du traitement. Les données sont exprimées
comme la moyenne + SD basée sur 4 expériences indépendantes. (b) Effet
génotoxique du PAM (Texp = 120 s, Ttrans = 7 jours) détecté 4 h apres le
début du traitement. Immuno-detection des dommages a I’ADN (phopho-
H2AX, vert) sur coupe cryogénique de 5 pm d’epaisseur. Les noyaux cellu-
laires sont marqués en bleu par 'utilisation de DAPI. Echelle : 100 pm.



6.7 Evaluation de la concentration en peroxyde d’hydrogéne dans le PAM aprés

traitement plasma

de plasma. Cette activité peut étre associée a la capacité de HyOq de diffuser a travers la
membrane cellulaire pour générer le radical hydroxyle (*OH) par une réaction de Fenton
faisant intervenir le Fer intracellulaire.

Ces manipulations permettent de mettre en avant deux informations essentielles. Il existe
au moins deux effet du PAM sur le sphéroide, le premier concerne les dommages a ’ADN
et un détachement cellulaire dont ’acteur majeur est le peroxyde d’hydrogene et le second
est un ralentissement de croissance des sphéroides a long termequie est indépendant de la

présence du peroxyde d’hydrogene.

6.7 Evaluation de la concentration en peroxyde

d’hydrogene dans le PAM apres traitement plasma

L’ajout de catalase permet simplement de montrer que la voie induisant les dommages
a 'ADN passe par la présence du peroxyde d’hydrogene dans le PAM. Pour déterminer
précisément son role 'une des techniques consiste dans un premier temps a ajouter du
peroxyde d’hydrogene dans le milieu de cultutre sans activation par jet de plasma. Ceci
parementera aussi de déterminer la concentration de peroxyde nécessaire pour obtenir les
meémes effets que le PAM sur les sphéroides.

Nous avons évalué l'effet de I'addition de peroxyde d’hydrogene (solution primaire 30 wt.%
dans l'eau, Sigma) dans le milieu de culture cellulaire. Les dommages a I’ADN et I'inhibition
de croissance sont examinés. Dans le cas d’un milieu de culture contenant du peroxyde
d’hydrogene, deux phases d’évolution sont observables dans I’inhibition de croissance donnée
figure 6.7.1.a. La premiere observée entre le jour 0 et 1 apres traitement confirme la capacité
du peroxyde d’hydrogene a induire un détachement cellulaire et une inhibition de croissance.
La seconde phase est détectée a partir du second jours apres traitement et se caractérise par
une reprise de croissance. En comparant la perte cellulaire observée pour un traitement de
120 s par PAM dans les conditions de la figure 6.3.1 et les résultats de la figure 6.7.1.a., on
peut en déduire que la concentration en HyOo dans le PAM 120 s est comprise entre 0.5 mM
et 2.5 mM.

La figure 6.7.1.b montre quant a elle la capacité du peroxyde d’hydrogene a induire des
dommages & ’ADN en fonction de sa concentration dans le milieu de culture. A partir de
I’analyse de la fluorescence de ces coupes, une courbe d’étalonnage a pu étre réalisée reliant
le taux de cellules présentant des dommages a ’ADN dans un sphéroide a la concentration
en peroxyde d’hydrogéne dans le milieu de culture (voir figure 6.7.2). En tenant compte
des observations faites figure 6.4.1 nous avons pu estimer que le PAM induit des dom-
mage a ’ADN correspondant a des concentrations équivalentes de peroxyde d’hydrogene de
0.2740.09 mM pour une exposition de 60 s, 0.74+0.19 mM pour une exposition de 120 s
et pour finir atteint une valeur de 3.164+0.59 mM lors d’une exposition de 240 s au jet de

plasma hélium.
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FIGURE 6.6.1 — Inhibition de croissance et effets génotoxiques du PAM en présence de cata-
lase. (a) croissance relative des sphéroides apres traitement PAM (Texp =
120 s) d’un milieu activé par plasma contenant de la catalase (30 pg.mL™!).
Les sphéroides sont traités a JO et observés pendant 9 jours apres le dé-
but du traitement. Les données sont exprimées comme la moyenne +SD
basée sur 4 expériences indépendantes. (b) Effet génotoxique du PAM dé-
tecte 4 h apres le début du traitement. Immuno-detection des dommages a
’ADN (phopho-H2AX, vert) sur coupe cryogénique de 5 um d’épaisseur. Les
noyaux cellulaires sont marqués en bleu par 'utilisation de DAPI. Echelle :
100 pm.
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FIGURE 6.7.1 — Inhibition de croissance et effets génotoxiques du peroxyde d’hydrogene
ajouté dans le milieu de culture des sphéroides (a) croissance relative des
sphéroides apres transfert dans un milieu contenant du peroxyde d’hydro-
gene. Les sphéroides sont traités a JO et observés pendant 9 jours apres
le début du traitement. Les données sont exprimées comme la moyenne
+SD basées sur 4 expériences indépendantes. (b) Effet génotoxique du per-
oxyde d’hydrogene détecte 4 h apres le transfert. Immuno-detection des
dommages a ’ADN (phopho-H2AX, vert) sur coupe cryogénique de 5 pm
d’epaisseur. Les noyaux cellulaires sont marqués en bleu par I'utilisation de

DAPI. Echelle : 100 pm.
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FIGURE 6.7.2 — Influence de la concentration en peroxyde d’hydrogene dans le milieu de
culture sur le pourcentage volumique de cellules positives aux dommages a
I’ADN dans un sphéroide. Les données sont exprimées comme la moyenne
+ SD basée sur 4 expériences indépendantes.

Dans le cadre de ces mesures, nous avons pu mettre en évidence la capacité du peroxyde
d’hydrogene & induire des dommages a ’ADN et un détachement cellulaire en ’absence de
tout autre produit. La relation entre les dommages a 'ADN et le détachement est égale-
ment soulignée avec une interdépendance et une bonne corrélation entre le taux de cellules

positives aux dommages a 'ADN et le taux de cellules détachées.

Le peroxyde d’hydrogene est par conséquent la seule et unique especes du PAM qui va
induire des dommages a ’ADN dans les cellules. On peut toutefois supposer que une fois
dans pénétré dans la cellule le peroxyde peut se décomposer (en radical hydroxyle par
exemple via des réaction de Fenton) pour causer des dommages a I’ADN. Mais c’est bien
sous la forme de peroxyde d’hydrogene que le PAM garde son activité génotoxique au cours

du temps.

Pour finir, ces essais ont permis de mettre en évidence une seconde fois la présence d'un
effet a long terme du PAM sur les sphéroides. En effet, dans le cas d’'un traitement par
PAM, T'inhibition de croissance est globalement constante pendant les 9 premiers jours
apres traitements. Lorsque 1'on traite avec du peroxyde d’hydrogene on observe au bout de
quelques jours un regain de prolifération. Combiné a 1’observation du retard de croissance
observé en présence de catalase, on peut clairement supposer qu’il existe une ou plusieurs
especes a longue durée de vie qui empéche le regain de prolifération apres détachement des

cellules ce qui conduit par conséquent a un retard de croissance constant.
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6.8 Analyse de la sélectivité PAM

Nous avons également analysé les effets du PAM sur des cellules saines (notamment du
point de vue des dommages a ’ADN). Idéalement, il aurait fallu utiliser des cellules saines
du colons mais apres des tests de production de sphénoides, il s’est avéré qu’avec les cellules
saines a notre disposition il était impossible d’obtenir des sphéroides reproductibles. Pour
cette étude nous avons donc utilisé des cellules humaines de fibroblaste GM637 qui per-
mettent de produire des sphéroides reproductibles. Les sphéroides fibroblastes sont utilisés
lorsqu’ils atteignent un diametre de 150 pm et traités d’une maniere en tout point similaire
que pour les sphéroides cancéreux avec un temps d’exposition au jet de plasma hélium de
120 s. La seule différence notable, en dehors du type cellulaire, est la taille plus réduite des
sphéroides GM637 due a une croissance plus lente des cellules saines que pour les cellules
cancéreuses. Les temps de transfert utilisés pour les sphéroides GM637 dans le PAM ont été
variés de 15 min a 4 h. Les dommages a I’ADN, par le marquage de la forme phosphorylé de
I’histone H2AX, ont été analysés. La figure 6.8.1 présente l'effet génotoxique du PAM sur
les sphéroides de cellules fibroblastes GM637. Dans toutes les conditions de tests, la forme
phosphorylée de I'histone H2AX est détectée avec une faible fluorescence ce qui indique qu’il
n’y a que tres peu de dommage a ’ADN généré par le PAM sur les cellules fibroblastes.

Cette sélectivité relativement intéressante du PAM, déja observée dans la littérature (voir
par exemple [133]), peut étre imputable a la différence significative dans le systeme de
signalisation entre les cellules cancéreuses et saines. De plus, les cellules cancéreuses sont
plus sensibles a de faibles valeurs de peroxyde d’hydrogene que chez les cellules saines,
puisqu’il existe un seuil de quantité de peroxyde au-dela duquel aucune cellule ne peut
survivre [204]. Par conséquent, les jets de plasma froids induisent des concentrations de
peroxyde d’hydrogene importante dans le PAM induisant ainsi une mort sélective des cellules

cancéreuse sans affecter les cellules saines.

6.9 Viabilité cellulaire

Apres avoir analysé certains effets du plasma sur les cellules cancéreuses (dommages a
I’ADN et détachement des cellules périphériques) il est nécessaire de s’intéresser aux cellules
détachées. Malgré le bénéfice évident d’'une diminution rapide du volume tumoral apres
traitement avec le PAM, les cellules détachées peuvent étre source de nombreux problémes
autrement plus risqués. En effet si ces cellules sont viables ou en capacité de se réparer
apres le détachement du sphéroide il est alors possible qu’elles migrent et provoquent des
métastases.

L’analyse de la viabilité cellulaire se fait a travers la mesure de ’adénosine Triphosphate
(ATP) qui est une molécule complexe et une source d’énergie pour les cellules. Ainsi, une

diminution de ’ATP dans les cellules indique la présence de cellules mortes ou en court de
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FIGURE 6.8.1 — Absence d’effet génotoxique du PAM sur sphéroides de cellules fibroblastes
(GM637) 4 h apres transfert. Immuno-detection des dommages a ’ADN

(phopho-H2AX, vert) sur coupe cryogénique de 5 pm d’epaisseur. Les
noyaux cellulaires sont marqués en bleu par 'utilisation de DAPI. Echelle :

50 pm.
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mort cellulaire. La cinétique de ’ATP dans les sphéroides a été réalisée grace a 1'utilisation
de la molécule de Luciférine de luciole (molécule luminescente) sur plusieurs heures apres
traitement. La luminescence est alors normalisée par rapport a la valeur obtenue a partir

des sphéroides controles sans traitement, ces résultats sont présentés sur la figure 6.9.1.
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FIGURE 6.9.1 — Effet du PAM sur la viabilité cellulaire détecté apres transfert des sphéroides
dans du PAM (Ttrans = 15 min, Texp = 120 s). La viabilité cellulaire est
évaluée par luminescence de ’ATP. En haut de la figure sont insérées des
photographies en lumiere transmises des sphéroides apres leurs transfert
dans le PAM.

On observe sur cette figure que la quantité d’ATP présente dans les cellules diminue apres
seulement une heure de traitement puis reste constante pendant les 24 premieres heures de
mesures malgré le détachement des cellules en périphérie du sphéroide intervenant entre
4 h et 6 h apres le début du traitement. La quantité d’ATP détectée dans les cellules
apres le traitement est de 64.19+ 2.55 % ce qui correspond au volume du sphéroide apres
détachement de 68.43+ 3.97 %, P-value 0.2 (voir figure 6.3.1) et au pourcentage de cellules
dans le sphéroide sans dommage & ’ADN de 67.90 £ 1.41 %, P-value 0.1 (voir figure 6.4.1).

Plusieurs hypothéeses peuvent expliquer cette déplétion en ATP :

— La génération de ROS et plus particulierement de radicaux peut conduire a une in-
teraction avec les molécules présentes dans le milieu intracellulaire dont I’ATP. Ainsi
la présence de dommage a ’ADN et le manque d’ATP rend la cellule incapables de se
réparer ce qui la fait rentrer dans un processus de mort cellulaire ;

— Le traitement par plasma peut induire une perméabilisation membranaire des cellules
de fagon plus ou moins temporaire. Suite a cette perméabilisation 'ATP peut étre

externalisée ce qui peut conduire a la mort cellulaire ;
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— La perte d’ATP peut également étre imputable & une consommation interne de la
cellule dans la mise en place de défense suite au traitement par PAM. Certains proces-
sus de mort cellulaire nécessitent également la mise en place de processus particulier
consommant de I'énergie.

Pour déterminer plus précisément la cause de cette chute d’ATP, deux manipulations ont été
mises en place. La premiere consiste a observer l'interaction entre ’ATP et le PAM tandis
que la seconde consiste a observer séparément la quantité d’ATP présente dans le sphéroide
et dans le surnageant pour identifier la présence potentielle de perméabilisation cellulaires.

Pour explorer les possibles interactions entre ’ATP et le PAM, 10 nM d’ATP ont été

ajoutés aux milieux de culture puis activés par jet de plasma. La figure 6.9.2 donne la
concentration de 'ATP en fonction du temps d’activation du milieu par jet de plasma.
Quelque soit le temps d’activation, la concentration d’ATP contenue dans le milieu de culture
reste constante a environs 10 nM. Cette expérience indique qu’il n’y a pas d’interaction entre
I’ATP et les especes générées par le plasma dans le liquide activé. La perte d’ATP apres
traitement dans les cellules n’est donc pas due a une interaction directe entre le PAM et la
molécule ATP.

0 | I | I
0 30 60 90 120 150

Exposure time (s)

FIGURE 6.9.2 — Interaction entre les molécules générées par le PAM et 'ATP. La concen-
tration initiale d’ATP lors de chaque exposition est de 10 nM.

La seconde hypothese étant une fuite de ’ATP dans le milieu extracellulaire par perméa-
bilisation transitoire ou permanente. L’expérience présentée consiste en la mesure de I’ATP
dans un sphéroide suite a un traitement PAM. La mesure d’ATP est également effectuée en
ayant préalablement extrait du milieu soit le sphéroide soit le supernageant ( milieu activé
et cellules détachées). Le protocole de cette manipulation est fourni dans l’annexe B. La
figure 6.9.3 montre les évolution de la concentration de ’ATP durant 4h dans les différents

cas de figure.
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Les mesures d’ATP en présence du sphéroide avec ou sans supernageant donnent des
valeurs treés proches, a l'inverse la mesure de I’ATP dans le supernageant seul est proche
de 0%. On peut déduire de cette expérience que la baisse d’ATP dans les cellules n’est pas
induite par une perméabilisation membranaire.

Les deux expériences précédentes permettent d’éliminer les deux premiere hypotheses et
de confirmer que la déplétion en ATP observée apres traitement par PAM est le résultat
d’un processus de protection vis a vis du stress oxydatif induit par le traitement. De plus,
en tenant compte de la bonne concordance entre le volume du sphéroide mesuré apres
traitement et la mesure d’ATP, on peut en déduire que les cellules en périphérie ne sont
plus viables des la premiere heure apres le transfert dans le PAM. Ces cellules subissent un
stress oxydatif important puis elles essayent de mettre en place une stratégie anti-stress qui
n’est pas suffisant aux vues des nombreux dommages a ’ADN détectés. Les cellules rentrent
donc dans un processus de mort cellulaire rapidement apres le début du traitement qui se
traduit 6 h apres le traitement par un détachement des cellules mortes.

Ces observations permettent donc d’écarter la possibilité d’une dissémination des cellules
cancéreuses apres le traitement par PAM dans le corps empéchant ainsi le développement

de métastases.
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FIGURE 6.9.3 — Concentration en ATP présente dans le sphéroide avec et sans le superna-
geant.

6.10 Identification du processus de mort cellulaire induit
par le PAM

Une des thématiques précédemment développée est la mort cellulaire des cellules en pé-

riphérie du sphéroide apres traitement. Lors d'une mort de type nécrose, le contenu intra-
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cellulaire est rejeté ce qui se traduit par une réaction inflammatoire. Ce type de réaction,
extrémement désagréable pour un patient, est donc a proscrire au bénéfice d’'une mort par
apoptose.

Pour déterminer le type de mort cellulaire induite par le traitement plasma, deux mar-
queurs ont été utilisés. Le premier étant de 'iodure de propidium (PI) dont le role est de
mettre en évidence la perméabilisation cellulaire (la présence de pores dans la membrane
plasmique des cellules) qui est caractéristique d’un processus de mort cellulaire nécrotique.
Le second étant un marqueur spécifique de 'apoptose qui se fixe lors de l'activation des
caspases.

On observe sur la figure 6.10.1 les marquages correspondants a la perméabilisation cellu-
laire et au déclenchement de ’apoptose apres transfert de sphéroides dans le PAM obtenus
apres 120 s de traitement. La perméabilisation cellulaire a travers 1'utilisation de l'iodure
de propidium (fluorescence rouge) ne montre aucune évolution de la perméabilisation mem-
branaire des cellules avant et apres une heure de traitement. On détecte apres 6 h de traite-
ment une augmentation importante du nombre de cellules perméabilisées. Ces cellules sont
réparties a la surface du sphéroide et ne concerne que quelques cellules ponctuelles. Concer-
nant l'activation de I'apoptose et des caspases le signal est sensiblement identique entre les
controles et les sphéroides ayant été plongés une heure dans le PAM. Six heures apres le
début du traitement le signal correspondant au déclenchement d’un processus apoptotique
est important et répartie de maniere uniforme sur la surface contrairement a la perméa-
bilisation. De plus on peut apercevoir sur les images par microscopie optique le début du

détachement des cellules périphériques 6 h apres le début du traitement.
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F1GURE 6.10.1 — Effet du PAM sur la perméabilisation cellulaire et ’activation de I'apoptose
détectés apres transfert des sphéroides dans le PAM (Texp = 120 s, Ttrans
= 15 min). La perméabilisation cellulaire est évaluée par la fluorescence de
l'iodure de propidium (rouge) et les noyaux de cellules non perméabilisé
sont marqués par du Hoechst (bleu). L’activation de I'apoptose et des
caspases est évaluée par une fluorescence verte superposée avec une image
de microscopie optique.

Pour mieux appréhender la maniere dont les cellules vont étre attaquées les parametres,

tels que sont ’ATP la perméabilisation membranaire I'apoptose et le volume du sphéroide,
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ont été tracés au cours du temps apres le début du traitement sur la figure 6.10.2. Au
regard de ces informations on observe que le premier processus déclenché est la perte de
I’ATP dans les cellules ayant subit des dommages a ’ADN. Cette perte étant associée a une
consommation interne de ’ATP par les cellules pour se protéger du stress oxydatif induit par
le peroxyde d’hydrogene et les radicaux qu’il peut générer. Une fois le niveau d’ATP stabilisé
(environ une heure apres le transfert des sphéroides dans le PAM) les signaux d’apoptose
et de perméabilisation membranaire a travers 'iodure de propidium (PI) commencent &
étre détectés. La stabilisation de ’ATP traduit la perte totale de cette molécules dans les
cellules endommagées. N’ayant plus de moyen de défense elles déclenchent des processus
de mort cellulaires. Méme si les marqueurs de I'apoptose (caspase) et de la nécrose (PI)
suivent une méme évolution d’intensité au court du temps, la mort principale semble étre
I’apoptose de part la répartition uniforme sur la superficie du sphéroide observée dans figure
6.10.1. Enfin, entre 5 h et 6 h apres le début du traitement, les cellules ayant débutées au
préalable leur mort cellulaire finissent par se dissocier du sphéroide. Le détachement, I'une
des dernieres actions des cellules, est le résultat de dommages a 'ADN importants des le
début du transfert.

La présence de nécrose est également observable de maniere indirecte. On observe sur la
courbe correspondant au volume du sphéroide une légere augmentation 4 h apres le début
du traitement. Ce volume 10% plus important que celui des sphéroides non-traités est un
artéfact provenant du grossissement de cellules a la périphérie signe d’'une mort cellulaire

imminente généralement par nécrose.
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FIGURE 6.10.2 — Evolution durant les 6 premiéres heures aprés transfert de sphéroides
HCT116 dans le PAM des différents signaux normalisés d’ATP, PI, cas-
pases et du volume des sphéroide.
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6.11 Effet du PAM lors d’un traitement avec un temps

contact cours

Dans I'objectif d’un traitement in vivo de tumeurs il est important de prendre en compte
un parametre supplémentaire lors qui est le temps de contact entre le PAM et le sphéroide.
Lors des précédentes mesures, le sphéroide est placé soit 4 h en contact avec le PAM pour
I'observation des dommages a I’ADN (le temps de contact a été fixé a 4 h pour effectuer la
mesure avant le détachement des cellules) ou en continu dans le cas des suivis de volume
sur 9 jours.

Dans le cas in vivo, la durée de résidence d’'un médicament dans la zone d’injection est
limitée dans le temps (tres probablement inférieure a la demi-heure). De plus, la diffusion
lente rend difficile la modélisation correcte de ce parametre. Pour pouvoir estimer le potentiel
d’un traitement par PAM nous avons choisi de fixer un temps de contact court de 10 min
pour se rapprocher des conditions réelles d’un traitement in vivo.

A partir des marquages immunofluorescents des dommages & ’ADN dans les deux condi-
tions de temps de contact, nous avons pu observer un profil de fluorescence de y-H2AX
issu des coupes cryogéniques représentées figure 6.11.1. Sur cette figure, on observe tout
d’abord une légere différence de diametre entre les deux conditions imputable, soit a une
petite variations de taille des sphéroides avant traitement, soit a la position des coupes dans
le sphéroide, du fait que les sphéroides ne sont pas toujours parfaitement rond ce qui induit
une légere différence des coupes.

On observe tout d’abord une fluorescence aux extrémités du profil concordant avec la
répartition sur les couches périphériques du sphéroide des cellules présentant des dommages
a 'ADN. On observe également que l'intensité de fluorescence est bien plus élevée dans le
cas d'un temps de contact de 4 h avec une valeur de 'ordre de 250 alors qu’elle n’est que
de 50 pour un temps de contact de 10 min. La quantité de dommage a ’ADN directement
déduite par 'intensité de fluorescence, est donc proportionnelle au temps de contact. Il est a
noter également que contrairement a l'intensité, la répartition des dommages est similaires
avec une trentaine de micrometres d’épaisseur dans les deux cas.

Nous avions émis I’hypothese dans des sections précédentes que le taux de dommage a
I’ADN était proportionnel a la concentration de peroxyde d’hydrogene dans le milieu activé
par plasma et que la pénétration était limitée par un gradient de pression a l'intérieur du
sphéroide. Par conséquent, le PAM ayant été exposé 120 s (pour les deux cas de temps de
contact) et que le temps de transfert est le méme dans les deux cas (10 min), les sphéroides
se retrouvent en contact avec la méme concentration de peroxyde d’hydrogene ce qui conduit
a une méme pénétration.

L’analyse des dommages a ’ADN indique que le traitement de courte durée induit peu
de dommages ce qui peut étre problématique lors d’'une campagne de traitement in vivo.

Si I'on observe sur la figure 6.11.2 I’évolution de volume des deux conditions sur les neufs
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6.11 Effet du PAM lors d’un traitement avec un temps contact cours
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FIGURE 6.11.1 — Profil de fluorescence des dommages a ’ADN dans le cas d'un temps de
contact court avec le PAM (10 minutes) représentatif d’'un traitement in
vivo et contact long (4 heures). Conditions expérimentales : Texp = 120 s,
Ttrans = 10 min.

jours suivants le traitement, on observe distinctement deux processus différents en fonction
du temps de contact.

Dans le cas d'un temps de contact classique de neuf jours, on observe une premiere dimi-
nution rapide du ratio T/C au premier jours apres traitement. Cet effet est imputable au
détachement des cellules en périphérie du sphéroide suite a des dommages a I’ADN impor-
tants (vitesse de croissance négative : -1.61x10"pm? /jour). Ensuite, du jour 1 & 9 le ratio
T/C est constant traduisant une reprise de croissance faible des cellules de 0.95x10"pm? /jour
comparer aux 2.88x107pum?/jour des contréles. Cette inhibition de croissance est causée par
au moins une espece présente dans le PAM car si le milieu de culture est remplacé par du mi-
lieu non traité au bout de 4 h de contact, le détachement initial est identique mais la reprise
de croissance du jour 1 & 9 est bien plus élevée avec une valeur proche de 2.1x107pum? /jour !.

En ce qui concerne le temps de contact court de 10 min, deux phases sont également
observées. La premiére est une baisse du ratio T/C entre les jours 0 et 6 jusqu'a atteindre
un ratio de 0.4. Cette baisse du ratio représente une diminution drastique de la vitesse de
croissance des sphéroides ayant était traités par PAM (0.78x107pm?/jour). Aprés le jour
6 et jusqu’a la fin de nos mesures, ce ratio croit doucement pour atteindre au jour 9 une
valeur de 0.5. Cette augmentation du ratio correspond a une vitesse de croissance d’environ
1.86x10"um3 /jour.

1. NB : contrairement aux précédentes mesures réalisées a 120 s d’exposition au jet d’hélium, I'inhibition
de croissance obtenue lors de ces mesures est plus importante passant de 0.6 a 0.4. Cette modification des
résultats est causée par le changement du fournisseur du milieu de culture.
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Chapitre 6 Traitements du cancer colorectal : investigation in-vitro

Lors d’un traitement avec temps de contact court, I'hypothese la plus vraisemblable est
que les dommages a ’ADN ne sont plus suffisants pour induire la mort des cellules atta-
quées. En effet, aucun détachement n’est observé mais la vitesse de prolifération est réduite
d’un facteur 3 par rapport au contrdle. Il est donc envisageable que dans ces conditions de
traitement les cellules limitent leurs proliférations au profit d’une réparation des dommages
a 'ADN. Une fois les réparations effectué les cellules reprennent une vitesse de croissance
plus élevée puisqu’elles sont dans un milieu neuf (non activé par plasma) contenant tout les
facteurs de croissance essentiels.

Par conséquent lors de campagne de mesure in vivo il est essentiel de réaliser plusieurs
traitements a minima 1 fois tout les 6 jours avant la reprise de croissance des cellules can-
céreuses. Cette méthode de traitement répétitif a déja fait I'objet de publication lors du
traitement direct de cellules cancéreuses in vivo par jet de plasma [156, 158] et également
par PAM [134, 157]. Dans ce dernier cas de figure le traitement par PAM a été débuté le len-
demain de l'injection sous la peau d’un modele murin de cellules cancéreuses en suspension
dans un gel. Le protocole ne permet pas d’identifier clairement si les effets d’un traitement

par PAM sont liés au traitement des cellules avant la formation de tumeur ou apres.
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FIGURE 6.11.2 — Influence du temps de contact (10 minutes et 9 jours) sur la croissance des
sphéroides HCT116 suite a un traitement par PAM.

6.12 Conclusion

Nous avons pu démontrer au court de ce chapitre la capacité d’un traitement basé sur
I’activation de milieu de culture par plasma d’hélium sur des modele 3D des sphéroides
cancéreux du colon HCT116. Cette méthode de traitement a été étudiée en fonction des pa-

rametres liés a la durée d’activation pas jet de plasma et temps de transfert apres obtention
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6.12 Conclusion

du PAM. Ce milieu activé par plasma interagit avec les sphéroides a travers deux schémas
particuliers. Le premier a été identifié comme une attaque oxydative lié au peroxyde d’hy-
drogene qui induit des dommages a I’ADN que les cellules périphériques ne peuvent controler
par des moyens de défense classiques. Ainsi elles finissent par engager des processus de mort
cellulaires, principalement I'apoptose, conduisant in fine a un détachement de ces cellules
endommagées du reste du sphéroide et donc a une perte de volume importante. Le deuxieme
effet est une inhibition de la vitesse de prolifération aprées le transfert des sphéroides dans le
PAM. Cette limitation de la vitesse de prolifération est attribuable pour le moment soit a
une interaction entre les radicaux libres générés par le plasma et les facteurs de croissance
du milieu soit a la présence de nitrites et de nitrates.

Nous avons également optimisé le stockage du PAM apres son activation pour obtenir
des effets identiques sur les sphéroides jusqu’a une semaine apres son activation. La durée
des effets génotoxiques et cytotoxiques du PAM sur les sphéroides est potentiellement plus
longue mais nos mesures se sont limitées a une étude d’une semaine.

La prise en compte d’une durée de contact entre le PAM et le sphéroide nous a permis
d’entrevoir les réactions d'une tumeur lors d’'une campagne de traitements in wvivo. Ces
premiers résultats ont montré que les dommages a ’ADN était proportionnel au temps de
contact. Ainsi pour un temps de contact de 10 min, que nous estimons représentatif d’un
traitement in vivo, le nombre de dommages n’est pas assez important pour entrainer la
mort cellulaire. Cependant lors de la phase de réparation, le sphéroide posséde une vitesse
de prolifération tres faible participant ainsi & un retard de croissance. Toutefois, le milieu
étant renouvelé, la reprise de croissance est importante au bout de quelques jours. C’est
pourquoi lors de campagnes de mesures in vivo il sera primordial de réaliser des injections

de PAM au moins une fois par semaine.
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Chapitre 7

Interaction entre le jet de plasma DBD

hélium et le milieu de culture

Les liquides activés par jets de plasma a la pression atmosphérique sont capables d’induire
I’arrét de prolifération et la mort de cellules cancéreuses HCT116. Cependant les mécanismes
responsables de cette activité antiproliférative restent encore mal connus. De nombreuses
études ont clairement mis en évidence que les plasmas froids a la pression atmosphérique
peuvent produire de I'oxyde nitrique (NO), des espéces réactives de I'oxygene (ROS) tels
que 'anion superoxyde, les radicaux hydroxyles et dans une moindre mesure de 'oxygene
singulet [180, 92, 94, 205, 206, 207, 208, 194, 209, 210, 132]. Ces radicaux, générés dans
les milieux de culture voir méme au sein des cellules peuvent étre a 'origine de l'activité
anti-tumorale induite par le PAM lors de 'activation par jets de plasma. Pour vérifier ces
hypotheses, il est nécessaire de caractériser et de quantifier la production des radicaux dans

les milieux de culture et de la corréler aux effets cytotoxiques et génotoxiques du PAM.

L’objectif de cette partie est de comprendre les réactions a l'interface entre le plasma et
différents liquides dans le but de déterminer les produits de cette interactions et leurs effets
sur les cellules cancéreuses. Ainsi, le role du peroxyde d’hydrogene dans les dommages a
I’ADN sur les cellules cancéreuses va pouvoir étre clarifié et sa cinétique de formation sera
également proposée. Durant cette étude, trois liquides ont été étudiés : de 'eau milliQ, du
milieu de culture cellulaire et du milieu de culture avec sérum de veau foetal (SVF). En effet,
les milieux de cultures et le sérum ayant des compositions complexes, il a été nécessaire de
réaliser les mesures de détection dans un milieu simple comme 'eau milliQQ afin de pouvoir
discriminer les especes directement générées par le jet de plasma DBD hélium de celles
issues de l'interaction avec les composants du milieu de culture cellulaire. L’effet a long
terme des liquides activés par plasma sur les sphéroides sera également étudié a travers
I’analyse de produits radicalaires, leur quantification le cas échéant et leurs interactions

avec les molécules présentes dans les milieux de cultures cellulaires.
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Chapitre 7 Interaction entre le jet de plasma DBD hélium et le milieu de culture

7.1 Radical hydroxyle (*OH) et anion superoxyde (0O37)

7.1.1 Radical hydroxyle (*OH)

Apres exposition d’une solution contenant de I'eau et du DMPO (252.5 mM) pendant
120 s a un jet de plasma DBD hélium, nous avons obtenu par mesure RPE le spectre donné
figure 7.1.1. Ce spectre est composé de deux entités distinctes : un signal intense (#) (au
dessus de 25 000 d’intensité) composé de quatre pics, et un second signal (*) plus faible
composé de trois pics.

La légere différence d’intensité entre les pics du méme signal provient de l’anisotropie
du mélange. Cela signifie que le radical piégé n’est pas dirigé que dans une seule et méme
direction de ’espace mais qu’il est plutot réparti de maniere aléatoire.

Dans notre cas, la composante principale du signal (#) obtenue avec un piégeur DMPO
dans de 'eau milliQ, a une structure 1 :2 :2 :1, et des constantes de couplages hyperfines
any = ag = 15G et un facteur g=2.0056. Ce signal correspond au radical DMPO-OH tra-
duisant par conséquent le fait que le jet de plasma géneére le radical hydroxyle (*OH) dans
I'eau. Ceci est cherent avec les résultats de la littérature [180, 92, 94, 205, 206, 207, 208].

La composante secondaire du signal (*) est un triplet de plus faible intensité qui a pour
constantes de couplages hyperfines ay = ag =15G, g=2.0056. Ce signal peut étre attribué a
I'adduit de DMPO — CHjz [205]. L’adduit DMPO — CHj3 ne peut provenir que de la solution
contenant le piégeur. Cette hypothese semble étre confirmée par ’absence de dépendance
entre l'intensité du signal et le temps d’exposition des liquides au jet de plasma. Cette
observation a également été faite lors des travaux de Tresp et al ou différentes solutions de
DMPO provenant de différents fournisseurs sont étudiées par RPE avec et sans exposition
au plasma. Dans certains cas, un signal identique au notre est observé méme en ’absence
de traitement plasma [205].

La présence de radical hydroxyle dans les liquides apres traitement par jet de plasma
peut étre attribuée a l'interaction entre les especes excitées formées par le plasma et les
molécules de la surface du liquide. L’observation du radical hydroxyle dans un milieu de
culture est issue de deux phénomenes différents. La premiere voie de production peut étre
induite par l'interaction d'un atome d’oxygene avec une molécule H,O induisant la création
de deux radicaux hydroxyle aqueux [211, 212, 213]. La deuxiéme voie de production est
la solvatation du OH gazeu présent dans le plasma qui devient alors un radical hydroxyle
aqueux. La présence d’atomes d’oxygene et de radicaux hydroxyle en phase gazeuse a été
observée a partir de leur rayonnement spécifique par spectroscopie d’émission [132]. Cela
indique que les deux voies de formation du radical hydroxyle sont probablement actives lors
de 'exposition de liquides aux plasmas.

Nous avons évalué la cinétique de décroissance du signal RPE de 'adduit DMPO-OH
dans les trois liquides étudiés (eau milliQQ, DMEM avec ou sans SVF) exposés 150 s au jet

de plasma DBD d’hélium. Cette cinétique est effectuée jusqu’a 2000 s apres I'activation des
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Figure 7.1.1 — Spectre RPE obtenu aprées exposition d'une solution eau + DMPO pendant
120 s au jet de plasma hélium

liquides. La figure 7.1.2. donne la décroissance du signal DMPO-OH en fonction du temps
dans les trois liquides. L’intensité de 'adduit DMPO-OH a l'instant t = Os est obtenue par
ajustement de la courbe par un polynéme de degré 3 des données expérimentales. Pour un
liquide donné, le signal RPE du DMPO-OH décroit en fonction du temps apres exposition.
Du fait de cette décroissance du signal il est difficile de comparer les signaux dont I'acquisi-
tion a été réalisées a deux temps différents apres la fin de 'exposition au plasma. De plus,
le type de solvant utilisé peut influencer la durée de demi-vie de 'adduit. Dans le présent
travail, la quantité de radicaux hydroxyle piégés dans les liquides par le piégeur DMPO
est estimée a partir de l'intensité du signal RPE de I'adduit DMPO-OH a l'instant t=0s
obtenue par extrapolation des courbes de décroissances. Pour s’assurer de la bonne validité
du protocole, la mesure d’un échantillon est réalisée 4 fois a 4 temps différents afin d’obtenir
une incertitude de mesure.

Cette méthode nous a permis également de vérifier certaines hypotheses concernant la
durée de demi vie de 'adduit DMPO-OH en fonction du solvant utilisé. On remarque dans
le tableau 7.1 que la durée de demi vie peut étre modifiée en fonction du type de solvant.
Dans 'eau par exemple, nos expériences ont montré une durée de demi vie de 820s (tres
proche des 870s théorique [206]) alors qu’elle est de 1043s et 442s respectivement dans le
DMEM et le DMEM+10%SVF. Le DMEM étant une solution tamponnée a pH 7,4 cela
peut modifier I’état de protonation de 'adduit DMPO-OH et ainsi augmenter sa stabilité.
Par contre, pour le DMEM +10%SVF, la présence de protéines et de lipides dans le sérum
de veau peuvent participer a sa décomposition en réagissant avec ’adduit.

La quantité de radicaux *OH piégés dans les liquides par le piégeur DMPO est directe-
ment liée a l'intensité du signal RPE de DMPO-OH. L’intensité DMPO-OH a été estimée

directement a partir de la mi-hauteur du second pic du spectre RPE. Comme le montre
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Figure 7.1.2 — Décroissance en fonction du temps de l'intensité du signal DMPO-OH en
fonction de la nature du liquide activé par jet de plasma DBD Hélium pendant
une durée d’exposition de 150 s.

| Type de solvant | Demi vie de 'adduit DMPO-OH (s) |

Eau milliQ 820
DMEM 1043
DMEM+10%SVF 442

Table 7.1 — Durée de demi vie de 'adduit DMPO-OH en fonction du type de solvant

la figure 7.1.3, la quantité d’adduit DMPO-OH générée dans les liquides augmente de fa-
¢on linéaire avec le temps d’exposition au jet de plasma (avec un coefficient de régression
linéaireR,y = 0,99, Rivmn = 0,98, Rivmaasvr = 0,92) indiquant une augmentation de
la production de radicaux hydroxyle. Kanazawa et al ont déja montré la relation linéaire
entre la quantité de radicaux *OH dans 'eau et le temps d’exposition a un jet de plasma
fonctionnant a I’hélium en utilisant une technique de dosimétrie chimique basée sur la réac-
tion de l'acide téréphtalique (TA) avec des radicaux *OH [214].

L’intensité du signal RPE de I'adduit DMPO-OH dans 'eau milliQ) est plus élevée d’en-
viron 0,36 + 0,03 par rapport a 'intensité dans le DMEM et 8,25 4+ 1,06 dans le DMEM +
SVF. Ces observations suggerent que la quantité de radical *OH détectée par RPE diminue
avec la complexité de la composition du milieu. En effet, lorsque des radicaux *OH sont
générés dans de 'eau milliQ) ils ne sont entourés que de molécules d’eau, de piégeur et de
quelques autres radicaux libres. Par conséquent le nombre de réactions chimiques possibles
est limité. Lorsque 1'on expose des milieux de culture cellulaire au jet de plasma (DMEM+
SVF dans notre cas), les radicaux hydroxyle générés peuvent oxyder les composants du
milieu de culture comme les acides aminées, les vitamines et les protéines. Ainsi, on as-
siste a une compétition entre 'oxydation des biomacromolécules contenues dans les milieux

de culture cellulaire et I'action du piégeur DMPO ce qui induit une diminution du signal
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7.1 Radical hydroxyle (*OH) et anion superoxyde (O3~)
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Figure 7.1.3 — Evolution de la production de OH® dans différents milieux de culture en
fonction du temps d’exposition. La seconde transition du quartet DMPO-OH
est utilisée pour déterminer l'intensité du signal.

Ces réactions entre les acides aminés et les radicaux *OH ont été prédites par simulation
de dynamique moléculaire des réactifs [212] et observées par spectrométrie de masse haute
résolution [210]. Ces données indiquent que dans les milieux de culture cellulaires il y a
formation et accumulation de composés biologiques oxydés conduisant a une diminution des
éléments nutritifs essentiels a la croissance cellulaire. Cela peut expliquer en partie I'effet
cytotoxique des liquides activés par plasma observé dans le chapitre précédent sur sphéroides
HCT116 . De plus, cela suggere que la cytotoxicité des radicaux *OH produits par jet de
plasma peut étre due principalement a la production d’especes chimiques cytotoxiques plutot

qu’a un effet direct sur les cellules.

7.1.2 Présence de I'anion superoxyde (O3")

La plupart des piégeurs de radicaux libres utilisés lors des campagnes de mesures RPE ne
réagissent pas qu’avec un seul radical en particulier mais sont plutét multi-réactionnels avec
différentes affinités et également différents temps de piégeage d’ou la complexité d’analyser
certains spectres. Dans notre cas, le signal RPE obtenu apres activation d’un liquide +
DMPO est clairement définit comme le spectre de 'adduit DMPO-OH (cf. figure 7.1.1). Mais
le mécanisme est plus complexes qu’il n’y parait. En effet, méme si le DMPO a une préférence
notable pour le piégeage du radical *OH (cinétique de réaction koy > 109 M 1571206, 205])
il peut également piéger I’anion superoxyde (O3~) pour former 'adduit DMPO-OOH avec
une vitesse de réaction beaucoup plus faible ( cinétique de réaction ko, < 102M 1571206,
205]). La difficulté réside dans le fait que cet adduit DMPO-OOH tend rapidement a se
décomposer en DMPO-OH ce qui le rend d’une part difficile a détecter par RPE et qui
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d’autre part peut corrompre la quantification du radical hydroxyle.
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FIGURE 7.1.4 — Intensité RPE de I'adduit DMPO-OH avec et sans ajout de superoxyde
dismutase dans I'eau milliQ

Pour mettre en évidence la présence de I'anion superoxyde dans les liquides activés par
plasma et estimer sa concentration, nous avons ajouté de la superoxyde dismutase (SOD).
La SOD est une métalloprotéine présente dans la quasi totalité des organismes aérobiques
et permet la dismutation de l’anion superoxyde en dioxygene et peroxyde d’hydrogene. En
ajoutant de la SOD dans le liquide en quantité suffisante (150 Unités de SOD par puits [206])
nous venons bloquer la voie de création de I'adduit DMPO-OOH du fait de la tres grande
affinité entre la SOD et ’anion superoxyde. La figure 7.1.4 donne I’évolution de I'intensité
du DMPO-OH en fonction du temps d’exposition au jet de plasma dans I’eau. On constate
qu’en présence de la SOD, le signal est moins intense d’environ 10.2 £3.34%. Cela indique
qu’une partie du signal RPE de DMPO-OH provient de la décomposition du DMPO-OOH
en DMPO-OH. L’anion superoxyde est donc produit dans les liquides suite a I'exposition
au jet de plasma DBD hélium en quantité moindre par rapport au radical hydroxyle. Il est
intéressant de noter que la quantité d’anion superoxyde générée augmente linéairement avec
le temps d’exposition comme observé par Arjunan et al en utilisant du Tempo-9AC (sonde
fluorescente) et un plasma DBD généré dans l'air ambiant [209]. Il est important de noter

que cette tendance est identiques pour les deux autres liquides étudiés.

7.2 Peroxyde d’hydrogene (H,0s)

De précédentes études ont mis en évidence la formation de H>O, suite a I'interaction entre
les jets de plasma et les liquides [205, 209, 194]
Le peroxyde d’hydrogene est 'une des principales especes réactives de I'oxygene (ROS)

produites par les plasmas froids. Dans le précédent chapitre, il a été mis en évidence que
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7.2 Peroxyde d’hydrogéne (Hy0)

le HyO peut étre considéré comme un agent génotoxique important produit au cours de
I’exposition du milieu de culture DMEM au jet de plasma DBD hélium. Dans ce paragraphe,
la formation du peroxyde d’hydrogene par le jet de plasma DBD hélium a été caractérisée et
quantifiée en utilisant une méthode fluorimetrique (Hydrogeéne Peroxidase Assay Kit) dont
la procédure est décrite dans la partie matériel et méthode correspondant a la détection des

especes dans les liquides activés par plasma (cf. chapitre 2).

La figure 7.2.1 présente I'évolution de la concentration du peroxyde d’hydrogene en fonc-
tion du temps d’exposition au jet de plasma hélium dans l'eau milliQ, le DMEM et le
DMEM + 10% SVF. La concentration en peroxyde d’hydrogene dans 'eau milliQ) et les
milieux de culture augmente de maniere linéaire avec le temps d’exposition au jet de plasma
(avec un coefficient de régression linéaire RZ,; = 0,93, R vmm = 0,97, ROvmnvssvr = 0, 99).
Contrairement aux radicaux OH et I’anion superoxyde, la concentration en peroxyde d’hy-
drogene n’est pas dépendante de la composition du liquide activé par le jet de plasma. Cette
observation suggere que contrairement aux autres radicaux, le peroxyde d’hydrogene ne ré-
agit pas avec les acides aminées et autres protéines contenus dans les milieux de culture.
De plus, aucun piégeur naturel du peroxyde d’hydrogene n’est présent des les milieux de

culture comme la catalase et la vitamine C.

Lors des essais in vitro (cf. chapitre 6) nous avons estimé la concentration de peroxyde
d’hydrogene nécessaire pour obtenir des effets biologiques similaires a des traitements par
liquides activés par plasma pour des temps d’exposition de 60 s et 120 s respectivement a
0.27£0.09 mM et 0.744+0.19 mM. La méthode fluorimetrique a permis de déterminer que
I’exposition d'un liquide au jet de plasma DBD hélium conduit a la formation de peroxyde
d’hydrogene dans des concentrations de 0.41£0.10 mM et 1.09£0.09 mM pour des temps
d’exposition respectifs de 60s et 120s. Une seconde méthode biologique basée sur ’estimation
du détachement cellulaire en fonction de la concentration en peroxyde d’hydrogene a montré
des résultats similaires. Le tableau 7.2 résume les différentes concentrations en peroxyde
d’hydrogene estimées en fonction du temps d’exposition. Etant donné les incertitudes de
mesures, les résultats obtenus avec la méthode fluorimétrique et les méthodes biologique

sont comparables.

Par ailleurs, les concentrations de HOs obtenues sont similaires a celles obtenues par
Tresp et al en utilisant un jet d’argon pour le traitement de solutions salines, salines tam-
ponnées ainsi que dans des milieux de culture [205]. La croissance linéaire de la concentration
en peroxyde d’hydrogene en fonction du temps d’exposition a également été identifiée par
Adachi et al a partir de l'utilisation d’un jet de plasma d’argon et de milieu de culture
cellulaire DMEM [194].
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FIGURE 7.2.1 — Evolution de la production de H,O, dans différents liquides activés par
plasma en fonction du temps d’exposition

TABLE 7.2 — Concentration en peroxyde d’hydrogene dans les liquides activés par plasma
estimée a partir d’une analyse fluorimetrique et de deux méthodes biologiques
basées sur I'analyse des dommages a ’ADN et du détachement cellulaire.

Concentration en peroxyde d’hydrogene dans les liquides activés
par plasma (mM)
Temps d’exposition (s) Fluorimetrie Dommages a ’ADN Détachement
cellulaire
60 0.41 +0.10 0.27 +0.09 0.40 + 0.30
120 1.04 £0.09 0.74 +0.19 0.72+£0.48
240 N/A 3.16 + 0.59 3.18 £ 0.69

7.3 Oxygene singulet (105)

L’oxygene singulet peut étre généré dans 'eau et les milieux de culture cellulaire apres
traitements par jet de plasma Hélium [206, 94] ou d’Air [209].

Pour caractériser la formation de 'oxygene singulet dans différents milieux apres traite-
ment par plasma, la spectroscopie RPE a été réalisée en utilisant 2,2,6,6-tetramethylpiperidine
(TEMP, 2mM) qui est un piégeur spécifique a 'oxygene singulet.

Le signal RPE obtenu dans I'eau milliQQ apres 150s d’exposition au jet de plasma en
présence de TEMP est composé (voir figure 7.3.1.a) d’un triplet de transition avec un ratio
d’intensité de 1 :1 :1. Les constantes de couplages hyperfines déterminées a partir de ces
spectres sont ay = ag = 16G et g=2.0059. Ce signal, détecté quelque soit le liquide activé
par jet de plasma, est typiquement représentatif de I'adduit TEMP-10,. Ceci indique par
conséquent la présence d’oxygene singulet dans les trois solvants étudiés apres exposition au

jet de plasma. La quantité d’oxygene singulet générée dans ’eau ainsi que dans les autres
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du temps d’exposition. La premiére transition du spectre TEMP-O est utilisée
pour déterminer I'intensité du signal.

milieux de culture augmente linéairement avec le temps d’exposition (avec des coefficients
de régression linéaire R,y = 0,98, Riyem = 0,95, Rivmnvysve = 0,88) (figure 7.3.1.b).
L’intensité du signal que produit 'adduit TEMP-10, est négligeable dans les milieux de
culture cellulaire DMEM avec ou sans sérum. Ceci peut étre expliqué par la composition
des milieux de culture qui contiennent de la cystéine et des tryptophanes. En effet, ces
acides aminés sont connu pour leur réactivité avec I'oxygene singulet induisant ainsi une
diminution drastique du nombre de molécules que le piégeur TEMP peut piéger. L’oxygene
singulet ainsi produit par I'interaction du jet de plasma avec le milieu contribuera a la fois

a la formation de radicaux d’oxyde dans le PAM et a la déplétion d nutriments cellulaires
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7.4 Oxyde nitrique (NO°®)

La détection et la quantification de 'oxyde nitrique dans les liquides activés par plasma
froid sont basées sur une méthode issue des travaux de Toshiharu et al concernant 'effet de
I'oxyde nitrique sur le systéme vasculaire [215]. Cette méthode de détection réside dans 1'uti-
lisation du carboxy-PTIO qui est un piégeur capable de réagir de maniere stoechiométrique
avec I'oxyde nitrique pour produire d'une part du carboxy-PTI et d’autre part des nitrates
[215, 216]. La particularité du carboxy-PTIO et du carboxy-PTI c’est qu’ils possédent une
signature RPE distincte.

Lors de I'exposition d’une solution contenant le piégeur carboxy-PTIO (166 pM du CPTIO
dans I'eau milliQ) au jet plasma froid durant 150s, ’analyse par spectroscopie RPE donne
le signal représenté dans figure 7.4.1.a. Ce signal RPE est composé uniquement de deux
composantes RPE d’especes distinctes :

— la composante principale du signal RPE 7.4.1 est corrélée au produit carboxy-PTI

(voir figure .b) résultant de 'interaction entre le piégeur et 'oxyde nitrique,

— la composante secondaire est quant a elle issue des molécules du piégeur carboxy-
PTIO résiduel qui n’ont pas réagi avec des radicaux lors de I'exposition (voir figure
7.4.1.c).

Il est alors possible de déterminer la concentration en oxyde nitrique généré par le jet de
plasma dans les liquides en utilisant deux méthodes.

La premiere méthode, dite directe, consiste a comparer l'intensité du signal RPE du

carboxy-PTI apres exposition avec une courbe étalon reliant 'intensité du spectre du type :

[INO®] = f (intensité dusignal carboxy — PTI). (7.4.1)

La seconde méthode dite indirecte est basée sur ’analyse du signal RPE du carboxy-PTIO

résiduel apres exposition. A partir d’une courbe étalon du type :

[carboxy — PTIO] = f (intensité dusignal carboxy — PTIO) (7.4.2)

En effet, il est possible de déterminer la quantité de piégeur qui a réagit lors de I’exposition
et par conséquent la concentration d’oxyde nitrique qui a été générée. Nous avons choisit la
méthode indirecte pour la quantification de I'oxyde nitrique car la courbe d’étalonnage est
obtenue sans ajout de aucun produit supplémentaire.

La difficulté majeure dans cette méthode de quantification est qu’il est indispensable
d’identifier 'intensité des deux signaux RPE du carboxy-PTI et carboxy-PTIO résiduel a
partir du spectre expérimental. Pour cela nous avons utilisé le logiciel Winsim qui permet de

simuler plusieurs signaux radicalaires a partir des constantes de couplages et de déterminer la
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contribution de chacun de ces signaux pour simuler le mieux possible le spectre expérimental.

Pour déterminer les constantes de couplages du piégeur carboxy-PTIO et carboxy-PTI
des analyses par spectroscopie RPE de solutions contenant le piégeur carboxy-PTIO sans et
avec exposition au plasma ont été effectuées. Le signal RPE du carboxy-PTIO (I'eau milliQ
avec 166 pM du carboxy-PTIO) sans exposition au jet (voir figure 7.4.1.c) est composé de
5 transitions dont le ratio d’intensité est 1 :2 :3 :2 :1 et dont les structures de couplages
hyperfines sont ay = ag = 8.1 G et g = 2.0068. Pour déterminer les constantes du produit
carboxy-PTT il est nécessaire de se placer dans une situation ou la concentration en oxyde
nitrique est supérieure a la concentration initiale du piégeur.

Pour cela, une exposition de longue durée d'une solution contenant une faible quantité
du piégeur carboxy-PTIO (166 pM) nous a permis de mesurer le signal du carboxy-PTI.
La figure 7.4.1.b donne le spectre du carboxy-PTI qui est composé de 7 transitions dont les
ratios d’intensité sont 1 :1 :2 :1 :2 :1 :1 et dont les constantes de couplages hyperfines sont
ay = 9.8 G, ag= 4.4 G et g = 2.0068. A noté que les constantes de couplages déterminées
expérimentalement pour les deux radicaux sont en accord avec les données issues de la
littérature [216, 215].

La présence de Carboxy-PTI dans 'eau apres activation par jet de plasma confirme la
génération d’oxyde nitrique. L’oxyde nitrique sous forme gazeuse a également été observé
dans la plume plasma par spectroscopie d’émission dans de précédents travaux [132] en
utilisant le méme jet de plasma. Ceci laisse suggérer que 'oxyde nitrique observé dans les
liquides peut provenir de la solvatation de I'oxyde nitrique gazeux. La génération d’oxyde
nitrique dans les liquides apres exposition au plasma a déja été observée dans ’eau lors de
traitement par plasma d’hélium [217] ou plasma d’argon [207] ainsi que dans des solutions
salines tamponnées exposées a un plasma d’air [218, 219].

Dans la figure 7.4.2 est représentée I’évolution de la concentration de NO® en fonction du
temps d’exposition pour les différents liquides activés. Dans I'eau milliQ, la concentration
en NO* augmente linéairement avec le temps d’exposition (coefficient de régression linéaire
RZ,y = 0,98) jusqu’a atteindre 382.72 + 1.79 pM apreés 150 s d’exposition au jet de plasma
DBD hélium. Dans les milieux de culture cellulaire, la formation du radical oxyde nitrique
est faible (8.84 £+ 2.62 uM apres 150 s dans le DMEM) ou non significative (proche de 0 car
en dessous de la limite de détection dans le DMEM+SVF). Dans le DMEM, ces résultats
peuvent étre expliqués par 'importante réactivité entre le radical NO® et les biomacromo-
lécules du milieu de culture. En effet, le NO® et d’autres especes connexes sont capables
de modifier les protéines a travers des réactions chimiques indépendantes de la présence
d’enzymes. La fixation d’un groupe d’oxyde nitrique a une transition métallique ou un thiol
(particulierement les résidus de cystéine) est appelé Nitrolysation [220].

La nitration de la tyrosine est une protéine covalente résultant de I’addition d'un groupe
nitro a I'une des deux ortho carbone équivalent du cercle aromatique des résidus de tyrosine

[221]. Les protéines présents dans les milieux de culture en présence ou non de sérum et en
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Figure 7.4.1 — Spectre RPE du C-PTIO dans l'eau avec et sans traitement plasma. (a)
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Spectre expérimental d'une solution d’eau milliQQ contenant le piegeur C-
PTIO apres 60s de traitement par jet plasma DBD hélium. (b) Simulation
RPE du signal C-PTIO. (c) Signal RPE du C-PTI résultant de I'interaction
entre le C-PTIO et 'oxyde nitrique.
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Figure 7.4.2 — Evolution de la production d’oxyde nitrique (NO®) dans différents milieux de
culture en fonction du temps d’exposition

particulier la L-cystéine peuvent également expliquer la faible concentration d’oxyde nitrique
observée suite a un processus de quenching. Dans le DMEM+SVF la concentration proche
de 0 du NO*® peut provenir de la présence de protéines anti-oxydantes comme par exemple
I’albumine en plus des biomacromolécules du DMEM conduisant ainsi a une consommation
totale du NO®.

7.5 Nitrite/nitrate (NO,/ NO;)

La formation de nitrite et de nitrate induite par les jets de plasma durant I’exposition a été
étudiée et quantifiée a travers I'utilisation d’'un kit de dosage colorimétrique Nitrite/nitrate
basé sur les réactifs de Griess suivant la procédure décrite dans la section matériels et mé-
thodes (cf. chapitre 2). La figure 7.5.1 regroupe les évolutions du NOy/ NOj3 dans les trois
liquides apres exposition au jet de plasma DBD hélium. La concentration de nitrite dans I’eau
milliQ) et les milieux de culture (figure 7.5.1.a) augmente linéairement avec le temps d’ex-
position au jet de plasma hélium (avec des coefficients de régression linéaire R, = 0,92,
R vem = 0,97, R3vmnasyr = 0,97). La concentration en nitrite dans le milieu de culture
avec sérum de veau foetal est 2.87 + 0.47 fois plus importante que dans le milieu sans sérum
et 18.77 £2.26 fois plus que dans 'eau milliQQ. Les incertitudes significatives concernant la
concentration en nitrite peuvent étre expliquées par les interactions entre les espéces induites
par le jet de plasma dans les milieux DMEM et DMEM + 10% de SVF avec le réactif de
Griess.

La quantification des nitrates est plus difficile et seuls les résultats dans 'eau miliQ et
le milieu de culture sans sérum sont représentés dans la figure 7.5.1.b. En deca de 90 s

d’activation du du milieu de culture sans sérum par jet de plasma la concentration de

127



Chapitre 7 Interaction entre le jet de plasma DBD hélium et le milieu de culture

a) . b) 00
< 6001-e- EaumiiQ = -o- Eau miliQ
% 500- -4 DMEM _,-'"" 3;',400_ -&- DMEM 1
o v. LY T ©) ‘]
> 4004 ¥ DMEM + 10% SVF I >
S . S )
& 3001 f = 200+
S S
€ 200- . % =
8 ..' ____If‘ 8 (1Y OO TTTPETs gl
c 1004 . 0 _,_--- AT c | TUeA-----
8 " | 8
0o——H— 7 2 -200 - : . ;
0 30 60 20 120 150 0 30 60 90 120 150
Temps d'exposition (s) Temps d'exposition (s)

Figure 7.5.1 — Evolution de la production de nitrites et nitrates dans différents liquides
activés par plasma en fonction du temps d’exposition

nitrate est égale a 0. Au dela, la concentration de nitrate semble augmenter linéairement
avec le temps d’exposition. Apres 150s de traitement la concentration en nitrate est plus
élevée dans le milieu sans sérum que dans I’eau milliQ. L’incapacité de quantifier les nitrates
dans DMEM + 10% de SVF est probablement liée a une faible concentration de nitrite
inférieure a la limite la détection (2,5 pM). De plus, les valeurs négatives obtenues lors de
la quantifications des nitrates en dessous de 90s d’exposition peuvent étre expliquées par la
non linéarité des courbes d’étalonnage (voir chapitre 4) dont I'incertitude augmente avec le

facteur de dilution utilisé.

La concentration en nitrite est similaire aux estimations de Arjunan et al lors d’essais

avec plasma d’air [209] et a ceux de Adachi et al avec un jet de plasma hélium [194].

Contrairement aux radicaux libres, les concentrations des nitrites et nitrates dans le PAM
sont plus élevées dans les milieux complexes. Ceci reflete le fait que les nitrites et les nitrates
ne réagissent pas directement avec les acides aminés et les protéines contenues dans les
milieux de culture cellulaire. Dans ’eau, les nitrites et nitrates formés peuvent réagir avec
les especes réactives oxygénées et plus particulierement avec le radical hydroxyle [222].
Dans des milieux de culture complexes comme le DMEM avec ou sans sérum de veau
feetal cette réaction rentre en compétition avec l'oxydation des biomolécules par les ROS.
Ceci peut expliquer la présence plus importante de nitrites et nitrates dans le DMEM que
dans 'eau milliQQ. L’absence de réaction entre les composants du milieu de culture et les
nitrites/nitrates a déja été mis en lumiere par Adachi et al [194].

Il a été démontré que le nitrate et le nitrite peuvent étre recyclés en NO dans les cellules
[223]. Ainsi, ces anions inorganiques produits dans les liquides activés par plasma sont des
sources potentielles de radicaux NO®. En plus, les especes réactives de 'azote (RNS) sont
connus pour avoir, en fonction de leur concentration, des effets déléteres et /ou bénéfique sur
la dynamique des cellules [224]. Les especes RNS produites par les jets de plasma froids et
leur concentration semblent induire la mort des cellules cancéreuses principalement offrant

ainsi une sélectivité intéressante pour un traitement du cancer et expliquant 'effet sélectif
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observé dans le chapitre 6 et dans la littérature [224].

7.6 Radical hydrogene (H*)

Le radical hydrogene a été détecté par spectroscopie RPE a travers 1'utilisation du piégeur
a-phenyl-N-tert-butylnitrone- (PBN). Le signal RPE typique obtenu apres exposition au
jet de plasma d’une solution DMEM contenant le piégeur PBN (21.6 mM) est donné figure
7.6.1.a. Ce signal correspond a la signature RPE du PBN-H. L’adduit PBN-H génere un
signal composé de 9 transitions dont le ratio d’intensité est 1 :2 :1 :1:2:1:1:2 :1 et dont les
constantes de couplages hyperfines sont ay =16.2 G, ag = 10.3 G, g= 2.0776. Ces données
mettent en évidence la production de H*dans les liquides activés par plasma. Nos résultats
sont comparables a ceux trouvés dans la littérature [225, 226, 180].

La figure 7.6.1.b donne l’évolution de la concentration relative de H® en fonction du
temps d’exposition pour les trois liquides étudiés. Sans exposition au jet de plasma, un tres
faible signal associé a I'adduit PBN-H est observé dans '’eau milliQQ et dans les milieux de
culture cellulaire (voir figure 7.6.1.b). L’intensité du signal est totalement indépendante de la
durée d’exposition au plasma dans le cas de I'eau milliQ alors qu’elle augmente linéairement
dans les milieux de culture cellulaire avec ou sans sérum (coefficients de régression linéaire
Rviem = 0,96, Rivipnvysve = 0,97). La formation de ce radical hydrogene est probablement
associée au processus de transfert d’électron qui peut intervenir lors de l'oxydation des
biomacromolécules dans les milieux de culture cellulaire par les especes réactives oxygénées.

Ces résultats suggerent que le jet de plasma produit de faibles quantités de radicaux
hydrogene dans 'eau milliQ). Ceci est en accord avec les études par spectroscopie d’émission
optique du jet de plasma DBD hélium ou il a été montré que le plasma génere de tres petites
quantités d’hydrogene gazeux [132].

Dans le cas des milieux de culture complexes tels que DMEM et DMEM avec SVF, la
formation de radicaux hydrogene peut étre attribué en partie a la réaction des ROS comme
par exemple le radical hydroxyle avec des acides aminés. En effet, deux récents articles ont
montré que des réactions de nitration, d’oxydation et de déhydrogénisation peuvent induire
le rejet du radical hydrogene dans le milieu [210, 227]. Comme le montre la figure 7.6.1.b, la
formation de H® est plus élevée dans le DMEM que dans DMEM + SVEF. Cette différence
peut étre expliquée par la présence d’albumine dans du DMEM + SVF. Cette protéine est
connue pour ses propriétés antioxydantes et sa capacité a piéger les radicaux libres [228].
Ce qui peut donc conduire a la diminution de la quantité de ROS capable de réagir avec les
acides aminés du DMEM.

Cette interaction entre radicaux libres et les composants essentiels du milieu de culture
cellulaire (acides aminés, vitamines, glucose, etc...) peut conduire a une diminution des
facteurs de croissances et des éléments indispensable a la croissance cellulaire dans le milieu

apres exposition conduisant ainsi a un ralentissement voir un arrét de la croissance cellulaire.
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Figure 7.6.1 — (a) Spectre RPE obtenu apres activation d’une solution DMEM durant 150s
au jet de plasma hélium. (b) Evolution de la production de radical hydrogéne
(H*®) dans différents liquides en fonction du temps d’activation. La transition
centrale du signal est utilisée pour déterminer I'intensité du signal.

Cette hypothese permettrait d’expliquer 'inhibition de croissance obtenu a long terme sur

les sphéroides apres le traitement par plasma d’hélium dans le chapitre 6.

7.7 Mécanismes d’interaction PAM /cellules cancéreuses

Le PAM peut étre considéré comme étant une sources d’espéces réactives grace a la
formation d’especes radicalaires et non-radicalaires apres son activation par jet de plasma.
La présence de ces especes dans le PAM peut expliquer les effets génotoxique et cytotoxique
observés lors du traitement indirect des sphéroides HCT116 (cf. chapitre 6). En effet, lors
d’une exposition au jet de plasma, il y a formation d’especes réactives stables, tels que

le peroxyde d’hydrogeéne et les nitrites / nitrates qui peuvent pénétrer dans les cellules et
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étre des précurseurs potentiels d’especes réactives intracellulaires. Un schéma récapitulant
I’ensemble des especes observées et caractérisées dans ce chapitre ainsi que leurs effets sur

les cellules cancéreuses est représenté dans la figure 7.7.1.

FIGURE 7.7.1 — Bilan des espéces générées dans un milieu de culture apres exposition au
jet de plasma DBD hélium et les réactions conduisant a des effets sur les
cellules cancéreuses.

On distingue trois mécanismes d’interaction :

Le peroxyde d’hydrogene qui est capable de générer des dommages a '’ADN. Ces dom-
mages peuvent étre tres probablement attribués a la réaction dans le milieu intracellulaire
du fer avec le peroxyde d’hydrogene via une réaction de Fenton [229]. Cette réaction génere
des radicaux hydroxyle qui peuvent directement induire des dommages a ’ADN.

La deuxieme voie d’interaction est la modification des acides aminés et protéines. En effet,
une modification et une déplétion en facteurs de croissance dans le milieu de culture peut
entrainer un ralentissement voir un arrét de prolifération cellulaire qui concorde avec les
résultats a long terme observés lors du traitement in vitro des sphéroides HCT116.

Enfin, le dernier mode d’action des plasmas froids regroupe les nitrates et nitrites qui
peuvent étre recyclés dans le milieu intracellulaire en oxyde nitrique. Dans ces conditions, il
a été montré que suivant la concentration en oxyde nitrique et en fonction du type cellulaire,

ces especes peuvent avoir un effet pro-prolifératif ou anti-prolifératif.

7.8 Conclusion

Nous avons mis en évidence et caractérisé la formation de certaines especes radicalaires
comme le radical hydroxyle, I’anion superoxyde, l'oxygene singulet et l'oxyde nitrique ainsi
que des especes non-radicalaires comme le peroxyde d’hydrogene et les nitrites/nitrates

suite a l'exposition de différents liquides au jet de plasma froid fonctionnant a 1'hélium.
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Ces especes peuvent provenir directement de la solvatation des molécules présentes dans le
plasma ou d’une interaction de ces radicaux en milieu aqueux.

Dans un milieu complexe comme le DMEM, contenant de nombreuses biomolécules comme
des protéines et des acides aminés, la concentration en radicaux diminue tres fortement et
s’accompagne d’une détection importante du radical hydrogene. L’hypothese avancée est
une réaction entre les biomolécules et les radicaux libres entrainant leur modification et le
relargage de radical hydrogeéne dans le milieu [210, 227]. La diminution de signal observée
est alors issue du quenching des radicaux par les biomolécules qui est privilégié par rapport
au piégeur.

Enfin en présence de sérum (SVF) dans le milieu de culture, la concentration des especes
radicalaires diminue souvent drastiquement. Cela peut étre attribué a un effet de quenching
plus important de part la présence de nombreuses autres biomolécules dans le sérum ainsi
qu’a la présence d’albumine connue pour ses propriétés antioxydantes et de piégeur de
radicaux libres [228].

Concernant les especes a longue durée de vie, on observe que la concentration en peroxyde
d’hydrogene est indépendante du milieu de culture. Ces résultats sont en totale accord avec
les mesures réalisées in vitro sur sphéroides. Lors de ces mesures, la présence ou non de sérum
de veau feetal dans le milieu ne modifié en rien la réponse des sphéroides aux traitements
par plasma le premier jours particuliérement en ce qui concerne les dommages a ’ADN (voir
annexe A).

Les nitrites et les nitrates sont quant a eux dépendant du milieu de culture mais leur
concentration augmente avec la complexité du milieu exposé au plasma. En tout état de
cause, cette dépendance indique que les nitrites et nitrates produits suite au traitement ne
réagissent pas avec les biomolécules des milieux et donc vont étre plus ou moins stable dans

le temps.
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Chapitre 8

Conception d’un jet de plasma d’argon

Aux début de mes travaux de these, deux types de jets étaient utilisés dans le groupe de
recherche PRHE pour des applications biomédicales dans 'air ambiant : un jet de plasma
DBD fonctionnant avec de I’hélium et un jet Surfatron fonctionnant avec de I'argon. Nous
venons de présenter un traitement indirect de cellules cancéreuses du colon in vitro impli-
quant le jet de plasma DBD fonctionnant avec de I'hélium. Ce jet a également été utilisé
en application directe sur les mémes cellules par Joseph Marie Plewa [132]. Le jet Surfatron
a quant a lui m’a permis d’obtenir des informations préliminaires indispensables sur les
méthodes d’analyses biologiques et son efficacité bactéricide a été évaluée sur des bactéries
a 1’état planctonique [10]. Ce travail a mis en évidence 'importance des radiations UV-C
émises par les jets de plasma fonctionnant avec de I’argon. Dans nos conditions expérimen-
tales, il a été observé que l'effet bactéricide de ce jet était principalement dii a ces radiations

UV-C et dans une moindre mesure, a la présence peroxyde d’hydrogene dans le milieu.

Toutefois, le jet Surfatron n’est pas adapté pour le traitement de tumeurs en raison de
son dispositif de refroidissement. En effet, il y a un risque de briilure par le plasma (800 K)
en cas de défaut de refroidissement de ce dispositif et la nécessité d’utiliser deux gaz (argon
et air comprimé) est contraignante. Le jet DBD d’hélium n’est pas idéal non plus car, bien
que la température apparente du jet soit compatible avec une application sur le vivant,
I’hélium est un gaz non renouvelable et beaucoup plus onéreux que l’argon. De plus, les
établissements médicaux sont, pour la plupart, déja équipés d’un réseau de distribution
d’argon. Enfin, 'analyse spectroscopique révele la formation de plus d’especes chimiques
dans les jets plasma froids d’argon que d’hélium. C’est pourquoi un volet de cette these
a été dédié a la conception d’un dispositif générant un jet de plasma froid DBD d’argon
soufflé dans 'air ambiant, cette configuration permettant, apriori, de produire une quantité
importante d’especes actives a une température proche de la température ambiante. La
solution la plus évidente aurait été d’utiliser le méme dispositif DBD existant en remplagant
la bouteille d’hélium par une bouteille d’argon. Néanmoins, le champ disruptif de I'argon
étant plus élevé que celui de I’hélium, ce choix aurait nécessité d’accroitre la tension délivrée

par le générateur au-dela des limites de ce dernier. Plutot que d’investir dans un nouveau
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générateur de haute tension, nous avons utilisé une autre géométrie d’électrode permettant
de générer un champ électrique plus important sans changer de générateur de tension.
L’architecture de ce générateur de jet plasma sera présentée dans la suite de ce chapitre. La
caractérisation électrique et optique du jet sera ensuite présentée. Cette étape permettra de
comparer les différents jets utilisés dans le cadre de cette these. Pour finir, une application
directe in vitro de ce jet sur des tumeurs du colon sera présentée.

L’ensemble des analyses présentées dans cette partie a été publiée dans deux articles [230,

231].

8.1 Configuration du générateur jet de plasma DBD

d’argon

Le nouveau dispositif générant un jet de plasma d’argon a été concu autour d’une configu-
ration DBD dite « cylindre-cylindre » différente de celle utilisée pour I’hélium. La fig. 8.1.1
représente une photographie du jet de plasma en fonctionnement. Plus précisément, il s’agit
d’une électrode externe en aluminium (2) enroulée autour de la face externe d’un tube de
quartz (1) et d’une électrode haute tension (3) a l'intérieur du tube constituée par une tige
de cuivre (voir la figure 8.1.1). L’électrode interne est reliée au générateur de haute ten-
sion pulsée tandis que I’électrode externe est reliée a la masse de ce dernier. Pour limiter
le risque d’apparition d’un arc électrique, il est préférable d’isoler ’électrode interne dans
un second tube en quartz (4) dont une extrémité est fermée. L’argon est injecté avec un
débit de quelques litres/min dans le tube en quartz a travers un débitmetre (Brooks). Le
générateur de tension délivre les impulsion de haute tension avec une fréquence et une durée
d’impulsion variables (respectivement de 1 Hz & 10 kHz et de 125 ns & 100ps). L’ensemble
du dispositif a I'exception du générateur de tension est encastré dans un bloc cylindrique
en plexiglas de 54 mm de diametre faisant office de poignée. L’épaisseur de ce bloc a été
calculée afin de garantir une distance suffisante entre 1'électrode interne et 1'utilisateur.

Pour plus de détails, les caractéristiques des principaux composants du dispositif sont

résumées dans le tableau suivant :

’ Composant \ Caractéristiques \ n°
Tube externe en quartz, Fe = 8mm , épaisseur : 1 mm, longueur 37 mm | 1
Electrode externe | feuille d’aluminium largeur 17 mm, épaisseur : 1 mm 2
Electrode interne | tige de cuivre @ = 2mm, longueur : 71 mm 3
Tube interne en quartz, Je = 4mm , épaisseur : 1 mm, longueur 50 mm | 4
Générateur Impulsion de tension 0-10 kV, 1 ps, 100Hz-9.69 kHz )

TABLE 8.1 — Caractéristiques des principaux composants du générateur DBD de jet de
plasma d’argon. La numérotation fait référence a la fig. 8.1.1
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A) Entrée du gaz B)

|l

2 = sl

Sortie du
jet de plasma

FIGURE 8.1.1 — (a) Représentation schématique en coupe du générateur DBD de jet de
plasma froid développé pour fonctionner avec de I'argon. La numérotation
fait référence au tab. 8.1 (b) photographie du dispositif générant un jet de
plasma en fonctionnement
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8.2 Distribution du champ électrique

Dans cette partie la configuration du dispositif sera indiquée a 'aide des acronymes S-
DBD pour Single-DBD (dispositif composé du tube de quartz externe et une électrode
métallique interne) et D-DBD pour Double-DBD (dispositif composé du tube de quartz et

d’une électrode interne métallique recouverte d'un tube en quartz).

Le champ électrique régnant avant l'apparition de la décharge plasma a été simulé a
l'aide d'un modele par éléments finis 2D sous le logiciel ElecNet (Infolytica Corporation,
Trial Edition, Version 7.4.1). La figure 8.2.1 représente la distribution du champ électrique
géométrique dans les deux configurations possibles pour une puissance injectée d’environ
5 W dans les deux cas (estimation faite dans la section 8. »). On remarque que le champ
électrique dans la configuration S-DBD est plus élevé a proximité de 1’électrode interne
(haute tension) puis décroit le long du gap inter-électrode. Dans la configuration D-DBD,
I’évolution du champ électrique le long de la position radiale r indique la présence de deux
discontinuités. La premiére ou le champ électrique atteint environ 3.5 MV /m est localisée
a Vinterface entre 'dlectrode haute tension et le tube de quartz interne (r = 1 mm). A r
= 2 mm le champ électrique présente une seconde discontinuité et atteint alors 7.4 MV /m.
Cette position correspond a l'interface entre le tube de quartz interne et le flux de gaz.
Le champ électrique maximal dans le gaz porteur atteint donc une valeur de l'ordre de
4.6 MV/m dans la configuration S-DBD tandis qu’il est plus élevé dans la configuration
D-DBD avec une valeur de l'ordre de 7.4 MV /m. Ceci est causé par la différence entre les
tensions inter-électrodes (6 kV pour la S-DBD et 9 kV dans la D-DBD) déterminées pour
que les deux dispositifs consomment la méme puissance. On observe aussi clairement 'effet
de pointe localisé sur les bords de I’électrode haute tension dans la configuration S-DBD
avec un champ local pouvant atteindre 9.5 MV /m. Dans la configuration D-DBD cet effet
de pointe est globalement observable a I'interface de 1’électrode haute tension et du tube de
quartz interne mais n’a aucune influence notable sur le champ électrique géométrique dans
le gap.

Lorsque la méme tension est appliquée aux deux dispositifs (figure 8.2.2), un champ
électrique maximum du méme ordre de grandeur est observé dans le gap inter-électrodes
(7.6 MV/m et 7.3 MV /m respectivement pour la S-DBD et D-DBD).

Ces calculs numériques permettent de prédire que les deux configurations S-DBD et D-
DBD sont appropriées pour générer des décharges plasmas a pression atmosphérique avec
I’alimentation électrique disponible. Ces deux configurations permettent aussi ’obtention
d’un jet de plasma a partir d'une large variété de gaz plasmagenes puisque le champ élec-
trique a l'intérieur du gap est plus élevé que le champ électrique disruptif & la pression
atmosphérique de l'argon (0.6 MV /m), I'air (3 MV/m), le diazote Ny (3.45 MV /m) et 1'hé-
lium (0.5 MV /m).

Le volume gazeux dans lequel le plasma peut étre généré est presque deux fois plus
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important dans la configuration S-DBD de par I'absence de la seconde barriere diélectrique
que dans la configuration D-DBD. Nous allons voir que cela n’est pas sans conséquence lors
de la comparaison de la consommation électrique des dispositifs.

De la méme maniere, le gap inter-électrode étant plus étroit dans la configuration D-
DBD, la vitesse d’éjection du gaz en est modifiée si I'on impose un méme débit a l'entrée
des deux configurations. Pour un méme débit, la vitesse du gaz est estimée étre 1.6 fois
plus élevée dans la configuration D-DBD par rapport a la configuration S-DBD ce qui peut
entrainer 'apparition de turbulences et modifier les propriétés hydrodynamiques du jet dans
la configuration D-DBD.

8.3 Caractérisation électrique de la décharge

Dans un jet de plasma DBD alimenté par une tension pulsée, chaque pulse de tension in-
duit deux décharges plasma distinctes. Comme le montre la figure 8.3.1, des pics de courants
sont observés de maniere corrélée avec les fronts de tension. Ce type de comportement est
typique des décharges capacitives|[232, 233, 234, 105]. Le courant mesuré peux étre décom-
posé en deux parties qui se superposent. La premiere correspond au courant de déplacement
(ou courant capacitif) induit par la présence d'un diélectrique dans 1’espace inter-électrodes.
De part sa nature capacitive, ce courant n’apparait que lors des variations de tensions. La
seconde partie correspond au courant de conduction induit par la présence du plasma dans

I’espace inter-électrodes.

La puissance électrique moyenne (ou puissance active) consommeée lors de la décharge est
une grandeur caractéristique généralement utilisée dans la littérature pour caractériser un
dispositif plasma. Sa valeur est obtenue en moyennant sur une période 1" de I'impulsion de

tension le produit courant X tension :

P ;/z (8) x u(t) dt (8.3.1)

L’évolution de la puissance totale injectée dans le jet de plasma DBD argon en fonction
de I'amplitude de I'impulsion de tension inter-électrodes est présentée dans le tableau 77.
On constate une différence significative entre les deux configurations DBD puisque, pour
une tension appliquée variant de 3 a 10 kV, la puissance injectée varie de 1.65 W a 11.70 W
dans la configuration S-DBD et de 0.01 W a 6.22 W dans la configuration D-DBD. Ces
observations sont en cohérence avec de précédentes études [235, 236]. On releve néanmoins
un désaccord avec les travaux de Quian et al [237] car aucune corrélation n’a été observée
entre la puissance injectée et le débit de gaz dans la plage de 1 a 4 1/min.

Si on impose un flux d’argon de 2 1/min et une durée d’impulsion de 1 ps, le jet de
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FIGURE 8.2.1 — a. Distribution du champ électrique géométrique pour les configurations
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S-DBD et D-DBD dans des conditions de puissances similaires. Tension
appliquée entre les électrodes de : 6 kV (S-DBD) et 9 kV (D-DBD) cor-
respondant & une puissance consommée par le plasma (voir tableau 8.2)
de 5.32 W (S-DBD) et 5.12 W (D-DBD). Les électrodes sont coloriées en
noir sur la figure. b. L’évolution du champ électrique radial dans les deux
configurations DBD pour une position axiale de 24 mm.
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FIGURE 8.2.2 — Distribution du champ électrique géométrique pour les configurations S-
DBD et D-DBD avec une tension appliquée aux électrodes de 9 kV dans les
deux configurations pour une position axiale de 24 mm.
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FIGURE 8.3.1 — Forme d’onde typique de la tension appliquée et du courant anodique mesuré
du jet de plasma DBD argon (en configuration simple et double barriere

diélectrique). Alimentation & la fréquence de 9.69 kHz, durée de I'impulsion
1ps, débit d’argon de 21/min et tension appliquée de 10kV.
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TABLE 8.2 — Puissance consommée dans les deux configurations DBD en fonction de la
durée de I'impulsion de tension. Conditions expérimentales : tension appliquée
10 kV, fréquence de 9.69 kHz, 2 L/min de flux d’argon.
| Durée d’'impulsion (ps) [ 025 | 05 [ 075 | 1 | 125 [ 1.5 [ 1.75 |
Puissance S-DBD (W) | 11.89 | 11.79 | 11.57 | 11.70 | 11.69 | 11.86 | 11.53
Puissance D-DBD (W) | 343 | 4.52 | 545 | 6.22 | 6.35 | 6.29 | 6.41

plasma émerge dans l’air ambiant pour former une plume lorsque la tension inter-électrode
dépasse 4 kV dans la configuration S-DBD et 6.5 kV dans la configuration D-DBD. Dans
ces conditions, la puissance moyenne minimale nécessaire pour que le plasma émerge dans
I’air se situe aux alentours de 3 W pour les deux configurations DBD.

Pour terminer 'analyse électrique du jet d’argon, on remarquera que, pour une méme
amplitude de tension inter-électrodes, la puissance moyenne injectée reste constante quelque-
soit la durée de I'impulsion de tension dans le cas S-DBD et pour une durée d’impulsion
supérieure a 1 ps dans le cas D-DBD (tableau 8.2). Pour la configuration D-DBD, cette
puissance est tres dépendante de la durée de I'impulsion lorsque cette derniere est inférieure
a 1 ps. Ces évolutions en puissance consommée sont corrélés aux variations du courant
instantané en fonction de la durée d’impulsion (fig. 8.3.2). En effet, on remarque que le
pic de courant négatif se produisant sur le front descendant de la tension inter-électrodes
garde la méme allure quelque soit la durée d’impulsion pour la configuration S-DBD ce
qui n’est pas le cas pour la configuration D-DBD jusqu’a une durée d’impulsion de 1 ps.
L’hypothese que nous avangons pour expliquer ce phénomene est que le courant de décharge
relaxe plus lentement dans la configuration D-DBD que dans la configuration S-DBD (voir
fig. 8.3.2). Ainsi, si la durée d’impulsion est trop courte, la décharge se produisant sur le
front descendant de la tension vient interférer avec la décharge initiée lors du front montant
précédent ce qui accroit la recombinaison en volume dans le gap inter-électrode tout en

diminuant l'intensité du courant de conduction ainsi que la puissance consommeée.

8.4 Caractérisation optique du jet de plasma

8.4.1 Identification des espeéces radiatives

Les figures 8.4.1(a) et 8.4.1(d) regroupent une sélection de spectres d’émission allant des UV-
C au proche infrarouge (200-900 nm) des espeéces radiatives formées et /ou excitées par le jet
de plasma dans la configuration S-DBD. Ces mesures ont été effectuées a une distance de 0.1
cm de la sortie du tube de quartz d’ou émerge le plasma dans I'air. Ces molécules excitées
et qui rayonnent sur la plage de sensibilité du spectrometre sont pratiquement toujours

observées dans les jets de plasma d’argon émergeant dans I'air [234, 233, 236, 238, 239, 230].
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FIGURE 8.3.2 — Influence de la durée de 'impulsion de tension sur le courant de décharge
négatif pour la configuration S-DBD (a) et D-DBD (b). Alimentation des
jets de plasma a la fréquence de 9.69 kHz, un flux d’argon de 2 1/min et
une tension de 10 kV.
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Nous remarquons sans difficulté la présence de raies intenses situées entre 696 nm et 852 nm
correspondantes aux transitions radiatives des niveaux 4p de I'argon vers les niveaux 4s. On
distingue également de nombreuses bandes moléculaires émises par des impuretés du gaz
plasmagene ou bien encore par des especes formées lors de l'interaction du plasma avec air
ou les impuretés du gaz porteur. Plus précisément, on identifie les bandes moléculaires de Ng
(C*11, — BI1,) entre 315.8 nm et 434.3 nm, la bande moléculaire de OH (A%%, — X?I1,)
de 306 & 310 nm, les raies de 'oxygene atomique autour de 777 nm (état triplet) et 844 nm,
les bandes de NO,, (A?YX, — X?II;) entre 210 nm et 270 nm ainsi que la raie H de la série
de Balmer de I'hydrogene a 656 nm.

Nous avons également observé la présence du doublet caractéristique de Na a 589 nm et
589.6 nm présent uniquement dans les spectres de la configurations D-DBD. Cette espece
provient tres probablement des impuretés désorbées par le quartz indiquant une forte in-
teraction entre le plasma et le tube de quartz interne qui recouvre 1’électrode haute tension
dans la configuration D-DBD. Hormis ce détail, on identifie les mémes especes radiatives
dans les jets de plasma des deux configurations DBD et c¢’est pourquoi seuls les spectres de

la configuration S-DBD sont présentés ici.

8.4.2 Analyses quantitatives basées sur I’émission du plasma

8.4.2.1 Parameétres plasma

La détermination des parametres plasma a partir des radiations émises par ce dernier a
été présentée dans le chapitre 5. Nous ne nous attarderons donc pas sur ce point ici. Nous
étudierons tout d’abord I'effet de la seconde barriere diélectrique de la configuration D-DBD
sur les parametres plasma puis nous verrons les évolutions des températures d’excitation et
rotationnelle en fonction de la tension inter-électrodes ainsi que du flux d’argon.

La comparaison des parameétres plasma dans les deux configurations DBD possibles est
présentée dans le tableau 8.3. A puissance consommée similaire et a ’exception de l'irra-
diance UV-C dont la valeur est tres légerement supérieure dans la configuration D-DBD,
les caractéristiques plasmas apparaissent étre significativement plus élevées dans la confi-
guration S-DBD tout en restant comparables avec les caractéristiques de la configuration
D-DBD .

La température rotationnelle, qui est habituellement considérée comme étant proche de
la température apparente du jet, peut faire craindre une température apparente trop im-
portante pour utiliser le jet de plasma sur le vivant. Toutefois, un thermometre a mercure,
placé a la sortie du tube ou le plasma émerge dans I'air ambiant, indique une température

apparente du jet de plasma aux alentours de 320 K quelque-soit la configuration DBD du

1. Pour la méme amplitude de tension inter-électrodes, tous les parameétres plasma ont une valeur plus
importante dans la configuration S-DBD probablement en raison de la puissance couplée au plasma qui est
plus importante que dans la configuration D-DBD.
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TABLE 8.3 — Parametres plasma pour les configurations S-DBD et D-DBD lors d’une
consommation de puissance similaire (5W). Conditions expérimentales : Am-
plitude de la T tension inter-électrode de 9kV (D-DBD) et 6kV (S-DBD), durée
de I'impulsion 1ps, fréquence de répétition 9.69kHz, flux d’argon 21/min. Les
analyses sont réalisées a Imm pres la sortie du tube de quartz exceptée l'irra-
diance UV-C mesurée a 17mm. La reproductibilité de chaque parametre a été
évaluée sur plusieurs heures.

| | SDBD | D-DBD | Reproductibilité |

Température d’excitation (K) 5058 4350 +300
Température rotationnelle (K) 407 380 +13
Densité électronique (cm-3) | 2.51 x10™ | 2.43 x10™ +0.3 x10™
Oxygene atomique (ppm) 928 805 +70
Irradiance UV-C (pW.cm-2) 20 23 N/A

dispositif. Par conséquent, notre dispositif plasma est compatible pour le traitement des ma-
tériaux thermosensibles, de liquides ou pour des applications biomédicales avec exposition

directe au plasma.

On notera 'écart a I’équilibre thermodynamique du plasma produit par notre dispositif
DBD. En effet, la température d’excitation de la population des atomes d’argon est un ordre

de grandeur plus élevée que la température rotationnelle (tableau 8.4).

L’influence de la tension inter-électrode et du flux d’argon sur les parameétres plasma.
Sur la plage de variation de ces deux parameétres expérimentaux (5-10 kV et 2-3 1/min
d’Ar), seules des variations significatives de la température d’excitation et de la température
rotationnelle ont été détectées. Les incertitudes et fluctuations sur la déterminations des

autres parametres plasma étaient trop importantes par rapport a la variation de ces derniers.

Une augmentation de la tension inter-électrode induit une augmentation de 1’énergie de
la population électronique et, par effet de conséquence, a des températures plasma plus
importantes. C’est ce qui a été observé expérimentalement dans notre cas (voir tableau 8.4).
Cette tendance est confirmée dans la littérature [237, 238]. Inversement, une augmentation
du débit du gaz plasmagene se traduit par une diminution des températures du plasma

comme on peut le remarquer sur le tableau 8.5.

Enfin, la fréquence de répétition des impulsions de tension ne semble avoir aucun impact
sur les températures plasma dans la gamme de variation entre 1 kHz et 9.69 kHz tandis que la
durée de 'impulsion de tension, en conformité avec les observations du courant de décharge,
n’a une influence que pour une valeur inférieure a 0.8 ps dans la configuration D-DBD.
Dans ces conditions, nous avons observé une augmentation de la température d’excitation

d’environ 250 K par rapport aux valeurs inscrites dans les tableaux 8.4 et 8.5.
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TABLE 8.4 — Evolution de la température rotationnelle et de la température d’excitation en
fonction de 'amplitude de la tension inter-électrode pour les configurations S-
DBD et D-DBD. Fréquence de répétition des impulsions de tension de 9.69 kHz
et durée d’impulsion de 1 ps.

Débit d’argon : 2 L/min

Tension (kV) | Température d’excitation (K) | Température rotationnelle (K)
4 4980 375
5-DBD 10 5180 450
8 4550 360
b-bBD 10 4550 410

TABLE 8.5 — Evolution de la température rotationnelle et de la température d’excitation en
fonction du flux d’argon pour les configurations S-DBD et D-DBD. Fréquence
de répétition des impulsions de tension de 9.69 kHz et durée d’impulsion de
1 ps.

Amplitude de la tension inter-électrodes : 10 kV

Flux d’argon (L/min) | Température d’excitation (K) | Température rotationnelle (K)
2 5180 450
5-DBD 3 5126 419
2 4550 410
D-DED 3 4452 385

8.4.2.2 Estimation de la production d’oxygéne atomique

La quantification des atomes d’oxygene présents en phase gazeuse dans le jet de plasma
nous parait étre une donnée intéressante pour 1'utilisation de notre jet de plasma pour des
applications biomédicales. En effet, 'oxygene atomique permet, par exemple, la formation
des especes oxydantes a l'origine des effets observés sur des cellules cancéreuses dans les
liquides activés par plasma [10, 132].

L’évolution de la concentration d’oxygene atomique a la sortie du tube de quartz dans les
deux configurations DBD est représentée figure 8.4.2 en fonction de la tension inter-électrode
et du débit de gaz plasmagene. On constate qu’en fonction des conditions expérimentales, la
concentration absolue d’oxygene a la sortie du tube varie sur une plage comprise entre 500
ppm et 1000 ppm (incertitude de mesure de 50%). La concentration en oxygene atomique
apparait quasi-proportionnelle a la tension appliquée dans la configuration D-DBD (figure
8.4.2.a) tandis qu’elle atteint un seuil de saturation au dela d’une amplitude d’impulsion
inter-électrodes de 6 kV dans la configuration S-DBD (figure 8.4.2.b). Il est intéressant
de constater que l'augmentation du flux d’argon dans le dispositif S-DBD entraine une
augmentation significative de la concentration en oxygene atomique (de 400 ppm pour 1
1/min a 800 ppm pour 3 1/min) alors que le dispositif D-DBD une saturation est observée

au dela d’un flux d’argon de 2 1/min.

L’augmentation de la production d’oxygene atomique avec 'augmentation de I'amplitude
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de I'impulsion de tension inter-électrodes est certainement causée par l'augmentation de
I’énergie des électrons conduisant a une meilleure efficacité de dissociation des molécules de
dioxygene. Cette dépendance entre la production d’oxygene atomique et la tension inter-
électrodes a déja été observée par Hong et al [238] qui ont déterminé des concentrations
d’oxygene atomique comparables aux notres dans le plasma formé par leur dispositif de jet
de plasma d’argon avec une configuration DBD.

L’augmentation de la concentration d’oxygene atomique avec l'augmentation du débit
d’argon est probablement due au fait qu’une proportion importante de 'oxygene atomique
du jet de plasma provient des impuretés du gaz plasmagene utilisé. Le phénomene de satu-
ration de la concentration d’oxygene atomique dans la configuration D-DBD au dela d’un
débit de 2 1/min d’argon est cohérent avec l'apparition de turbulences au niveau de la plume
plasma. L’apparition de ces turbulences sera discutée plus en détail lors de I'analyse de la

longueur du jet a la section 8.5.

La figure 8.4.3 représente 1’évolution de la concentration d’oxygene atomique dans ’axe du
jet de plasma D-DBD apres la sortie du tube de quartz (la distribution en oxygene atomique
dans I'axe du jet de plasma est semblable quelque soit la configuration DBD choisie). Ces
résultats sont comparés a la production d’oxygene atomique d'un jet de plasma Surfatron
micro-onde fonctionnant avec de ’argon également. Ce jet de plasma micro-onde a été utilisé
dans une étude précédente sur des bactéries E.coli pour mettre en évidence I'effet bactéricide
des jets de plasma a travers d'une part la génération d’'UV-C et d’especes réactives oxygénées
notamment le peroxyde d’hydrogene [10]. Pour les deux jets (DBD et MW), la concentration
en oxygene atomique décroit le long de la plume plasma a mesure que le jet pénetre dans
I’air ambiant.

On constate sur la figure 8.4.3 la forte propension du jet D-DBD a produire de I'oxygene
atomique comparée au jet micro-onde avec un facteur de production 10 fois supérieur a la
sortie du tube de quartz. On peut donc envisager que I’action des especes oxydantes lors des
traitements plasma effectués a partir du jet DBD développé sera plus importante qu’avec le
jet Surfatron, plus particulierement si les traitements se font a courte distance de la sortie

du jet dans l'air.

8.4.2.3 Irradiance UV-C

Le rayonnement UV-C est extrémement important dans le domaine biomédical puisque
cette plage du spectre électromagnétique est particulierement nocive pour les bactéries et les
cellules vivantes en général [240]. C’est la raison pour laquelle il est important de quantifier
I'irradiance UV-C produite par le jet DBD argon. La photodiode ainsi que son dispositif de
conditionnement utilisés pour mesurer 'irradiance UV-C ont été présentés dans le chapitre 5.

Le rayonnement UV-C a été mesurée en face du jet d’argon a différentes distances. Ceci afin
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FIGURE 8.4.3 — Concentration en oxygene atomique dans I'axe du jet plasma D-DBD en
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fonction de la distance par rapport a la sortie du tube de quartz en com-
paraison avec un jet Surfatron micro-onde . Conditions expérimentales du
jet Surfatron (MW) : puissance micro-onde 40W, flux d’argon 1 1/min, flux
d’Air comprimé pour le refroidissement 22 1/min. Conditions expérimen-
tales du jet plasma D-DBD : amplitude de la tension inter-électrode de 10
kV, durée de 'impulsion 1 ps, fréquence de répétition 9.69 kHz, flux d’argon
de 2 1/min.




8.5 Longueur du jet de plasma et vitesse de la balle plasma

d’évaluer l'irradiance UV-C recue par un support biologique exposé au jet. Dans les deux
configuration DBD utilisées l'irradiance UV-C mesurée est identique, c¢’est pourquoi seules
les mesures obtenues dans la configuration D-DBD sont présenté. D’autre part, comme pour
I'oxygene atomique, la comparaison du jet DBD avec le jet Surfatron nous a paru judicieuse,
le rayonnement UV-C produit par ce dernier ayant été identifié comme étant la principale
cause d’inactivation de bactéries planctoniques [10].

Les mesures de l'irradiance UV-C produite par les deux dispositifs plasma (D-DBD et
Surfatron MW) en face du jet sont présentées figure 8.4.4. On constate que la production de
rayonnement UV-C par le jet plasma D-DBD est environ deux fois moins intense que celle
du jet Surfatron micro-onde dans les conditions expérimentales testées 2. Pour un traitement
direct de seulement quelques minutes le niveau de l'irradiance produite par le jet D-DBD
reste cependant supérieur aux valeurs d’irradiances nécessaires pour obtenir des effets bac-
téricides significatifs [145, 144, 241]. La prise en compte de ces radiations dans ’analyse
de T'action du jet lors d’un traitement plasma est donc extrémement importante. Pour le
cas particulier des traitements indirects de liquides, le rayonnement UV-C peut induire ou
favoriser certaines réactions chimiques influencant ainsi la production des espéces réactives
dans le PAM lors de I'exposition au jet de plasma. Les UV-C peuvent également interagir
avec des éléments présents naturellement dans les milieux de culture cellulaire tels que les

acides aminés ce qui peut entrainer des effets a long terme sur des cellules cancéreuses.

8.5 Longueur du jet de plasma et vitesse de la balle

plasma

La longueur du jet de plasma a été étudiée avec une caméra haute vitesse en fonction
de la configuration DBD du jet, de 'amplitude et de la durée des impulsions de tension
ainsi que du débit d’argon. L’analyse des images a été effectuée selon la méthode détaillée
dans le chapitre 5. Les images ainsi obtenues sont compilées et regroupées dans la figure
8.5.1. Cette imagerie rapide révele le comportement classique des jets de plasma DBD pul-
sés qui consistent en une succession de balles plasma générées lors des fronts montants et
descendants de I'impulsion de tension inter-électrodes.

Des données de la figure 8.5.1 on identifie clairement deux différences entre les jets de
plasma produits dans les configurations S-DBD et D-DBD. La premieére concerne la longueur
du jet de plasma. En effet, si I’'on observe la balle plasma générée sur le front montant de la
tension, elle se déplace, dans nos conditions expérimentales, jusqu’a une distance de 3.5 cm
apres la sortie du tube de quartz dans la configuration S-DBD alors qu’elle atteint environ

5.5 cm au maximum dans la configuration D-DBD. La seconde différence concerne la vitesse

2. Il est possible d’augmenter significativement la puissance MW du Surfatron pour produire davantage
de radiations mais cela augmente également la température du jet.
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Evolution de Dirradiance UV-C en face du jet D-DBD & différentes dis-
tances de la sortie du tube de quartz en comparaison avec un jet Surfatron
micro-onde. Conditions expérimentales du dispositif Surfatron : puissance
micro-onde 40W, débit d’argon 1 1/min, débit d’air comprimé pour le re-
froidissement 22 1/min. Conditions expérimentales du dispositif D-DBD :
amplitude des impulsions de tension 10 kV, durée d’une I'impulsion 1 ps,
fréquence de répétition 9.69 kHz, flux d’argon 2 1/min.




8.5 Longueur du jet de plasma et vitesse de la balle plasma

de propagation de cette balle plasma dans l'air ainsi que dans le tube de quartz. Dans
les conditions expérimentales similaires décrites a la figure 8.5.1 et alors que la distance
séparant la zone de production du plasma et la sortie du tube en quartz est identique
dans les deux configurations, la balle a besoin de 235 + 15 ns pour émerger dans 'air en
configuration S-DBD alors qu’elle a besoin que de 315 + 10 ns pour parcourir le méme
chemin en configuration D-DBD. La vitesse de la balle correspondante, mesurée 2 mm en
aval du tube de quartz, est de 3.35x10° m/s contre 1.02 x10° m/s respectivement pour les
configurations S-DBD et D-DBD. La balle plasma est donc plus lente mais se propage plus
loin dans la configuration D-DBD que dans la configuration S-DBD pour la méme tension
inter-électrodes et le méme débit de gaz.

Aux regards des conclusions de Jomaa [242], la longueur du plasma est principalement
dépendante de la dilution du gaz porteur dans I’air ambiant. Plus précisément, la dilution de
I’argon dans I'air ambiant va augmenter les processus inélastiques avec les composés de air
ce qui diminue progressivement 1’énergie des électrons a mesure que le front d’ionisation
progresse. Il en résulte une diminution de la longueur du jet de plasma. C’est pourquoi
I'augmentation du flux de gaz porteur va diminuer la dilution du gaz plasmagene dans I’air
ambiant (tant qu’il ne se produit pas de turbulences) et permettre au jet de plasma d’étre
plus long. Si on tient compte de la réduction de la section transversale du gap inter-électrode
due au second diélectrique dans la configuration D-DBD, on estime que la vitesse du flux
d’argon dans le tube est 1.6 fois plus élevée dans cette configuration que dans la configuration
S-DBD. Il est probable que ce soit la raison pour laquelle la longueur apparente du jet est
plus importante en configuration D-DBD.

La vitesse de propagation de la balle plasma est quant a elle majoritairement gouvernée
par le champ électrique. D’apres nos simulations de champ électrique, nous avons constaté
la présence locale d’un champ électrique particulierement important di a l'effet de pointe
au bout de électrode interne du dispositif. En configuration S-DBD, ce champ électrique est
directement en contact avec I’argon alors qu’il est dans le quartz en configuration D-DBD.
Nous pensons que cette différence est responsable de la vitesse de propagation plus rapide
dans la configuration S-DBD.

Comme on peut l'observer sur la figure 8.5.2, la longueur du jet plasma D-DBD est
proportionnelle au flux d’argon jusqu’a une valeur de 2.25 1/min. Pour des valeurs plus
élevées de flux, la tendance est inversée probablement due a l'apparition de turbulences
en sortie de jet qui vont favoriser la dilution de l'argon dans l’air ambiant. On observe
d’ailleurs 1’élargissement du jet et une diminution de la longueur de ce dernier ce qui semble
étayer cette hypothese. La présence de ces turbulences permet également de donner une
explication a la saturation en oxygene atomique observée dans le jet D-DBD lorsque le flux
de gaz augmente de 2 a 3 1/min. La figure 8.5.3 regroupe ces informations pour différents

niveaux de tensions appliquées dans les deux configurations DBD.
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FIGURE 8.5.1 — Développement du jet plasma DBD apres la sortie du tube de quartz. La ré-
férence de temps (t=0) correspond au front positif de I'impulsion de tension.
Conditions expérimentales : tension appliquée : 10kV, durée de I'impulsion :
1ps; fréquence de répétition : 9.69 kHz, Débit d’argon : 2.25 1/min.

FI1GURE 8.5.2 — Photographies du jet de plasma dans la configuration D-DBD pour différents
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FIGURE 8.5.3 — Longueur de la plume plasma dans les deux configurations du jet de plasma
en fonction du débit de gaz porteur et de la tension appliquée aux élec-
trodes. Conditions expérimentales : durée de 'impulsion 1ps, fréquence de
répétition 9.69 kHz.

Comme nous avons observé 'influence notable de la durée d’impulsion sur les caractéris-
tiques électriques et physiques du plasma dans la configuration D-DBD, une étude similaire
a été réalisée sur la longueur et la vitesse de la balle plasma a la sortie du tube de quartz.
Ces données sont synthétisées dans le tableau 8.6. La configuration D-DBD est plus sensible
a la durée du pulse de tension que la configuration S-DBD pour laquelle longueur et vitesse
sont quasiment indépendantes de la durée d’impulsion. Les informations issues de la caméra
rapide (figure 8.5.1) montrent que la balle de plasma générée lors du front de montée positif
de la tension arrive a la sortie du tube de quartz au bout de 230 4 15 ns dans le cas de la
configuration S-DBD et 310 £ 10 ns pour la configuration D-DBD. Par conséquent, pour de
faibles durées d’impulsion, la propagation de la balle plasma générée lors du front positif de
I'impulsion de tension est nécessairement perturbée par la proximité du champ électrique
qui va donner naissance a la seconde décharge plasma suite au front de tension descendant.
Dans ce cas la modification du champ électrique entre les électrodes modifie le déplacement
de la balle plasma dans la configuration D-DBD ce qui se traduit par une perte de vitesse

du front d’ionisation et une longueur de la plume plasma réduite.
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TABLE 8.6 — Evolution de la longueur et de la vitesse de propagation de la balle plasma
en fonction de la durée d’impulsion de tension. Conditions expérimentales :
amplitude des impulsions de tension : 10kV, flux d’argon : 2 1/min, fréquence
de répétition : 9.69 kHz.

Longueur de la plume plasma (cm) | Vitesse (x10°m/s)

Durée d’impulsion (ps) | S-DBD D-DBD S-DBD | D-DBD
0.25 3.29 2.34 3.51 0.5
1 3.37 5.67 3.35 1.02

8.6 Traitement des sphéroides HCT 116

Apres cette série d’analyses, la configuration D-DBD est privilégiée a la configuration
S-DBD pour les applications potentielles du dispositif en raison du risque de formation d'un
arc électrique en S-DBD. Le dispositif D-DBD a été utilisé pour le traitement des sphéroides
HCT 116 avec les parametres suivantes :

— Débit d’argon de 3 1/min;

— Tension inter-électrodes de 10 kV ;

— Durée des impulsions de tension de 1 ps;

— Fréquence de répétition de 9.69 kHz ;

— Distance de traitement in vitro de 3 cm.

Ces parametres correspondent a ceux utilisés lors des traitements indirects in vitro de tu-
meurs avec le dispositif DBD hélium (voir chapitre 6). Les résultats obtenus précédemment
avec le dispositif DBD hélium constituerons donc une base de comparaison pour évaluer
Iefficacité du jet d’argon.

Nous avons donc effectué des traitements indirects in vitro de tumeurs du colon HCT116
avec le dispositif D-DBD argon dans les mémes conditions que lors des traitements avec
le dispositif DBD hélium hormis la distance de traitement qui est plus importante dans le
cas du jet D-DBD argon (3 ¢cm contre 2 ¢cm) ce qui devrait pénaliser ce dernier en terme
d’efficacité car les concentrations d’especes actives et 'irradiance UV-C sont plus faibles a
3 c¢m de la sortie du tube en quartz qu’a 2 cm.

Dans un premier temps, nous avons comparé le nombre de cellules positives aux dommages
aI’ADN 4 h apres le transfert des micro tumeurs dans le milieu activé par plasma 3. Comme
I'indique le tableau 8.7, le taux de dommages a I’ADN pour un traitement par jet de plasma
DBD argon est de 'ordre de 51.94 % pour une durée d’activation du liquide de 120 s. Pour
une méme durée d’activation du liquide avec le plasma DBD hélium, le taux de cellules
positives aux dommages a ’ADN était significativement inférieur (29.96 %). On remarque
qu’il faut une durée d’activation du liquide avec le jet DBD hélium deux fois plus longue
(240 s contre 120 s) qu’avec le jet D-DBD argon pour produire la méme proportion de

cellules dont '’ADN est endommagé.

3. Les tumeurs ont été immergées dans le liquide activé par plasma 15 min apres 'activation
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TABLE 8.7 — Proportion de cellules positives aux dommages a ’ADN 4h apres activation
du liquide avec les dispositifs plasma utilisés (Les tumeurs ont été immergées
dans le liquide 15 min aprés l'activation plasma de ce dernier). Conditions
expérimentales : Amplitude des impulsions de tension de 10 kV, durée d’une
impulsion de 1 ps, fréquence de répétition de 9.69 kHz, flux d’argon de 3 1/min,
distance de traitement de 2 cm pour le jet DBD hélium et 3 cm pour le jet
D-DBD argon.

] \ DBD hélium \ DBD hélium \ D-DBD argon ‘
Durée d’activation du liquide (s) 120 240 120
Cellules avec dommage a 'ADN (%) | 29.96 + 5.08 | 49.50 + 4.69 | 51.94 £+ 4.81

Dans un second temps nous avons cherché a étudier la réaction a long terme des micro
tumeurs apres traitements. Pour cela, le volume des micro tumeurs a été mesuré quotidien-
nement pendant les neuf jours suivants le traitement puis normalisé par rapport au volume
des sphéroides non traités (voir figure 8.6.1). Comme pour le taux de cellules positives aux
dommages a ’ADN, la courbe des volumes normalisés pour une durée d’activation du liquide
de 120 s avec jet de plasma D-DBD argon est sensiblement identique a celle obtenue apres
une durée d’activation de liquide de 240 s avec le jet DBD hélium.

L’inhibition de croissance ayant la méme allure avec les deux dispositifs plasma, nous
faisons I’hypotheése que les mécanismes d’altération des micro-tumeurs sont identiques. Il
est par conséquent tres probable que la concentration en peroxyde d’hydrogene dans le
liquide activé par plasma soit plus importante pour une activation du liquide avec le jet
D-DBD argon qu’avec le jet DBD hélium. Pour confirmer cette hypothese, les analyses
chimiques effectuées sur le jet de plasma DBD hélium devront également étre réalisées sur

le jet de plasma DBD argon.
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FIGURE 8.6.1 — Croissance relative des sphéroides apres activation plasma du PAM avec le
jet de plasma DBD hélium et le jet de plasma D-DBD argon (Texp =120
s et 240 s, Ttrans = 15 min, Tstockage = 437 °C). Les sphéroides sont
traités a J=0 et observés pendant les 9 jours suivants. Les données sont
exprimées comme la moyenne + écart-type évalués a partir de 4 expériences
indépendantes.
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Conclusions et perspectives

Mes travaux de recherche ont été consacrés a la compréhension mécanistique des traite-
ments par plasma froid de cellules cancéreuses colorectales. Plus précisément, cette these
s’est intéressée a l'activation de liquide par exposition aux jets de plasma froid DBD pour

le traitement de tumeurs HCT 116 du cancer colorectal.

Les expérimentations décrites dans ce mémoire ont montré le potentiel génotoxique et
citotoxique des traitements indirects par plasma froid & travers un retard de croissance
tumorale. Ce retard de croissance est constituée de deux phases distinctes. La premiere
consiste en un détachement des cellules périphériques de la micro tumeur qui intervient
seulement quelques heures apres le transfert des micro tumeurs dans les liquides activés par
plasma. La seconde phase est une vitesse de prolifération réduite conduisant a un retard
de croissance constant pendant au moins 9 jours des micro tumeurs suite a un traitement

indirect par jet de plasma froid.

Le détachement des cellules périphériques est induit par la formation du radical hydroxyle
a 'intérieur des cellules a partir du peroxyde d’hydrogene contenu dans le liquide activé par
plasma. La réaction de Fenton permettant le relargage du radical hydroxyle dans le milieu
intracellulaire conduit probablement & des réactions entre le radical et le contenu intracellu-
laire et plus particulierement ’ADN. Les dommages a I’ADN ainsi générés peuvent dépasser
la capacité des cellules a se réparer déclenchant alors une mort par apoptose des cellules
et un détachement cellulaire du reste de la tumeur. Ce taux de dommages a 'ADN peut
accroitre si on augmente le temps d’exposition du liquide au jet de plasma. Il est important
de souligner que le stockage du PAM a une température idéale pour la conservation du

peroxyde d’hydrogene dans le liquide permet de préserver ses propriétés génotoxiques.

La vitesse de prolifération réduite suite au traitement a été identifiée comme imputable a
des especes générées dans le liquide suite a ’exposition au plasma. En effet, lorsque le liquide
activé par plasma est changé par du milieu non exposé apres le traitement il a été observé
une reprise de croissance importante. L’activation avec le jet de plasma génére un nombre
important de radicaux dans les liquides qui vont réagir avec les composants du liquides et
plus particulierement tous les éléments essentiels a la croissance cellulaire comme les acides
aminés et les facteurs de croissances. Ces réactions vont modifier les éléments indispensables
a la croissance cellulaire et donc induire a long terme une vitesse de prolifération réduite. De

plus, lors de 'activation du liquide, le jet va induire la formation de nitrites et nitrates ayant
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un role dépendant de leur concentration. En effet, il a été démontré que, pour de faibles
concentrations, les nitrites et nitrates ont un effet pro-prolifératif alors quune concentration
élevée de ces derniers est au contraire anti-proliférative.

Il a également été démontré que les jets de plasma présentent une sélectivité lors du
traitement du cancer avec une attaque préférentiellement ciblée sur les cellules cancéreuses
et non sur les cellules saines. Cette observation a été faite lors du traitement de micro
tumeurs réalisées a partir de cellules de fibroblastes. L’hypothese quant a cette sélectivité
serait liée un niveau de peroxyde d’hydrogene plus élevé dans les cellules cancéreuses que
dans les cellules saines combiné a des moyens de défenses limités. Pour valider les hypotheses
concernant la sélectivité du plasma, il serait judicieux d’étudier les sensibilités au peroxyde
d’hydrogene de plusieurs lignées cellulaires cancéreuses et saines.

En modulant le temps de contact entre les liquides activés par plasma et les micro tumeurs
nous avons pu étudier les effets du temps de contact court entre le PAM et les sphéroides.
Dans ces expérimentations nous avons mis en contact les micro tumeurs et les liquides
activés par plasma seulement 10 minutes pour recréer la diffusion dans le corps suite a
I'injection de liquides activés dans une tumeur. Contrairement au temps de contact dit long
aucun détachement cellulaire n’est observé lors de ces expériences. La réponse des micro
tumeurs se compose d’'une premiere phase pendant laquelle la vitesse de prolifération des
cellules est réduite pour réparer les dommages a I’ADN induits par le peroxyde d’hydrogene
lors du traitement. Suite aux réparations, une reprise de croissance est observée 6 jours
apres traitement conduisant a une diminution de 'efficacité du traitement a long terme. La
différence de comportement lors des traitements étant imposée par le nombre de dommages
a ’ADN observés. Dans le cas de contact court entre les micro tumeurs et les liquides activés
par plasma, les dommages a ’ADN sont relativement peu importants et peuvent donc étre
réparés. De plus, lorsque la phase de réparation est terminée les micros tumeurs se situent
dans un milieu de culture contenant tous les facteurs de croissance nécessaires a une reprise
de croissance importante.

A partir de I'ensemble de ces observations nous avons réalisé une série de manipulations
sur le traitement de cellules cancéreuses du cancer colorectal sur modele murin in vivo (dont
le protocole est entierement décrit dans la section 3.2.3 de ce mémoire). Le suivit de volume
est effectué pendant 20 jours le volume de tumeurs (voir figure 8.0.1) répartis en 3 groupes :
une série de souris avec des tumeurs non traitées, un groupe de souris avec tumeurs traité
avec 50 pL de milieu de culture DMEM non activé par plasma (injecté 3 fois par semaine)
et un dernier groupe de souris avec tumeurs est traité a la méme fréquence que le deuxieme
groupe avec 50 L de milieu de culture exposé 120s au plasma. Alors qu’aucune distinction
entre les groupes n’est observée pendant les 13 premiers jours, on observe un détachement
de la courbe des tumeurs traitées par le PAM. Ainsi au bout de 20 jours, les tumeurs traitées

3 aux volumes

de maniere indirecte par plasma présentent un volume inférieur de 242 mm
des micro tumeurs non traitées par PAM (contdle et tumeurs traitées par injection de milieu

nutritif non exposé au plasma). Ces résultats correspondent a une inhibition de croissance
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FIGURE 8.0.1 — Evolution du volume tumorale de xénogreffe hétérotopique de cellules co-
lorectales sur modele murin lors du traitement indirect par liquides activés
par plasma froid DBD hélium.(),tumeurs non traitées ; O, injection de 50pL
de milieu DMEM non exposé au plasma 3 fois par semaine; /\, injection
de 50pL de milieu DMEM exposé 120s au jet de plasma DBD hélium 3 fois
par semaine.

20 jours apres le début du traitement de 69%. Cette expérience montre effectivement les
capacités du traitement indirect par plasma pour le traitement in vivo du cancer colorectal.
Elle montre également que 'efficacité du traitement est liée a I'injection répétée du liquide

activé par plasma avec un effet identifiable a long terme.

Les perspectives d’études in vivo concerne principalement le volume du liquide activé
injecté lors du traitement et le temps d’exposition du liquide au jet de plasma. Concernant
les études in vitro sur micro tumeurs ils est envisageable de diminuer le temps de contact
entre les liquides activés par plasma et les micro tumeurs pour essayer de retrouver le

comportement observé in vivo.

Le second objectif durant ces travaux de these a été de développer un dispositif plasma
au sein du groupe PRHE. Aprés de nombreuses caractérisations physique du plasma, nous
avons démontré que le dispositif plasma DBD argon était tout a fait adapté a des applica-
tions biomédicales. L’ajout d’une seconde barriere diélectrique dans ce dispositif ne modifie
que tres peu les propriétés du plasma tout en permettant une application directe lors d’ex-
périmentations in vivo en évitant la formation d’arcs électriques. Des essais préliminaires
sur des micro tumeurs du cancer colorectal ont montré une plus grande efficacité de ce dis-
positif plasma DBD argon vis a vis du jet DBD hélium utilisé dans le groupe de recherche
pour les applications biomédicales. Par conséquent, ce nouveau dispositif DBD argon doit

étre étudié plus en détail sur modele in wvitro et in vivo pour mieux appréhender les nou-
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velles capacités de ce dispositif. Dans les perspectives, il serait important d’analyser et de
quantifier les différentes especes radicalaires et non radicalaires produites dans le liquide
suite a 'activation de liquides par le jet de plasma d’argon. Il faudrait également évaluer
la production de peroxyde d’hydrogene dans les liquides activés par le jet DBD argon. Il
est également envisageable de doser la production d’espeéces oxydatives en phase gazeuse
par le plasma au travers de techniques comme la LIF (Laser Induced Fluorescence) et de la
comparer a 'efficacité biologique des différents jets disponibles au laboratoire LAPLACE.
En conclusion, les éléments apportés par ces travaux montrent que le traitement indirect
par liquides activés par plasma est une solution prometteuse en tant qu’agent antitumoral
et plus particulierement dans le traitement du cancer colorectal. Le traitement indirect par
plasma se décompose en plusieurs modes d’actions qu’il est possible d’optimiser en adaptant
le protocole de traitement, le stockage des liquides activés par plasma, le dispositif plasma
utilisé ainsi que alimentation électrique. Cette nouvelle stratégie thérapeutique a montré des
résultats in vivo encourageants ainsi qu'une sélectivité lors des phases d’expérimentation.
Des travaux supplémentaires sont nécessaires pour mieux comprendre le principe de sélecti-
vité, particuliérement en mesurant la sensibilité de différentes lignées cellulaires cancéreuses

et saines ainsi que leurs moyens de protection contre le stress oxydatif.

162



Annexes






Annexe A

Influence de la présence de sérum de
veau dans le milieu activé par plasma sur

les dommages a I’'ADN
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Annexe A Influence de la présence de sérum de veau dans le milieu activé par plasma sur

les dommages a ’ADN
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FIGURE A.0.1 — Influence du sérum de veau dans le milieu activé par plasma sur les dom-
mages a ’ADN. Temps d’exposition de 120s et stockage a +37°C. Pas
de variations significatives du taux de dommage a ’'ADN en présence de
sérum.
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Annexe B

Protocole de quantification de
I’adenosine triphosphate dans le

sphéroide et le surnageant

Plasma exposure

120s
80 pL Luminescent Cell Viability Assay
Transfer of spheroid in PAM
(400um diameter) i \ 3 3
% |~ 80 pL Plasma activated medium
[ ] + spheroid
' \ +supernatant
P —— —
80 pL Luminescent Cell Viability Assay
‘% } 70 pL Serum Free medium
2 7~ 10 pL Plasma activated medium
100 pL 80 uL 80 L - spherald
Serum Free medium Plasma activated medium Plasma activated medium
+ spheroid
+supernatant

B0 pL Luminescent Cell Viability Assay

T 10 pL Serum Free medium

— 70 pL Plasma activated medium
] + supernatant

F1GURE B.0.1 — Protocole de quantification de I’adenosine triphosphate dans le sphéroide
et le surnageant.
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TITLE

LIQUIDS ACTIVATED BY COLD PLASMA JET FOR SELECTIVE TREATMENT OF
COLORECTAL CANCER:
Synthesis, characterization and therapeutic trials on 3D in vitro and in vivo models.

ABSTRACT

Plasma devices at atmospheric pressure (AP) generate many physical active species (photons,
charged particles, electric field, etc.) and chemical (free radicals, reactive oxygen species, reactive
nitrogen species, etc...). This species are well known for their direct or indirect biological effects thus
biomedical treatment by low temperature plasma jets at AP is currently a hot research topic. The
upsurge of radioresistance and chemoresistance of microorganisms and cancer cells requires the
development of new biomedical treatment. In this general context, the present work is a step towards
the understanding of the effect induced by low temperature plasma jets at atmospheric pressure on
colorectal cancer (second leading cause of death by cancer in France).

This thesis focuses on the implementation of an in vitro biological model (multicellular tumor
spheroid of colorectal cancer HCT116) in 3 dimensions which allows to take into account key
parameters in tumor proliferation. This model is also well suited for the prediction of in vivo results in
the aim of a subsequent clinical study. Further research about kinetic reactions of active species has
been studied from the plasma device up to intracellular interactions through physical, biological and
chemical analyses. Indirect treatment of tumors was carried out through helium plasma jet activated
liquids. This solution was chosen for its relevance for endoscopic treatment of colorectal cancer.

Interaction between plasma activated liquid and multicellular tumor spheroids has shown two
distinct pathways. The first one is the genotoxicity of activated medium induced by the occurrence of
hydrogen peroxide which induced DNA damages once penetrated in intracellular medium and leading
to cell death by apoptosis. A direct interaction between free radicals generated in liquid medium and
the latter components (amino acids, glucose, etc.) associated with the occurrence of nitrites and
nitrates induces a long-term antiproliferative effect of plasma activated liquid. Chemical pathways of
the formation of these active species were identified by using different analysis techniques such as
electron paramagnetic resonance and optical emission spectroscopy. Therapeutic analysis have also
demonstrated that plasma activated liquid damage preferentially colon cancer cells rather than healthy
cells making it a particularly promising selective treatment method.

The design and the characterization of a second plasma jet using argon as a carrier gas was
carried out with the aim to improve the antiproliferative effect of plasmas on tumors while taking into
account the requirement for the use of such device for colorectal cancer treatment.

KEYWORDS

Plasma jets at atmospheric pressure, biomedical applications, colorectal cancer, multicellular
tumor spheroid, plasma activated liquid, antiproliferative effect, cytotoxic and genotoxic effect,
selectivity, reactive oxygen species, reactive nitrogen species, free radical, hydrogen peroxide, electron
paramagnetic resonance, experimental characterization of plasma jets, optimization of plasma jets,
optical emission spectroscopy.



TITRE

Liquides activés par jet de plasma froid pour le traitement sélectif du cancer colorectal :
Synthése, caractérisation et essais thérapeutiques sur modéles cellulaire 3D et in vivo

RESUME

Les dispositifs plasma a la pression atmosphérique (PA) produisent de nombreuses espéces
actives physiques (photons, particules chargées, champ électriques etc.) et chimiques (radicaux libres,
espéces réactives de 1’oxygene, especes réactives de 1’azote etc.). Ces especes connues pour leurs
effets biologiques directs ou indirects font de 1’utilisation des jets de plasmas froids a la PA pour des
traitements biomédicaux un sujet de recherche en plein développement. La recrudescence des cas de
radiorésistance et chimiorésistance chez les micro-organismes et les cellules cancéreuses impose la
recherche de nouveaux modes de traitements innovants. C’est dans ce contexte général que s’inscrit
les travaux présentés ici dont 1’enjeu majeur est la compréhension des mécanismes d’actions des
plasmas froids a la PA sur le cancer colorectal (deuxieme cause de mortalité par cancer en France).

Le travail de thése présenté concerne 1’utilisation d’un modéle biologique in-vitro (sphéroide
tumoraux multicellulaire du cancer du colon HCT116) en 3 dimensions qui permet de prendre en
compte des paramétres déterminants dans la prolifération tumorale. Ce mod¢le permet ainsi une
meilleure prédiction des résultats in vivo dans 1’objectif d’une étude clinique ultérieure. De plus les
cinétiques de créations des espéces actives ont été étudiées dans leur globalité depuis le dispositif
plasma jusqu’aux interactions intracellulaires a partir d’analyses physiques, biologiques et chimiques.
Le traitement indirect par utilisation de liquides activés par jet de plasma d'hélium a été privilégié pour
¢laborer un traitement endoscopique du cancer colorectal.

L’ensemble des travaux menés sur 1’observation des interactions des liquides activés par
plasma sur les sphéroides tumoraux multicellulaires a permis de révéler deux modes d’actions
distincts. Le premier étant une génotoxicité du liquide activé induite par la présence de peroxyde
d’hydrogeéne dont l'action induit une cassure double brin de I’ADN intracellulaire conduisant les
cellules a la mort par apoptose. Une interaction directe des radicaux libres produits dans le milieu avec
les composants de ce dernier (acides aminés, glucose, etc.) ainsi que la présence de nitrites et nitrates
induisent également un effet antiprolifératif a long terme du milieu activé par plasma sur les tumeurs
HCT116. Différentes méthodes comme la résonance paramagnétique ¢lectronique et la spectroscopie
d’émission optique ont permis de révéler des voies de création possibles conduisant a la formation de
ces especes actives. Des campagnes d'essais thérapeutiques ont permis d'évaluer la capacité des
liquides activés par plasma a cibler davantage les cellules cancéreuses plutdt que les cellules saines ce
qui en fait une méthode de traitement sélectif particuliérement prometteuse.

Le développement et la caractérisation d’un second jet de plasma d’argon a été réalisé avec
l'objectif d'optimiser I’effet antiprolifératif des plasmas sur les tumeurs tout en tenant compte des
contraintes imposées par I’utilisation d'un tel dispositif pour le traitement du cancer colorectal.

MOTS CLES

Jets de plasmas froids a la pression atmosphérique, applications biomédicales, cancer
colorectal, sphéroide tumoraux multicellulaire, liquide activé par plasma, effet antiprolifératif, effet
génotoxique et cytotoxique, sélectivité, especes réactives de 1’oxygene, especes réactives de ’azote,
radicaux libres, peroxyde d’hydrogéne, résonance paramagnétique ¢lectronique, caractérisation
expérimentale des jets plasmas, optimisation des jets plasmas, spectroscopie d’émission optique.



