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Résumé : Les polyoxométallates (POM) sont
des oxydes moléculaires anioniques constitués
de métaux a hauts degré d'oxydation qui
possedent de nombreuses propriétés dont des
activités  biomédicales, notamment une
activité  antitumorale  qui  peut étre
grandement améliorée en les fonctionnalisant
avec des bisphosphonates (BP). Cette these
explore l'utilisation de POM a base de Mo(V)
comme agent réducteur et stabilisant pour la
synthese en deux étapes de nanoétoiles d'or
(AuNS) sans surfactant. Ces nanoétoiles
présentent un double intérét dans le
traitement du cancer : elles peuvent délivrer le
bisphosphonate jusqu'aux cellules
cancéreuses (chimiothérapie) et générer de la
chaleur induisant l'apoptose des cellules
lorsqu'elles sont irradiées dans le proche
infrarouge, longueur d'onde ou les tissus
organiques absorbent peu (thérapie
photothermique).

La premiére partie de la these porte sur la
synthése et la caractérisation de différents
précurseurs nécessaires, notamment un POM
incorporant  l'alendronate  comme  BP
(MosAle;) et un autre incorporant le
zolédronate  (MosgZols), ainsi  que les
nanoparticules d’'or sphériques nécessaires a
la croissance ultérieure des AuNS.

La suite de la these s'intéresse aux deux types
de AuNS qui ont été obtenues et amplement
caractérisées en utilisant chacun des deux
POM précédamment synthétisés. La présence
du POM et du ligand bisphosphonate sur la
surface des nanoparticules a été observée par
plusieurs méthodes, telles que le PM-IRRAS, le
STEM-EDX, IICP-OES et I'XPS. La longueur
d’onde de la bande plasmon a été modulée en
fonction du rapport germes/or dans les deux
fenétres biologiques du proche infrarouge.
Pour les AuNS obtenues avec le MosAle; ainsi
que les différents précurseurs, des tests de
cytotoxicité a 24 et 120 heures ont été réalisés
sur deux lignées cellulaires cancéreuses.
L'activité anticancéreuse du bisphosphonate a
été conservée dans le POM et dans les AuNS,
plus important encore, un effet synergique
entre la chimiothérapie et la thérapie
photothermique a été observé, ce qui permet
de diminuer dramatiquement I'lCso. Pour les
deux types de AuNS, des tests de cytotoxicité
ont été réalisés a 24 et 120 heures sur des
cellules non cancéreuses, démontrant une
toxicité accrue des AuNS fonctionnalisées au
MosgZola.
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Abstract: Polyoxometalates (POM) are anionic
molecular oxides composed of metals with
high oxidation states that possess numerous
properties including biomedicals properties,
notably antitumor activity that can be greatly
enhanced by functionalizing them with
bisphosphonates (BP). This thesis explores the
use of Mo(V)-based POM as a reducing and
stabilizing agent for the two-step synthesis of
gold nanostars (AuNS) without surfactants.
These nanostars have a dual interest in cancer
treatment: they can deliver bisphosphonate to
cancer cells (chemotherapy) and generate
heat-inducing cell apoptosis when irradiated
in the near-infrared, a wavelength where
organic tissues barely absorb (Photothermal
therapy).

The first part of the thesis involves the
synthesis and characterization of various
necessary precursors, including a POM
incorporating alendronate as BP (MosAle;) and
another incorporating zoledronate (MosgZols),
as well as the spherical gold nanoparticles

necessary for the subsequent growth of AuNS.
Two types of AuNS will then be obtained and
extensively characterized using each of the
two previously synthesized POM. The
presence of POM and bisphosphonate ligand
on the surface of nanoparticles has been
observed by several methods, such as PM-
IRRAS, STEM-EDX, ICP-OES, and XPS. The
plasmonic band wavelength has been
modulated depending on the seed-to-gold
ratio in the two biological windows of the
near-infrared. For AuNS obtained with
MosAle; as well as different precursors,
cytotoxicity tests at 24 and 120 hours were
performed on two cancerous cell lines. The
anticancer activity of the bisphosphonate has
been preserved in both POM and AuNS; more
importantly, a synergistic effect between
chemotherapy and photothermal therapy has
been observed, dramatically reducing the 1Cs.
For both types of AuNS, cytotoxicity tests were
conducted on non-cancerous cells at 24 and
120 hours, demonstrating increased toxicity of
AuNS functionalized with MogZol,.
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Introduction

Au cours des dernieres décennies, il est devenu évident que le cancer représente

un des principaux problemes de santé publique auquel I'humanité est
confrontée. Selon I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), il y a eu en 2022 dans le
monde 20 millions nouveaux cas de cancer (dont 483 568 en France, soit 2,2% des cas),
et 9,7 millions de morts attribuables a cette maladie (dont 190 612 en France soit 2,0%
des cas). [1] Bien que la distribution des types de cancers varie d'un pays a l'autre, les

deux cancers les plus répandus dans le monde sont ceux du sein et du poumon. [2]

Les traitements conventionnels contre le cancer incluent l'extirpation chirurgicale, la
chimiothérapie et la radiothérapie. Toutefois, ces méthodes présentent des limitations.
La chirurgie est limitée par l'accessibilité des tumeurs, alors que la chimiothérapie et la
radiothérapie conduisent a de forts effets secondaires indésirables. [3] Cela conduit la
communauté scientifique a rechercher des traitements alternatifs qui puissent permettre
d’atteindre facilement les tumeurs au niveau des différents organes et qui soient peu
invasifs. L'utilisation combinée de nanoparticules d'or (AuNP) et de polyoxométallates

(POM) représente une stratégie prometteuse de thérapie combinatoire. [4]

Les nanoparticules d'or font I'objet d'études approfondies, favorisées par la facilité de
synthese de ces objets depuis la publication en 1951 par Turkevitch de l'article "A study
of the nucleation and growth processes in the synthesis of colloidal gold”.[5] Cela a
permis de montrer ces dernieres décennies que celles-ci possédaient des propriétés
pouvant ouvrir la voie a leur application dans de nombreux domaines. On s'intéressera
en particulier aux propriétés qui leur permettent d'étre impliquées dans différents
processus thérapeutiques, telles que leur rapport surface/volume extrémement élevé qui
caractérise tout type de nanoparticule, permettant de les fonctionnaliser avec un
médicament pour améliorer l'intégration du médicament dans des systemes biologiques
et le phénomene de résonance de plasmon de surface localisé (LSPR), indispensable a

leur utilisation en photothérapie.[6] La photothérapie consiste a utiliser la lumiere a des
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fins thérapeutiques, on distingue deux classes. La premiére est la thérapie
photothermique (PTT) qui consiste en la transformation de la lumiere irradiée en énergie
thermique, produisant une hyperthermie, c'est-a-dire, une augmentation locale de la
température. La deuxieme est la thérapie photodynamique (PDT) qui consiste en la
production d'oxygene singulet qui par sa réactivité accrue peut détruite les cellules

cancéreuses.

Les AuNP les plus répandues sont sphériques, correspondant a la géométrie pour
laquelle la relation surface/volume est la plus basse et donc a une énergie de surface
minimale,[7] elles sont caractérisées par une bande LSPR dans le visible, ce qui peut poser
des problemes pour les applications en photothérapie dans des systéemes biologiques
car les tissus organiques absorbent la lumiere de ce domaine de longueur d'onde. Un
décalage du LSPR de celles-ci est donc souhaitable, ce qui peut étre obtenu en
considérant des AuNP présentant des morphologies non sphériques. Ainsi, les
nanoparticules en forme d’'étoiles (AuNS, de l'anglais Au nanostars), découvertes
beaucoup plus récemment, possédent une bande plasmon dont la longueur d’onde peut

correspondre a la fenétre biologique du proche infrarouge (NIR).[8]

D'autre part, les polyoxométallates sont des molécules inorganiques constituées de
métaux de transition a hauts degrés d'oxydation (W"", Mo¥, V¥V, ) connectés via des
groupements oxo et hydroxo et qui peuvent étre vus comme des réservoirs d'électrons.
lls sont a I'hneure actuelle principalement utilisés pour des applications en catalyse.
Cependant, leurs propriétés anticancéreuses ont pu étre mises en évidence, les POM
hybrides organique-inorganiques présentant les activités les plus prometteuses. Ainsi,
des POM incorporant des ligands bisphosphonates (BP) ont pu montrer une activité
antitumorale élevée in vitro.[9] De plus, ces POM pouvant étre constitués de centres
métalliques réduits (WY, Mo", VV...), il est possible de les utiliser comme agents
réducteurs lors de la synthese de nanosystemes. Enfin, leur charge négative leur permet

de former des liaisons électrostatiques avec des nanoparticules d'or dont la surface est

chargée positivement, agissant alors comme stabilisants pour ces dernieres.

L'objectif de ces travaux de these est donc d’explorer le potentiel des AuNS recouvertes
de POM hybrides dans le traitement combinatoire du cancer grace aux propriétés

12
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optiques des AuNS et aux propriétés chimiothérapiques des POM.

Le premier chapitre sera consacré a I'état de I'art des AuNP, présentant tout d'abord les
différentes voies de syntheses, les méthodes de caractérisation et leurs principales
applications, avec une attention spéciale portées aux AuNS obtenues sans surfactant,
celles-ci présentant un intérét particulier pour des applications biomédicales. Apres cela,
une introduction générale sur les POM et leur fonctionnalisation avec des ligands BP sera
suivie de la présentation de leurs propriétés anticancéreuses, avant de conclure sur les
méthodes synthétiques permettant |'obtention de composites AuNP-POM et les

propriétés de ces systémes.

Le deuxieme chapitre portera sur la synthese et la caractérisation des précurseurs
nécessaires a la synthese des nanoétoiles, comprenant les germes (nanoparticules d'or
sphériques) ainsi que les polyoxométallates (MosAle, et MogZols) qui seront utilisés

comme agents réducteurs.

Le troisieme chapitre abordera la synthése et la caractérisation d’AuNS obtenues en
utilisant le POMo réduit MosAle; et présentera les tests de cytotoxicité réalisés sur
différentes lignées cellulaires cancéreuses et non cancéreuses, avec et sans irradiation

laser dans le proche infrarouge.

Le quatrieme chapitre présentera la synthese d’AuNS obtenues en utilisant cette fois le
POM réduit MogZols, qui comporte des ligands zolédronate reconnus comme présentant
une activité anti-tumorale tres supérieure a celle du ligand alendronate constituant le
POM MosAle; et présenté au chapitre Ill. Des tests de cytotoxicité préliminaires seront

également exposés.

Enfin, le manuscrit finira sur une conclusion générale et des annexes.

13



Introduction

Références

1] W. H. O. (OMS), "Data visualization tools for exploring the global cancer burden
in 2022, Feb. 2024. Accessed: Apr. 03, 2024. [Online]. Available:
https://gco.iarc.fr/today/en/dataviz/bars?mode=population&populations=2508&types=
0_18&sort_by=value1&key=total

[2] L. A. Torre, F. Bray, R. L. Siegel, J. Ferlay, J. Lortet-Tieulent, and A. Jemal, “Global
cancer statistics, 2012,” CA Cancer J Clin, vol. 65, no. 2, pp. 87-108, 2015, doi:
10.3322/caac.21262.

[3] A. Hamilton and G. Hortobagyi, “Chemotherapy: What progress in the last 5
years?,” Journal of Clinical Oncology, vol. 23, no. 8, pp. 1760-1775, 2005, doi:
10.1200/JC0O.2005.10.034.

[4] S. TOMANE, “Synthese et caractérisation de composites polyoxométallates /
nanoparticules métalliques pour des applications biomédicales,” 2021.

[5] J. Turkevich, P. C. Stevenson, and J. Hillier, "A study of the nucleation and growth
processes in the synthesis of colloidal gold,” Discuss. Faraday Soc., vol. 11, no. 0, pp. 55—
75, 1951, doi: 10.1039/DF9511100055.

[6] J. B. Vines, J. H. Yoon, N. E. Ryuy, D. J. Lim, and H. Park, “Gold nanoparticles for
photothermal cancer therapy,” Front Chem, vol. 7, no. APR, pp. 1-16, 2019, doi:
10.3389/fchem.2019.00167.

(7] J. Faraudo and F. Bresme, “Interplay between thermodynamics and geometry in
the adsorption of non-spherical nanoparticles at liquid/liquid interfaces,” in Journal of
Non-Equilibrium Thermodynamics, 2004, pp. 397-404. doi: 10.1515/JNETDY.2004.064.
[8] A. Guerrero-Martinez, S. Barbosa, |. Pastoriza-Santos, and L. M. Liz-Marzan,
“Nanostars shine bright for you. Colloidal synthesis, properties and applications of
branched metallic nanoparticles,” Curr Opin Colloid Interface Sci, vol. 16, no. 2, pp. 118-
127, 2011, doi: 10.1016/j.cocis.2010.12.007.

[9] H. El Moll et al., "Polyoxometalates Functionalized by Bisphosphonate Ligands:
Synthesis, Structural, Magnetic and Spectroscopic Characterizations and Activity on
Tumor Cell Lines,” Inorg Chem, vol. 51, no. 14, pp. 7921-7931, 2012, doi:
10.1021/ic3010079.Polyoxometalates.

14



Chapitre 1 : Reperes bibliographiques

Ce chapitre vise a fournir des références
bibliographiques  permettant  d'aborder les
domaines des nanoétoiles d'or et des
polyoxometallates. Il est structuré en quatre parties
distinctes.

La premiere partie abordera les généralités
concernant les nanoparticules d’or. La deuxieme
partie se concentrera sur les nanoparticules d’or de
forme étoilée. La troisieme partie présentera les
bases de la chimie des polyoxometallates, en
mettant particulierement ['accent sur ceux
fonctionnalisés par des ligands bisphosphonates.
Enfin, la quatrieme partie deécrira ['utilisation
combinée des nanoparticules d'or et des
polyoxométallates.
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1 Les nanoparticules d'or (AuNP)

1.1 Introduction générale

Au fil de l'histoire, l'or a joué un role fondamental, non seulement sur le plan
économique, mais également sur le plan culturel. Depuis les débuts de I'humanité, il a
captivé l'imagination en raison de sa brillance, de sa malléabilité, et surtout de sa rareté.
Symbole de richesse, de pouvoir et de beauté, il a orné une multitude d'objets précieux,
de monuments, de tombes de pharaons, et de cathédrales médiévales. Dans les
civilisations amérindiennes précoloniales, il revét méme une dimension spirituelle, voire
sacrée. Souvent au cceur de leurs rituels, il symbolise le soleil et la fertilité (Figure 1 a).[1]
Son utilisation en tant que matériau précieux a perduré a travers les ages, touchant

pratiquement toutes les civilisations jusqu'a nos jours.

L'élément atomique 79, au-dela de ses utilisations a I'échelle macroscopique, a été
exploité sous forme nanométrique pendant des siecles, bien avant l'avenement des
nanotechnologies. De nombreux vitraux et porcelaines médiévaux tirent leurs teintes de
nanoparticules métalliques, notamment de cuivre, d'argent, mais aussi d'or pour obtenir
la couleur pourpre.[2] Cependant, I'objet le plus célebre demeure la fameuse « coupe du

roi Lycurgue », une coupe romaine dichroique (rouge en transmission et verte en

Figure 1: a) Poporo: piece rituelle en or massif utilisé par la culture amérindienne
Quimbaya. b) et ¢) Coupe de Lycurgue incorporant de ' or nanométrique; rouge en
transmission (b) et verte en reflexion (c)
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réflexion), datant du IVe siécle et conservée au Musée britannique, qui contient des

nanoparticules d'or et d'argent (Figure 1 b et c).

Il existe deux voies pour obtenir des nanoparticules d'or (AuNP). La premiéere, appelé
"Top-down", consiste a fragmenter I'or en bulk, par exemple par ablation laser[3] ou
pulvérisation ionique.[4] La seconde, connue sous le nom de "Bottom-up"”, consiste a
produire les nanoparticules d'or par assemblage atomique en réduisant un précurseur
d'or (Figure 2). La méthode la plus couramment utilisée pour réduire le précurseur est la
réduction chimique.[5],[6] Il existe cependant d'autres formes comme la sonochimie
(réduction du précurseur en utilisant des ultrasons),[7] la photochimie[8] ou bien

I'électrochimie.[9]

Bulk Nanoparticules Atomes

» ﬂ an > aum o )

Clusters

/

Poudre

Figure 2: Les deux voies d'obtention des AuNP. Fleches bleues pour la méthode Top-down.
Fleches vertes pour la méthode Bottom-up.

Ce n'est qu'en 1857 que Faraday développa des protocoles pour obtenir de I'or colloidal
en utilisant l'approche "Bottom-up". Ces protocoles furent ensuite perfectionnés par
Turkevich en 1951.[11] Depuis lors, la plupart des équipes de recherche impliquées dans

ce domaine ont développé leurs propres protocoles dérivant de ceux-ci.[10]

1.2 Propriétés des nanoparticules d’or

1.2.1  Description du phénomeéne physique de résonance du plasmon de surface

localisé (LSPR)

Les propriétés optiques trés intéressantes des nanoparticules métalliques sont
notamment dues a un phénomene connu sous le nom de résonance plasmonique de
surface (SPR).[11]. Ce phénomeéne provient de linteraction des ondes

électromagnétiques avec la surface des nanoparticules, provoquant une oscillation des
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électrons présents a la surface. Les différences de propriétés optiques entre les
nanoparticules et les particules macroscopiques de méme composition chimique sont
principalement attribuables au rapport surface/volume trés élevée pour les

nanosystémes.[12]

En 1957, R.H. Ritchie prévoit I'existence du plasmon de surface.[13] Ce phénomene
découle de l'oscillation collective des électrons d'un métal lorsqu'il est excité par le
champ électrique d'une onde électromagnétique. Dans le cas des nanoparticules, ou le
plasmon est confiné dans une région de taille inférieure a la longueur d'onde, on parle
de LSPR (Localized Surface Plasmon Resonance) (Figure 3). La fréquence d'oscillation est
déterminée par la forme et la taille de la distribution de charge, et l'oscillation collective
des électrons est appelée résonance plasmonique dipolaire de la particule. [11] Pour les
AuNP, la LSPR se situe généralement dans le domaine du visible, conférant une couleur

caractéristique a la solution colloidale en raison de I'absorption tres forte de la lumiére.

Champ

Eléctrique
nuage
d'éléctrons

Figure 3: Résonance plasmon de surface. Créé avec BioRender.com
Aprés absorption, le plasmon de surface peut émettre de maniere radiative, provoquant
une diffusion de la lumiére, ou de maniere non-radiative en convertissant la lumiére

absorbée en chaleur.[12]

Plusieurs facteurs influencent la longueur d'onde a laquelle se produit la LSPR,
notamment la forme et la taille des nanoparticules. Par exemple, pour des nanoparticules
d'or sphériques de quelques dizaines de nanometres de diametre, la LSPR se situe dans
le domaine du visible, typiquement entre 520 et 550 nm.[14] En augmentant le diametre

de telles AuNP sphériques, la bande plasmon se déplace vers le rouge. Mais par ailleurs,
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la morphologie du nano-objet (pyramide, étoile, batonnet, cube, etc) a une influence

notable sur la longueur d'onde de cette bande.

1.3 Applications biomédicales des nanoparticules d’or

Les nanoparticules d'or sphériques sont reconnues depuis longtemps comme pouvant
étre des nanomatériaux de choix pour une grande variété d'applications[15] comme la
peinture,[16] l'industrie alimentaire,[17] la détection du cancer,[18] lindustrie
cosmétique[19], la détection de protéines et de métaux lourds,[20] ou bien comme agent
de contraste pour la tomographie a rayons X ou photo acoustique [21] entre autres. De
plus, la LSPR peut générer un champ électrique local intense au voisinage des
nanoparticules d'or et ainsi induire un signal de diffusion Raman exalté de surface (SERS)
pour la détection de molécules uniques.[22] La Figure 4 regroupe les applications
potentielles des AuNP en matiére de diagnostic et de traitement du cancer.[23] Les
travaux présentés dans cette thése se concentrent sur deux applications spécifiques, la

délivrance de médicaments et la photothérapie.

Drug delivery Imaging agent

Nanoenzyme
Adeisay)
jewusyjojoyd

Targeting

Figure 4: Applications théranostiques des AuNP dans le traitement du cancer.
Reproduit de Bai et al. (2020) [23]

1.3.1 Délivrance de médicaments
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La vectorisation de médicaments via des AUNP permet de remédier a un certain nombre
de limites présentées par un grand nombre de médicaments telles que la faible
pénétration cellulaire, [24],[25] leur instabilité dans des milieux biologiques tels que le
sang,[26],[27] ou bien le manque de spécificité cellulaire et tissulaire. [28] Grace a cela,
les doses des médicaments peuvent étre beaucoup plus faibles pour un effet analogue
tout en diminuant le risque de toxicité et d'effets secondaires.[29] Deux types de
vectorisation sont possible. Le premier est la vectorisation passive (effet EPR)[30], [31],
[32] qui ne fait appel qu'aux propriétés intrinseques des AuNP pour leur pénétration et
accumulation au sein des cellules. Le second est la vectorisation active, qui consiste a
fonctionnaliser des AuNP par des anticorps ou des peptides spécifiques pour augmenter
I'affinité envers le tissue ciblé.[33], [34] La délivrance de médicaments implique le dépot
a la surface d'’AuNP de molécules thérapeutiques ayant par exemple une activité
antibactérienne ou antitumorale. Deux types d'interactions sont possibles entre les AUNP
et les agents thérapeutiques, des interactions covalentes ou/et des interactions de type
électrostatique ou de van der Waals.[35] Les molécules actives peuvent étre utilisées
directement au moment de la synthese des AuNP, agissant comme réducteur et/ou
stabilisant,[36] remplacer un ligand préexistant ou bien encore se lier a ce dernier.[35]

(Figure 5)
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AMAAYWY  Médicament

e Autre ligand

Figure 5: Chargement de médicament sur une AuNP. Créé avec Biorender. A) Le chargement
s'effectue durant la synthese de 'AuNP, le médicament jouant le réle de stabilisant et/ou
de réducteur. B) Synthese de 'AuNP, puis le médicament remplace le ligand stabilisant.
C) Synthése de 'AuNP, puis le médicament se connecte au ligand stabilisant.

1.3.2 Photothérapies

La photothérapie consiste en l'utilisation de I'énergie sous forme de lumiere soit afin
d’augmenter localement la température (hyperthermie on parlera alors de thérapie
photothermique (PTT)), soit pour produire de I'oxygene singulet ('0,) ou d'autres
especes réactives de I'oxygéne (ROS) (on parlera alors de thérapie photodynamique

(PDT)).

L'utilisation de la chaleur comme traitement du cancer s'est développée grace a la
découverte chez certains patients atteint de cette maladie et d'une infection entrainant
une forte fievre d'une réduction des symptomes du cancer suite a une importante
régression des tumeurs. [37] De plus, il est avéré que I'hyperthermie contribue a rendre

les tumeurs plus sensibles a la radiothérapie et a la chimiothérapie.[38], [39] Les AuNP
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présentent plusieurs caractéristiques qui les rendent trés attractives pour le traitement
photothermique du cancer. Premierement, elles peuvent étre administrées directement
au niveau de la tumeur et étre activées via une irradiation a une longueur d'onde
correspondant a leur bande plasmon.[40] Elles permettent donc une thérapie ciblée. Mais
de plus elles sont trées peu toxiques et facilement fonctionnalisables, permettant
d'associer la photothermie a d’autres fonctionnalités, via par exemple |'adhésion de
marqueurs moléculaires qui améliorent la sélectivité envers les cellules cancéreuses,

réduisant ainsi le risque de brilure ou d'inflammation des tissus sains.[41]

L'absorption de lumiere par les AUNP provoque donc une excitation des électrons libres
de la bande plasmonique. L'impulsion d'électrons chauds qui en résulte subit un
refroidissement rapide par collisions avec la structure d'or et chauffe instantanément les
nanosystemes a des températures de plusieurs milliers de degrés.[42],[43] Cette chaleur
est ensuite transférée aux cellules environnantes et peut induire une hyperthermie locale,
entrainant la mort cellulaire aux environs de 42°C.[44], [45] En comparaison avec les
vaisseaux sanguins des tissus normaux, les vaisseaux sanguins des tumeurs présentent
de nombreuses aspérités au niveau de la paroi, entrainant un blocage de
I'approvisionnement en sang a lintérieur du tissu tumoral. Ainsi, la capacité de
refroidissement du tissu tumoral est inférieure a celle du tissu normal. Par conséquent, la
chaleur produite lors du processus de conversion d'énergie lumineuse en énergie
thermique a plus de chances de s'accumuler dans la tumeur (Figure 6).[23], [46]
L'augmentation de température, et donc I'efficacité de la PTT dépend bien évidement de
plusieurs parametres liés non seulement aux AuNP (concentration, longueur d'onde de
la bande plasmon, environnement chimique, forme, etc) mais bien sir également au
laser utilisé (laser pulsé ou continu, longueur d'onde émise, puissance, durée

d’exposition).

Tumor cell
death

=

Figure 6: Schématisation du principe de la photothérapie. Extrait de Riley et Day (2017). [39]
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Pour que la PTT soit le plus efficace possible, la longueur d’onde du laser doit donc étre
proche de la bande plasmon des nanoparticules utilisées. Cependant, les nanoparticules
d'or (AuNP) sphériques, comme mentionné précédemment, présentent une bande
plasmonique dans le domaine du visible, ce qui est problématique étant donné
I'absorption significative des tissus biologiques a ces longueurs d'onde : pour une
photothérapie efficace, il est crucial d'opter pour des longueurs d'onde ou l'absorption
par les tissus biologiques est minimale. Deux régions particulierement importantes a cet
égard se situent dans le proche infrarouge, étant connues sous les noms de premiere et
deuxiéeme fenétres biologiques du proche infrarouge et abrégées NIR | (entre 650 et 950

nm) et NIR Il (entre 1000 et 1350 nm), respectivement (Figure7).[47]

Afin de décaler la bande plasmon vers I'une de ces fenétres biologiques, une option
envisageable est d'augmenter le diamétre des nanoparticules d'or (AuNP). Cependant,
les AUNP ayant un diametre supérieur a 100 nm présentent des inconvénients majeurs.
Non seulement elles ont une mauvaise stabilité colloidale en solution, mais elles
manifestent également une réponse plasmonique de plus en plus faible. De plus, ces
particules de plus grande taille sont moins aisément internalisables par les cellules.[42]
En outre, elles deviennent moins efficaces pour la délivrance de médicaments en raison
de la diminution de la relation surface/volume, ou la surface augmente avec le carré du

rayon tandis que le volume augmente avec son cube.

La deuxieme facon de décaler la bande plasmon dans le proche infrarouge est de
modifier la géométrie des AuNP.[48], [49] Plusieurs morphologies ont été considérées.
Par exemple des nanotriangles présentant une bande plasmon vers 650 nm, donc proche
de linfrarouge, ont été étudiés,[50],[51] ainsi que des nanosphéres creuses (HAUNP)
possédant une bande plasmon entre 600 et 800 nm,[52],[53] ou bien encore des
nanobatonnets (AuNR) qui eux possedent deux bandes plasmoniques, la premiere vers
530 nm et la seconde, plus intense, entre 700 et 1200 nm en fonction du rapport de
forme. [54], [55] Bien que ces géométries présentent un grand potentiel, les travaux de
cette these se sont concentrés sur une autre forme tout aussi prometteuse : les

nanoétoiles d'or (AuNS).
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Figure 7: Fenétres biologiques du proche infrarouge, reproduit de Smith et al.
(2009) [47]

24



Chapitre 1 : Repéres bibliographiques

2 Nanoétoiles d’or (AuNS)

Les nanoétoiles présentent une géométrie particulierement intéressante pour des
applications thérapeutiques car elles possédent une résonance de la bande plasmon
ajustable dans la premiére fenétre biologique du proche infrarouge (NIR 1) entre 650 et
950 nm.[47], [56], [57] Cette bande plasmon est le résultat de I'hybridation du plasmon
de chaque branche.[58] En plus de la bande plasmon principale, une bande secondaire
peut apparaitre entre 500 et 600 nm.[59] De plus, le rapport surface/volume est de
maniére significative plus élevé que pour des NP sphériques, entrainant une

augmentation de la quantité de médicament chargeable sur les nanostars.

2.1 Applications des AuNS

Les AuNS peuvent donc étre utilisées dans la plupart des applications qui ont déja été
mentionnées ci-dessus. Cependant, le changement de la réponse plasmonique di au
changement de la morphologie ouvre la voie a d'autres applications pour lesquelles il
s'avere que les AuNP sphériques sont peu ou pas adaptées. Par exemple, les AuNP
‘branchés’ telles que les AuNS pourraient étre utiles comme substrat pour des
applications en SERS grace a l'exaltation des champs électromagnétiques sur les
pointes.[60], [61], [62], [63] De facon similaire, les AUNS peuvent aussi étre utilisées dans
I'imagerie photoacoustique.[64] Mais de plus, grace a la facilité de les post-
fonctionnaliser, les AuNS peuvent combiner un grand nombre d'applications L'un des
exemples les plus notables est celui décrit dans la publication du groupe de Vo-Dinh
« Quintuple-modality (SERS-MRI-CT-TPL-PTT) plasmonic nanoprobes for theranostics »
qui décrit des AuNS pour une application thérapeutique, la thérapie photothermique,
mais également pour quatre applications différentes de diagnostic (SERS, magnetic
resonance imaging (MRI), computed tomography (CT), et two-photon luminescence

imaging (TPL).[65] Figure 8)
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Les nanoétoiles d'or sont donc une alternative a haut potentiel pour le traitement du
cancer non seulement du fait que I'or est biocompatible et facilement fonctionnalisable,
mais également parce que la forme étoilée possede une relation surface/volume élevée
permettant une charge importante de médicament, mais aussi car le décalage de la

bande plasmon dans le proche infrarouge permet de renforcer [I'effet
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Figure 8: fonctionnalisation d’AuNS conduisant a une quintuple modalité effectuée par le
groupe de Vo-Dinh (2013)[65]

photothérapeutique.

2.1.1 Utilisation de AuNS dans la délivrance de médicaments

L'augmentation de la surface spécifique des AuNP ramifiées telles que les AuNS permet
donc une charge médicamenteuse plus importante que leurs homologues sphériques.
Pour une absorption cellulaire réussie, la morphologie des particules doit cependant tenir
compte de deux forces motrices opposées : alors que les particules de plus grande taille
offrent des surfaces accrues pour des forces d'adhérence plus importantes entre les
particules et les membranes cellulaires, elles augmentent également I'énergie de
déformation nécessaire pour que la membrane cellulaire se plie autour de la particule.

Les AuNP ramifiées avec une grande surface et un volume relativement faible, devraient
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se situer a la limite entre les deux parametres.[42] Ceci a motivé les travaux de Tian et al.
qui ont proposé en 2016 une approche théranostique consistant a suivre en temps réel
par Raman la délivrance in vivo dans des souris du médicament anticancéreux
mitoxantrone (MTX) lié a des AuNS recouvertes de polyéthylene glycol (PEG). Apres 5
heures il a été observé par ICP-MS que la plupart des AUNS-MTX se sont accumulées

principalement dans la tumeur.[66]

Cependant, en raison de la bande plasmon présente dans le proche infrarouge, les
nanoparticules d'or sont principalement utilisées pour la thérapie photothermique (ou
dans le cadre de thérapies combinatoires). Ces deux cas seront décrits plus précisément

dans les paragraphes suivants.

2.1.2 Utilisation de AuNS pour la thérapie Photothermique (PTT)

Une des premieres études sur l'utilisation des AuNS pour la PTT a été réalisée par Van de
Broek et al. en 2011. Cette étude décrit les AUNS comme un nouveau type de AuNP
ramifiées, qui absorbe fortement le rayonnement proche infrarouge (NIR). En raison de
leur forme irréguliere et de leur rapport surface/volume tres élevé, la production de
chaleur est considérablement améliorée par rapport aux AuNP sphériques. Ceci peut étre
justifié considérant que dans le cas des AuNS, le champ électrique entrant pénétre plus
facilement a lintérieur des fines nanostructures, conduisant a une élévation de
température plus importante. Van de Broek et al. en 2011 ont ainsi synthétisé des AuNS
d’environ 60 nm, présentant une bande plasmon autour de 630 nm. Ces AuNS ont
ensuite été fonctionnalisées par des anticorps anti-HER2 et anti-PSA. Finalement, des
cellules tumorales SKOV3 ont été incubées a différentes concentrations
d'AuNS/anticorps et soumises a une irradiation laser émettant a 690 nm (38 W/cm?, 5
min), produisant une mort cellulaire confinée dans le champ d'action du laser.[67] En
2012, le groupe de Vo-Dinh a lui grace a des AuNS fonctionnalisées avec un peptide de
pénétration cellulaire (TAT-peptide) obtenu une photothermolyse efficace avec un laser
pulsé & basse puissance (850 nm, 0.2W/cm?), marquant ainsi une premiére pour une

puissance se situant en dessous du seuil d'exposition admissible.[68]

Bien que les nanoétoiles possedent habituellement leur bande plasmon localisée dans la

premiére fenétre biologique du proche infrarouge, certaines études comme celle de
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Pallavicini et al. en 2013 ont montré que des AuNS peuvent présenter des bandes
plasmon situées dans les deux fenétres biologiques NIR | et NIR Il. Selon cette méme
étude, l'effet PTT serait plus efficace par irradiation dans la deuxieme fenétre biologique,

le rayonnement pénétrant plus profondément les tissus.[43]

En 2014, Jo et al. ont réussi a conjuguer deux aptameres sur une méme AuNS, l'aptamere
anti-PSMA RNA A10 et 'aptamere de type peptide DUP-1 afin de cibler respectivement
les cellules positives (PSMA+) et négatives (PSMA-) du cancer de la prostate. Il a pu étre
montré que cela conduisait a une augmentation significative de la sélectivité des AuNS
pour les souches ciblées, les tests PTT ayant été réalisés avec un laser a 808 nm a des

puissances variant entre 0,3 et 4 W/cm? (Figure 9).[69]

Finalement, Srinivasan et al. (2023), dans I'une des premiéeres études de photothérapie
réalisée in vivo, ont implanté des cellules tumorales B16F0 et CT2A dans le crane de
souris. Aprés quelques jours, ils ont administré par voie intraveineuse une solution
d'AuNS stabilisée avec du polyéthylene glycol. Vingt-quatre heures plus tard, les souris
ont été traitées avec un laser interstitiel (LITT) pulsé (au centre de la tumeur) a 1064 nm
et 0,4 W pendant 10 minutes. L'analyse par ICP-MS a révélé que les AuNS se sont
accumulées entre 22 et 52 fois plus dans les cellules tumorales que dans les cellules
cérébrales normales, permettant ainsi de limiter I'nyperthermie a la tumeur. Les souris
ayant recu l'injection d'AuNS ont enregistré des températures de 58 °C, tandis que le

groupe témoin affichait 39 °C. [70]
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Figure 9: Utilisation de AuNS fonctionnalisées avec des aptameres pour la
photothérapie. Prise de Jo et al. 2014[69]

2.1.3  Thérapie combinatoire

Plusieurs études, incluant des études in vivo, ont mis en évidence qu'il était possible
d'utiliser les AuNS a la fois comme agent PTT et pour délivrer des médicaments. Ainsi, en
2019, Montoto et al. ont synthétisé des AuNS fonctionnalisées par une molécule
photolabile thiolée et postérieurement recouvertes de silice mésoporeuse chargée d'un
médicament chimiothérapique, la doxorubicine. Ces nanoparticules étaient ensuite
revétues de régulateurs supramoléculaires de type benzimidazole-B-cyclodextrine, qui
sont sensibles aux protons. Apres irradiation par une lumiere proche infrarouge, le
composé photolabile se photodissocie, conduisant a la formation d'acide succinique,
induisant ainsi I'ouverture du régulateur et la libération du médicament (Figure 10). Les
nanoparticules hybrides ainsi préparées se sont révélées non cytotoxiques pour les
cellules cancéreuse Hela, jusqu'a ce qu'elles soient soumises a une irradiation laser a 808
nm et 3 W/cm? pendant 10 minutes. Cette exposition a entrainé la libération
intracellulaire de doxorubicine et une hyperthermie, provoquant une réduction de la
viabilité des cellules HelLa de 100% a moins de 20%. Des tests similaires effectués avec

les AuNS ne contenant pas de doxorubicine ont montré une viabilité cellulaire finale de
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40%, suggérant que la différence de 20% pourrait étre attribuée a la libération du

médicament.[71]

Molécule photolabile Régulateur Acidesuccinigue
sensible aux 7 G f
£ A g
\ < ) ; H* J
& Silice |54 E U u.ﬁ@ @
{ ) 4 \ U
A e
¢ (]

Doxorubicine

Figure 10: Composite AuNS/silice mésoporeuse pour une thérapie duale. L'irradiation NIR
(nduit la dissociation de la molécule photolabile ce qui conduit a la formation de l'acide

succinique, induisant l'ouverture du régulateur supramoléculaire. Extrait de Montoto et al.
(2019)[71]

Finalement, en 2020, I'équipe de Miao a fonctionalisé des AuNS avec des brins d’ADN
sur lesquels ils ont chargé de la doxorubicine ainsi qu'un aptamer (AS1411) qui se lie
sélectivement aux nucléolines (une phosphoroproteine qui est surexprimée dans un
grand nombre de cancers et associée a une faible chance de survie [72]). L'objectif était
d'augmenter l'affinité des AuNS envers les cellules cancéreuses. Les nanocomposites
obtenus ont été testés in vitro sur la lignée cellulaire de cancer du sein MCF-7 pour
analyser le relargage du médicament a l'intérieur des cellules, avec et sans irradiation
laser dans le proche infrarouge. L'irradiation laser a non seulement permis un relargage
plus important de la doxorubicine mais de plus il a pu étre mis en évidence que I'effet

hyperthermique contribuait également a I'apoptose des cellules cancéreuses.

2.2 Synthese des AuNS

Il existe deux grandes voies de synthése des nanoétoiles d'or. La premiere est une
méthode directe, couramment appelée « one-pot » ou « seedless method », c'est-a-dire
sans germes. Bien qu'elle se déroule en une seule étape, elle est généralement peu
reproductible. La deuxieme méthode, communément appelée « seed-mediated », est

une synthese en deux étapes qui consiste a partir de germes d’'or préalablement
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synthétisés puis d'une phase de croissance pour la formation des nanoétoiles.

2.2.1 Syntheses en une seule étape (« seedless method »)

La synthese directe de nanoétoiles en une seule étape présente certains avantages, tels
que l'utilisation de moins de réactifs différents, ce qui entraine une purification plus
simple. De plus, cela évite les problemes liés a l'utilisation de différents lots de germes.
Cependant, deux problemes majeurs ont été identifiés avec cette méthode : le controle
des dimensions de la NS (taille du coeur et des branches, nombre de branches) et la
reproductibilité de la synthese.[60], [73], [74] Par ailleurs, bien que certains groupes aient
réussi a contourner ces deux obstacles, la plupart de ces synthéses utilisent des
surfactants toxiques comme le CTAB (bromure de cetylmethylammonium) ou encore le
PVP (polyvynylpyrrolidone), [75], ce qui complique leur application postérieure a des fins
biomédicales. Pour cette raison, la plupart des protocoles d'obtention de nanoétoiles

d’or se font aujourd’hui en deux étapes.

2.2.2 Syntheses en deux étapes

En raison des limitations évoquées ci-dessus, la méthode de synthese de nanoétoiles la
plus courante est celle en deux étapes (Figure 11). Tout d'abord, il s'agit d'obtenir des
germes, c'est-a-dire des nanoparticules d'or généralement sphériques de petite taille ou
dans certain cas présentant une autre géométrie comme les penta-twins,[76] qui
possedent une structure polycristalline avec des formes de type polyédrique. De plus, ces
nanosystéemes doivent étre les plus monodisperses et reproductibles possible. Ensuite,
en présence d'agent réducteur et d'un précurseur d'or, une croissance anisotrope se
produit sur certaines facettes du germe permettant d'obtenir la forme étoilée finale.
Cette croissance sélective peut étre assistée par de l'argent et/ou un surfactant tel que le
CTAB, [77], le DMF ou le PVP [78] Cependant, en fonction de I'application ultérieure, il
est souvent préférable de ne pas utiliser de surfactant. Dans ce cas, seul I'argent est ajouté
a la solution colloidale, celui-ci étant généralement introduit sous la forme de nitrate
d'argent. Par ailleurs, bien que plusieurs réducteurs soient envisageables tels que

I'nydroxylamine NH,OH,[79] I'acide ascorbique demeure le plus couramment utilisé.[58]
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Figure 11 : Synthese des AuNS en deux étapes

2.2.2.1 Synthese des germes

Bien que certaines études montrent donc la possibilité d'obtenir des nanoétoiles en
utilisant des germes non-sphériques,[80] la plupart des syntheses en deux étapes
utilisent des germes sphériques. [42] Cela pourrait étre d0 au fait que la synthése de
nanoparticules d'or sphériques a été tres largement étudiée depuis des décennies, il
existe dans la littérature scientifique une quantité impressionnante de protocoles
différents pour I'obtention de germes. Dans son célebre article de 1951, Turkevitch décrit
dix synthéses avec une grande variété de réducteurs possibles, tels que le phosphore
blanc (utilisé par Faraday) et l'acide citrique, ou le citrate de sodium (NasCit). Ces
syntheses explorent également plusieurs conditions de température et de rapport

Or/réducteur.[81]

Compte tenu du fait que les germes seront ultérieurement utilisés pour la croissance des
nanoétoiles, plusieurs parametres doivent étre particulierement considérés. Par exemple,
le diameétre des germes influencera la taille finale des étoiles mais aussi le ligand présent
a la surface qui pourrait avoir une influence sur la déposition des atomes d'or dans I'étape
de croissance. L'homogénéité des germes est essentielle pour obtenir des nanoétoiles
également homogenes. Enfin, et bien entendu, la reproductibilité des germes est cruciale

pour obtenir les mémes nanoétoiles de maniere cohérente.
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Parmi toutes les réactions explorées par Turkevitch, Frens a accordé une attention
particuliere a la réduction de 'acide tétrachloroaurique par le citrate de sodium, car les
nanoparticules d'or obtenues par cette voie sont non seulement trés homogenes, mais
aussi tres reproductibles. De plus, la modulation du rapport Citrate/HAuCls a permis
d'obtenir des nanoparticules sphériques de différentes tailles.[82],[83] Bien que d'autres
méthodes soient possibles, celle-ci reste la plus utilisée pour la synthese ultérieure des

nanoétoiles.[84]

Le groupe de Polte a décrit en 2015 la synthése Turkevitch-Frens en la divisant en quatre
étapes (Figure 12). Tout d'abord, une réduction partielle du précurseur d'or a lieu,
formant de petits clusters a partir des monomeres d'or. Lors de la deuxieme étape, ces
clusters forment des particules de germe d'un rayon supérieur a 1,5 nm. Les ions d'or
sont attirés et liés dans la double couche électrique (en anglais « electrical double layer
», EDL) des germes en tant que co-ions. Les troisieme et quatrieme étapes comprennent
la réduction des ions d'or (d'abord lentement puis rapidement) dans I'EDL, ce qui fait que
les monoméres d’Au’ se déposent exclusivement sur la surface des particules existantes
jusqu'a la consommation totale du précurseur. Il n'y a donc pas de formation de

nouvelles particules au cours des deux dernieres étapes.[85], [86], [87], [88]

Figure 12: Mécanisme de formation des AuNP (adapté de Wuithschick et al. 2015)[85]

Le rapport HAuCls/NasCit qui a été exploré par Frens et al. en 1973, joue un rdle crucial
sur la taille et la polydispersité des AuNP. En effet, en augmentant la quantité de citrate,
la taille finale des AuNP diminue.[83] Cela pourrait étre dG a la grande disponibilité de

réducteur dans les premieres étapes, favorisant ainsi la nucléation initiale.

Le pH de la réaction est fondamental car le précurseur HAuUCl4 existe en solution sous

différents complexes de la forme [AuCls«(OHy)]” en fonction du pH de la solution. Une
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augmentation du pH favorise le remplacement de Cl” par des ions OH’, et selon Dong et

al., la réactivité de ce complexe diminue avec I'échange de chlorures.[89]

L'ordre d’ajout des réactifs est lui aussi tres important. La méthode classique consiste
a verser une solution concentrée de citrate de sodium a température ambiante dans une
solution d'HAuCls a ébullition. Il est cependant possible de réaliser la synthese en
inversant l'ordre d'ajout, c'est a dire de verser une solution concentrée de HAuCl4 dans
une solution de citrate a 100°C. Une partie du citrate s'oxyde alors en acide
dicarboxylique d'acétone (DCA). Lors des premieres étapes, la nucléation est favorisée et
permet d'obtenir des nanoparticules de petites tailles.[90], [91] Le DCA, n’est pas, par lui-
méme, plus réactif que le citrate, cependant, I'effet tampon du citrate disparait avec sa
consommation comme réducteur, ce qui minimise la formation de complexes [AuCls-
«(OHYI", augmentant ainsi la disponibilité initiale du AuCls™ plus réactif, entrainant la
formation accrue de clusters, ce qui finalement conduit a des nanoparticules de taille

plus petite.[85]

La réaction est également affectée par la température. Selon Dong, pour un rapport
Cit/Au de 2,5, une diminution de la température entraine une augmentation de la taille
des particules. Cela s'explique par le fait que la réduction initiale du HAuCl,4 est plus lente,
générant ainsi moins de points de nucléation dans les premiers instants et conduisant a
une accumulation d'or sur moins de particules. Cependant, lorsque le citrate est en large
exces (Cit/Au=7,6), l'influence de la température disparait.[89]

2.2.2.2 Croissance des nanoétoiles

Apres la synthése des germes, |'étape suivante est celle de la croissance anisotrope. Pour
cela, plusieurs conditions bien particulieres doivent étre réunies. En plus du sel d'or et de
I'agent réducteur (qui ne doit étre pas étre trop fort pour éviter la formation de nouvelles
AuNP, mais suffisamment pour faire de la réduction de I'or une réaction irréversible), [42]
la présence des germes synthétisés en amont qui servent de point de départ (et
finalement de coeur de chaque nanoétoiles) et d'un agent qui oriente la croissance
sélective sont indispensables. Pour éviter I'utilisation de surfactants qui peuvent non
seulement étre toxiques mais également entraver la fonctionnalisation postérieure par

des ligands d'intéréts ou l'internalisation cellulaire nécessaire pour les applications visées
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dans cette these, I'agent orienteur utilisé dans le cadre de notre étude sera l'argent.

Le rOle exact de largent présent dans le milieu de réaction de croissance des
nanoparticules d'or est toujours sujet a discussion.[42] Alors que certains auteurs
affirment que les cations Ag® précipitent avec des anions ClI” bloquant certaines
facettes,[79] la plupart affirment plutét qu'il s'agit d'une déposition en sous-potentiel
(« underpotential deposition » (UPD)) de I'argent métallique (Ago) sur les facettes les plus
énergétiques des germes. La UPD est une électrotrodéposition de monocouche(s)
métallique(s) sur un substrat de métal étranger a des potentiels qui peuvent étre
significativement moins négatifs que ceux du dépot sur la méme surface métallique que
I'adsorbat.[92] Il est trés difficile de trancher sur cette question. La spectroscopie de
photoélectrons X (XPS) ne permet pas de discriminer l'une des deux hypotheses car les
énergies de liaison de I'Ag® et de AgCl sont extrémement proches (~368.1 eV Ag

3ds,,).[58],[93],[94] La Figure 13 illustre I'étape de croissance des nanoétoiles.

Dénositi N ,
Germes éposition l(en sous  Déposition d'or sur les Fin de |a croissance
potentiel) d'argent sur  facettes libres, croissance
certaines facettes des branches
o o A 0 7 0
Au ,A% l ) Au ( 1 Au
~ “7 <07

Figure 13: Croissance des nanoétoiles d'or. Crée avec Biorender

Parmi les facteurs qui modifient la forme et la taille finale des nanoétoiles, on retrouve
évidement ceux qui influencent la synthese des germes, tels que le rapport
HAuCls/Réducteur, le pH, l'ordre d’ajout des réactifs et la température de
synthese.[42] Cependant, a ce jour il n‘existe que peu ou pas d'études dédiées a une
seule variation de ce dernier parametre. De plus, comme cette étape de la synthése
implique des germes déja formées (avec toute une gamme de paramétres qui peut
modifier la morphologie finale, telle que la concentration, la forme, la taille, la
polydispersité, la composition chimique de la couche de stabilisant, les facettes
cristallines, etc.) et un agent qui oriente la croissance (dans notre cas AgNOQO3), I'analyse

de l'influence des paramétres est tres complexe. [95], [96], [97], [98], [99]
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La concentration en germes est une des variables les plus analysées. Il est aujourd’hui
accepté qu'une diminution de la concentration en germes entraine la formation d’AuNS
de plus grande taille. Cela s’explique par le fait que le nombre de AuNS est déterminé
des le début de I'étape de croissance par le nombre de germes présent dans la réaction.
Si la quantité d’Au® disponible doit se diviser en moins de germes, il y aura plus d’'or qui

se dépose sur chacune. [100]

La taille des germes est un parametre plus difficilement contrélable car cela implique
I'obtention de germes par des protocoles différents (ce qui peut aboutir a d'autres
différences comme la polydispersité, les types de facettes cristallines exposées, la
quantité de citrate qui reste en solution, etc.). Il a cependant été proposé que des germes
de plus grande taille favorisent l'obtention de nanoétoiles plus grandes et présentant

davantage de branches.[100]

La concentration d’AgNO; est un facteur fondamental a contréler car il impacte
beaucoup la morphologie finale. Cependant, les résultats obtenus différent notablement
en fonction des spécificités de chaque étude. Il n'y a donc pas une proportionnalité
directe ou inverse entre la concentration d'argent et la taille ou la morphologie, mais

plutdt une relation plus complexe qui dépend de plusieurs facteurs. [79], [100], [101]

Concentration d’ions halogénures tel que les ions CI°, CI" est naturellement présent
dans la réaction car le précurseur d'or le plus utilisé (HAuCls) en possede 4. D'autres ions
halogénures tels que Br" ou I', présents dans certains surfactants, peuvent modifier la
morphologie des nanoétoiles. Cependant, comme les travaux de cette these se
concentrent uniquement sur les nanoétoiles synthétisées sans surfactant, nous

n‘entrerons pas d'avantage dans les détails a ce sujet.[100], [102]

Le moment exact de I'ajout de chaque réactif. En effet, si les ions Ag™ sont ajoutés
trop tot, il y a possibilité de précipitation sous forme de chlorure d'argent. A I'opposé,
s'ils sont ajoutés trop tard, le réducteur entraine la formation de nanoparticules

sphériques.[58]
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3 Polyoxometallates

3.1 Introduction

Les POM sont des composés inorganiques incorporant des ions métalliques a haut degré
d'oxydation (+4, +5 ou +6) tel que le molybdéne (conduisant a des polyoxomolybdates
ou POMo), le vanadium (conduisant a des polyoxovanadates ou POV), et le tungsténe
conduisant a des polyoxotungstates, ou POT) ainsi que des ligands oxo ou hydroxo.[103]

Ces systéemes sont modulaires et facilement manufacturables.[104]

Les POM sont des espéces intermédiaires entre I'ion métallate basique mononucléaire
[MO4]" et l'oxyde métallique MOy La plupart des polyanions sont formés par
condensation en diminuant le pH d'une solution aqueuse de MoO4*, WO4* ou VO,*.

Deux types de condensation sont possible, I'olation et 'oxolation. [15]
M-OH + M-OH, = M-O(H)-M +H,O (olation)
M-OH + M-OH = M-0O-M +H,O (oxolation)

La Figure 14 résume le processus de formation des polyoxométallates a partir de la

brique élémentaire [MO,]" par polycondensation a pH contrélé.

Oxoanions 10

[MO]™

H
OH" H* g

A\ 4

Polyoxoanions ou Hydroxoanions

[MO,]™ ou [MxOy(OH)m]™

Figure 14: Formation des POM
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Une grande diversité structurale peut étre obtenue en modifiant les parametres de la
réaction comme le pH, la nature et concentration des précurseurs et la température.
Cependant, ces oxydes anioniques peuvent étre classés en deux grandes familles : les
isopolyoxométallates, ou isopolyanions de formule générale [M,O,]", et les
hétéropolyoxométallates, ou hétéropolyanions de formule générale [X,M;O,]" ou X

représente un hétéroatome du bloc p tel que le B", le PY, I'As, ou bien le Si".

Le premier POM décrit dans la littérature est le phosphomolybdate d’ammonium
(NH4)3[PM012040], découvert en 1826 par JJ. Berzelius.[105] Grace aux travaux de J.F.
Keggin, sa structure a pu étre déterminée par diffraction des rayons X sur
monocristal.[106] Ces derniéres décennies, une multitude de structures ont été mises en
évidence. Cette diversité structurale ainsi que les propriétés physico-chimiques qui en
dérivent ont permis [l'utilisation des POM dans différents domaines comme la
catalyse,[107],[108] I'électrochimie,[109] le magnétisme[110] ou le biomédical [111],[112]

notamment grace a des propriétés antibactériennes[113] et antitumorales[114].

La plupart des POM dérivent de structures types, les plus courantes étant les structures
de type Keggin [XM12040]" ((XM12}) (Figure 15a), Dawson [X2M15062]" ({X2M1s}) (Figure
15b), Lindgvist [MeO19]" ({Me}) (Figure 15c) et Anderson [XMgO24]" ({(XMe}) (Figure 15d). I
existe aussi des anions géants possédant jusqu'a 368 centres métalliques (Figure 15e et

15f).[115]

3.2 Fonctionnalisation

Bien que les POM soient des composés purement inorganiques, il peut étre intéressant
de leur associer des fragments organiques dans le but de potentialiser une ou plusieurs
de leurs propriétés ou méme de leur en conférer de nouvelles. Ces POM, dit POM
hybrides, peuvent étre divisés en deux classes selon la nature de linteraction entre la
partie organique et la partie inorganique. La premiere classe (Classe I) inclue tous les
systemes présentant des liaisons non covalentes comme les liaisons d'hydrogene ou de

type forces de Van Der Waals ; la deuxieme classe (classe Il) regroupe alors ceux qui
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Figure 15: Représentation polyédrique de polyoxomolybdates types. Extrait de Herrmann
(2015).[15],[115] Mo : bleu,; O : rouge; B, Si ou P : orange. (a) Anion de type Keggin ; (b)
anion de type Dawson ; (c) anion de type Lindqvist ;(d) anion de type Anderson , (e) Anion
géant Moz, (f) anion géant Mo s..

présentent au moins une liaison forte de type covalente ou iono-covalente entre la partie
organique et la partie inorganique.[104] Le greffage d'un ligand organique a un POM par
liaison covalente nécessite un point d’encrage qui dépend de la nature chimique et
électronique de la partie inorganique. Une des formes de fonctionnalisation la plus
courante consiste a lier un atome d'oxygene périphérique du POM via une liaison M-O-
X, ou X représente un élément du bloc p. Dans le cadre des travaux présentés dans cette
these, nous avons fonctionnalisé des POM avec des ligands bisphosphonates (BP) via de
telles liaisons M-O-X. Les bisphosphonates représentent une famille de composés
organiques qui ont été synthétisés pour la premiére fois par N. Menschutkin en 1865. Ce
sont des analogues stables des pyrophosphates avec une liaison P-C-P qui remplace la
liaison P-O-P entrainant une résistance accrue a I'hydrolyse.[15] Le carbone entre les
deux groupes phosphonates peut étre lié a une grande diversité de groupes fonctionnels
qui permettront de classer les BP en deux catégories, les BP azotés et les non azotés (voir

Figure 16).
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Figure 16: Représentation du pyrophosphate et de bisphosphonates. Extrait de

Tomane (2021)[15] A) Pyrophosphate, B) BPs non azotés, C) BPs azotés.
Actuellement, de nombreux bisphosphonates sont commercialisés comme médicaments
contre l'ostéoporose ou la maladie de Paget : l'alendronate (acide alendronique) est
vendu sous le nom de Fosamax®, le zolédronate (acide zolédronique) est vendu sous le
nom d'Aclasta® et le risédronate (acide risédronique) sous les noms d'Actonel®,
Atelvia® et Benet®. Le fait que plusieurs études ont mis en évidence leur efficacité
comme agent antibactérien et anticancéreux [116], [117], [118], [119], [120], [121] et qu'ils
possedent deux groupes phosphonates qui peuvent se lier facilement aux POM par
liaison covalente font d'eux une famille de molécules trés intéressantes pour augmenter
I'effet anticancéreux des POM. Dans les travaux de cette thése nous nous sommes

intéressés particulierement a deux d'entre eux, 'alendronate (Ale) et le zolédronate (Zol).

Les premiers POM fonctionnalisés par des ligands monophosphonates ont été
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synthétisés en 1975 par Kwak.[122] Ils ont pour formule générale [(RP)2M050,1]* avec R=
H, Me, Et, Ph, CoH4NH;" ou p-CH.CsH4NH;™. Dans cette structure, deux tétraédres RPO4

s'étendent de chaque c6té d'un anneau de cing octaedres MoQOs.[122]

Le premier POM contenant du Mo" et un ligand bisphosphonates a été synthétisé et
structurellement déterminé par Kortz en 1995, il s'agit du
hexamolybdomethylenediphosphonate [(O3PCH2PO3)Mo6018(H.0)4]*".[123] En 2001,
Sergienko a obtenu différents POM fonctionnalisés avec un autre BP lacide

hydroxyethylidenediphosphonique.[124]

Dans les années 2010, au sein de I'équipe MIM de I'Institut Lavoisier de Versailles, une
étude approfondie portant sur la syntheése, la caractérisation et l'analyse de I'effet
anticancéreux de polyoxométallates fonctionnalisés par des ligand BP a été menée.[125],
[126], [127] En particulier toute une famille de polyoxomolybdates de formule générale
{Mo4(BP);M} ol M est un métal de transition (Mn", Mn"" ou Fe') et ou BP est un ligand
comme l'alendronate et le zolédronate ont été synthétisés. Ces POMo sont constitués
d'un cation 3d localisé sur un centre d’inversion et connecté a deux unités dimériques
{Mo",0¢}. Chaque BP est lié¢ & un dimére de Mo"' grace a des liaisons covalentes P-O-Mo
et C-O-Mo ainsi qu'au métal central (Figure 17). L'activité antitumorale de ces POM
hybrides a été testée. Une conclusion tres intéressante est que les POMo fonctionnalisés
avec un BP au minimum conservent l'effet anticancéreux du BP sur la lignée tumorale
MCF-7. Mais de plus, dans la plupart des cas, cet effet augmente. L'ICsq (concentration
du BP a laquelle I'activité métabolique se réduit de moitié¢) de I'alendronate libre étant
de 220 + 6 uM, il passe a 110 + 9 uM une fois greffé sur le POMo MosAle;Feeta 11 £ 3
WM une fois coordiné au coeur MosAle;Mn. Le zolédronate libre qui quant a lui posséde
un ICso de 15 + 3 uyM passe a 13 + 0.1 uM pour le composé MosZol,Fe et 2.6 £ 0.5 yM

pour le composé MosZol,Mn.[128]

C'est ce type de POM hybride que nous allons considérer pour notre étude portant sur

I'activité biologique d'assemblages POM/AuNS.
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Figure 17 : Représentation en polyedres et en boules-batons de composés de type
{Mo4(BP),M}. Extrait de Tomane (2021)[15]
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4 Composites AUNP-POM

L'élaboration de nanoparticules d'or nécessite toujours l'assistance d’'autres molécules,
soit afin de réduire l'or, soit afin de les stabiliser et d'éviter leur agrégation.
Malheureusement ces molécules (citrate, acide ascorbique, etc.) disposent rarement en
elles-mémes d'un intérét applicatif. Afin d'accéder a des propriétés multithérapeutiques,
on doit donc souvent fonctionnaliser a posteriori les nanoparticules d'or par échange de

ligand ou greffage (Figure 5).

4.1 Obtention des composites AuNP-POM

Etant donné que d’une part des POM ont déja été étudiés pour diverses applications
biomédicales pour lesquelles I'utilisation d'’AuNS présente également de grandes
applications potentielles, et que d'autre part les charges anioniques d’'un POM limitent
grandement l'agglomération d'AuNP grace a des phénomenes de répulsion
électrostatique.[129] I'élaboration de nanoparticules d’or fonctionnalisées par des POM
peut présenter un grand intérét applicatif. Il existe trois méthodes différentes pour
obtenir un nanocomposite AUNP-POM (Figure 18). La premiere consiste a réduire I'or en

i) POMs simply as ligands

o " -’ Reduction

L
(3
¢
L
+
Y

Metal ions POMs

i) POMs as both ligands and reductants

Electroreduction . v .
W or photoreduction . Metal ions
/ <o i ‘

POMs Reduced POMs

iii) Ligand-exchange process with POMs

$e
T o 5 Reduction -
¢ & + .{ 5 - \f e s .
™ - ,'\; —r-a
LI o :
Metal ions Other ligands TR
(e.g. citrate) Metal nanoparticles

Figure 18: Trois voies différentes permettant d'obtenir des nanocomposites AuNP-POM.
Extrait de Xia et al. 2023[130]

présence d'un POM totalement oxydé, lequel va adhérer a la surface des nanoparticules.
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Bien que le POM soit déja présent au moment de la réduction, il ne joue pas le réle
d’agent réducteur. La deuxieme consiste a utiliser un POM préalablement partiellement
réduit, c'est-a-dire incorporant des ions WY, V" ou Mo", ce qui lui permet de jouer le réle
d'agent réducteur de I'or au moment de la synthese. On peut noter qu'il est également
possible de partir d'un POM totalement oxydé et de le réduire soit par voie
électrochimique ou photochimique. La troisieme consiste en I'échange avec le POM de

ligands stabilisants présents a la surface de la NP.[130]

Le premier nanocomposite métallique — polyoxoanion a été synthétisé par Lin et Finke
en 1994. Un nanocluster d'iridium a été obtenu par réduction du POM (BusN)sNas[(1,5-
COD)IrP,W15Nb30¢;]. Il est important de remarquer qu'il est stabilisé par adsorption en
surface du méme POM.[131] Cependant, ce n'est qu’en 2002 que des nanoparticules d'or
ont été synthétisées avec un POM. Troupis et al. ont ainsi montré qu'un POM de type
Keggin [SiW1,040]* préalablement réduit par photolyse en [SiW1,040]° peut étre utilisé
pour réduire le précurseur métallique et en méme temps stabiliser les nanoparticules qui
se forment.[132] La premiére synthése de nanoparticules d'or en utilisant un POM réduit
a base de molybdene date de 2009, ou Zhang et al, en collaboration avec I'équipe MIM
de I'lLV, ont préparé des nanostructures d’'or de différentes géométrie et stables pendant
plusieurs mois en utilisant le POM de type Keggin partiellement réduit
H3[H4P(Mo")s(Mo"sO40]> comme agent réducteur et stabilisant. En modulant la
concentration initiale en POM et surtout le rapport molaire HAuCls/POM, ils ont réussi a
obtenir différentes morphologies, telles que des AUNP sphériques de différentes tailles,

des nanofils ou bien encore des nanopolygones. (Figure 19).[133]

Dans la méme voie, mais cette fois avec un POM complétement réduit a base de Mo",
Lang et al. ont également réussi en 2016 a synthétiser des AuNP (Figure 20). La réaction
suivie est décrite comme simple, rapide, avec un haut rendement et une stabilité des
nanocomposites obtenus d'au moins deux ans. L'étude XPS indique que le Mo" s'oxyde
complétement en Mo, confirmant ainsi que le molybdéne joue le réle d'agent

réducteur.[134]
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Figure 19: syntheése de AuNP de différentes morphologies obtenues en présence d’un
POM partiellement réduit. Reproduit de Zhang et al. (2009)[133]

(b) (c)
Fig. 1 Relevant species acting in the HAUCl, reduction: (a) dimeric form lNa((Mogogsmz-0)3(;12-503)3(,16-503))21’5 ~, (b) simplified protonated monomeric form

[(Mo¥O.1)x{o-OH)s(12-SO3):(us-SO3)1*~ used for modelling and (c) a schematic view of the final AUNP with the resulting POM stabilising the AuNP core
(AUNPs@POM). Colour code: green octahedra — reduced MoQg, yellow — S, magenta — Na, red — O, blue octahedra — oxidised MoOg.

Figure 20: Synthese de AuNP-POMo (Extrait de Lang et al. 2016)[134]

En 2019 le groupe de Cronin a congu une approche complétement différente pour
produire des composites AUNP-POM en utilisant comme précurseur d'or le composé
AU'NO3(PMe3), qui posseéde la capacité de se décomposer en Au® aprés un processus de
réduction induit thermiquement, et des POM a base de tungsténe ou de vanadium. Les
précurseurs sont chauffés par microondes pour aboutir a la formation de

nanocomposites (Figure 21).[135]
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Figure 21: synthése de AuNP-POM obtenus par voie micro-onde. Extrait de Martin
etal. 2079 [135]

En 2020, le groupe de Newton a lui mis au point une synthese de tels nanocomposites
par échange de ligand. A partir d’AuNP stabilisées par du citrate, et en exploitant la forte
affinité de l'or et du soufre, ils ont lié de maniére covalente un POM hybride
fonctionnalisé avec des thiols a la surface d’AuNP dans le but d'obtenir un
nanocomposite AUNP-POM stable et associant les propriétés optiques propre aux AuNP

et les propriétés électro et photochimique propres aux POM (Figure 22)[136]

4.2 Application des composites AuNP-POM

Les nanocomposites AUNP-POM sont depuis une dizaine d'années un sujet d'étude
récurrent en raison du grand potentiel qui pourrait émerger de la combinaison des
propriétés de ses deux composantes. Il existe ainsi des études en lien avec des domaines
tels que la photochimie, I'électrochimie, la catalyse et le SERS[130] Cette thése se
concentrera elle uniquement sur les applications d'intérét biomédical (voir Tableau 1) et

en particulier sur les systemes présentant une activité antitumorale.
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A route to stable redox- and photo-active NP@POM com-
posites.

Figure 22: Stratégie de greffage covalent et électrostatique de POM
a la surface de AuNP. Extrait de Martin et al. 2020 [136]

Tableau 1: applications biomédicales des composites AuNP-POM

Méthode de
POM fonctionnalisation Roéle du POM Ref.
Encapsulation des AuNP pour des
H3PW12040 Echange de ligand |applications anticancéreuses [137]
[Na{(Mo2"04)3(42-0)s
(U2-SO3)3 (W6-SO3)}2]"°" |Agent réducteur Agent chimiothérapeutique [138]
MosZol,Mn Echange de ligand |Agent chimiothérapeutique [36]
H3PW 15,040 et
H3PMo01,040 Echange de ligand [Agent bactéricide [139]
Echange de ligand

VsAles ou agent réducteur |Agent bactéricide [140]
H3PMo01,040 Agent réducteur Détection de l'acétaminophene  [[141]
KsP2W16V2062 Echange de ligand |Détection d'acide urique [142]
KgSiW11039 Echange de ligand |Traitement de I'Alzheimer [143]

On peut citer trois travaux dédiés a ce domaine. En 2016 Maicas Gabas et al. ont publié
une étude ou un POM au molybdene réduit a été utilisé comme agent réducteur pour la
synthese de nanoparticules d'or sphériques. Ce composite a ensuite été testé sur la lignée
tumorale B16 (mélanome) ainsi que sur une lignée de cellules non tumorales (Vero). Les

nanoparticules ont été détectées parimagerie MET dans les endosomes des deux lignées
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mais elles ont principalement affecté la lignée cancéreuse, bien qu'il y ait eu une plus
grande internalisation dans les cellules Vero (58% contre 42%, mesuré par ICP). Le POM
seul a été également testé comme témoin aux mémes concentrations, s'avérant inactif

sur les deux lignées et démontrant ainsi I'effet synergique des deux composantes.[138]

D'autre part, en 2018, un POM de type Keggin a été utilisé par Artiga et al. dans le but
de piéger des nanobatonnets d'or (AuNR) dans un hydrogel pour faciliter leur
internalisations dans des cellules Vero en vue de réaliser un traitement par
photothérapie. Ni les AuNR seuls ni les AuNR piégés dans I'hydrogel n‘'ont montré de
cytotoxicité significative. Cependant, lors de l'irradiation, seules les AuNR piégés dans

I'nydrogel ont présenté des effets cytotoxiques.[137]

Enfin, en 2021, Tomane et al. ont obtenu par échange de ligand des AuNP
fonctionnalisées par un POM hybride a base de molybdene et incorporant des ligands
zolédronate. Ce nanocomposite a ensuite été testé sur des cellules tumorales PC3 sous
irradiation dans la premiere fenétre biologique du proche infrarouge, mettant en
évidence le grand potentiel des nanocomposites AuNP-POM pour la thérapie
combinatoire (photothérapie et chimiothérapie) dans le cadre du traitement du cancer

(Figure 23).[36]
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Figure 23: pourcentage de mort cellulaire apres traitement en présence d’AuNP-POM et
d'AuNP-citrate, avec irradiation a 680 nm (PTT) et sans (Dark). Extrait de Tomane et al
2021 [36]

Cette these vise a |'élaboration de composites AUNS@POM-BP inédits pour le traitement
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combiné photothérapeutique/chimiothérapeutique du cancer. L'objectif est d'exploiter
les propriétés optiques des nanoétoiles d'or dans la premiere fenétre biologique du
proche infrarouge —propriétés que n'offrent pas les AuNP sphériques—, les capacités
réductrices des polyoxomolybdates réduits ainsi que les propriétés biologiques des

bisphosphonates.
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Chapitre 2 : Synthese et
caractérisation des précurseurs

Ce chapitre est consacré a la synthese et a la
caracterisation des différents précurseurs utilisés
pour la synthese des nanoétoiles. Nous
commencerons par présenter les germes
spheriques, puis les POMo réduits utilisés dans cette
étude. Ensuite, nous mettrons en évidence dans la

derniere partie du chapitre les similitudes et les
differences entre les deux types de POMo, ainsi
qu'entre ces derniers et l'acide ascorbique,
largement utilise comme reducteur dans la synthese
de nanoétoiles d’or sans surfactant dans la
littérature.




Chapitre 2 : Synthese et caractérisation des précurseurs

1 Introduction

Pour lI'obtention des nanoétoiles recouvertes de POMo hybride, nous avons opté pour
une synthése en deux étapes sans surfactant, dont le principe général a été largement
décrit dans le premier chapitre. La premiere étape concerne la synthése de
nanoparticules d’'or sphériques, un processus étudié depuis 1951 par Turkevich.[1] La
premiere partie de ce chapitre sera dédiée a la comparaison de diverses méthodes de
synthése publiées, visant a obtenir des germes aussi homogenes et reproductibles que
possible. En effet, méme de légeres variations entre différents lots de germes pourraient
entrainer des différences notables et imprévisibles sur les nanoétoiles. Les germes seront
caractérisés par spectroscopie UV-Visible, diffusion dynamique de la lumiere (DLS),

potentiel zéta et microscopie électronique en transmission (MET).

La deuxieme partie du chapitre sera consacrée a I'obtention et a la caractérisation par
spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FT-IR), résonance magnétique
nucléaire  (RMN) du phosphore et analyse thermogravimétrique (ATG) des deux
polyoxométallates réduits qui ont été utilisés pour la synthése des nanoétoiles.
Finalement, les propriétés électrochimiques des deux POM seront analysées et
comparées entre elles, ainsi qu'avec celles du réducteur le plus couramment utilisé dans
la synthese des nanoétoiles d'or sans surfactant dans la littérature, a savoir l'acide

ascorbique.

Les autres réactifs utilisés pour la synthése sont disponibles commercialement et
largement utilisés dans les laboratoires de chimie, ne nécessitant donc pas d'attention

particuliéere (nitrate d'argent, acide chlorhydrique et eau ultrapure).
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2 Syntheéses des germes

Pour la synthese des nanoétoiles d'or (AuNS) en deux étapes, il est fondamental de
pouvoir obtenir des nanoparticules d'or sphériques aussi homogénes, monodisperses, et
reproductibles que possible. Afin de garantir cela, aprés une inspection visuelle, les
germes obtenus sont caractérisés par spectroscopie UV-vis, diffusion dynamique de la

lumiere (DLS), potentiel zéta et microscopie électronique en transmission (MET).

L'inspection visuelle est considérée satisfaisante si le résultat de la synthese est un liquide
limpide présentant une coloration rose ou rouge caractéristique des nanoparticules d'or
sphériques. Sila solution est incolore ou légerement jaune, cela indique que le précurseur
d'or n'a pas été réduit, tandis que si la solution est violette, noire ou trouble, cela est

souvent synonyme d'agrégation des nanoparticules d'or.

Le spectre UV-Vis doit présenter une seule bande plasmon, entre 510 et 530 nm, la plus
fine possible, ce qui est synonyme de monodispersité. La longueur d'onde de la bande
plasmon est reliée au diametre des nanoparticules d'or. Ainsi une longueur d'onde entre
510 et 530 nm est en lien avec des nanoparticules sphériques de quelques dizaines de
nanometres de diamétre. Une longueur d'onde légerement supérieure a 530 nm peut
indiquer que les nanoparticules sphériques sont déja trop grandes pour une croissance
ultérieure. Une longueur d'onde significativement plus élevée peut également étre le

signe de la présence de formes non sphériques.

La diffusion dynamique de la lumiere permet d'obtenir le diametre hydrodynamique des
nanoparticules d'or, qui est légerement supérieur au diamétre réel car il prend en compte
la couche d'hydratation autour des nanoparticules.[2] L'avantage principal de cette
technique est sa rapidité et sa simplicité, car en cinq minutes, les résultats peuvent étre
obtenus, fournissant non seulement le diamétre moyen, mais aussi une distribution de
taille, que ce soit par nombre de particules, par volume de particules ou par intensité du

signal (voir Figure 1A).
Le potentiel zéta permet de déterminer les charges électriques en surface des
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nanoparticules d'or, lesquelles sont fondamentales pour leur stabilité. Des potentiels
proches de zéro (dans la plage de -30 a 30 mV) indiquent une solution instable ou peu
stable, tandis que des valeurs éloignées de zéro indiquent une solution stable. Cette
stabilité augmente avec lI'augmentation de la valeur absolue du potentiel zéta.[3], [4] La
Figure 1B montre la variation du potentiel en fonction de la distance a partir de la surface
de la nanoparticule. Le potentiel le plus élevé se trouve a la surface (« surface potential »),
puis le potentiel décroit exponentiellement quand on s'éloigne de la surface.
Immédiatement autour de la particule se trouve une couche d'ions de charge opposée a
la particule appelée couche de Stern. Ensuite se trouve une couche d'ions associés de
maniére plus faible, la frontiere de cette couche est appelée « slipping plane ». Cette
frontiere délimite I'endroit ou la nanoparticule et les ions associés se déplacent en tant
gu'entité unique. Le potentiel zéta représente le potentiel de ce « slipping plane ».

surface  Stern slipping
potential  potential plane
Particle diameter
——

A Hydrodynamic diameter Bistias .

TEM

=]

@ positive charge
® negative charge

N

Zeta potential

Potential, mV

Distance from particle surface

Figure 1: A Diametre hydrodynamique. Figure extraite de Rahdar et al. (2019) [2]
B. Potentiel zéta. Figure extraite de Smith et al. (2017)[4]

La microscopie électronique en transmission (MET) permet non seulement d'observer la
taille réelle des nanoparticules d'or une a une, mais aussi leur morphologie. Bien que
cette technique soit tres utile, elle est également trés chronophage. La préparation des
grilles, I'ajustement du microscope et finalement l'analyse des données, y compris le
traitement des images pour obtenir les diameétres d'un grand nombre de nanoparticules,
font que seuls les échantillons potentiellement utilisés pour les synthéses des nanoétoiles

d'or sont soumis a l'observation par MET.
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Par la suite seront présentés les différentes synthéses de germes en utilisant des
protocoles utilisés dans la littérature. Dans toutes les syntheses présentées, le précurseur
d'or est HAuCl, et I'agent réducteur est le citrate de sodium. Ce dernier joue aussi le réle
de stabilisant dans toutes les syntheses a I'exception de celle réalisé selon le protocole

décrit par Ben Haddada et. al[5] ou c'est I'acide tannique qui joue ce réle (GD).

2.1 Germes (GA) selon la référence Yuan et al. (2012)

Le premier protocole que nous avons testé est celui décrit par Yuan et al. (2012)[6]. Il
permet d'obtenir des AUNP sphériques avec une concentration en or de 0,87 mM en

utilisant du citrate de sodium comme agent réducteur et stabilisant avec un rapport

Citrate
Au

=5,1. Selon les auteurs, le diameétre des nanoparticules obtenues est de 12+0,7 nm

(bien qu'ils ne mentionnent pas si cette valeur correspond au diametre obtenu par
microscopie électronique ou par DLS), ils ne présentent aucune image par MET ni de

spectre UV-Vis.

L'inspection visuelle révéle une solution limpide rouge bordeaux. Le spectre UV-Vis

présente une seule bande plasmon bien définie a 525 nm (Figure 2).

525 nm

Absorbance (u.a)

300 400 500 600 700 800
longueur d'onde (nm)

Figure 2: Spectre d'absorbance des AuNP (GA) synthétisées selon Yuan et al. (2012)
Le diametre hydrodynamique des germes, mesuré par DLS, est de 22,6 + 4,1 nm, tandis
que le potentiel zéta est de -51 + 4 mV. La valeur négative est due a la charge négative

des ions citrate qui stabilisent les nanoparticules.

La forme ainsi que la distribution des tailles des nanoparticules ont ensuite été

déterminées par microscopie électronique en transmission (Figure 3). Les diametres des
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nanoparticules ont été mesurés a l'aide du logiciel Image). Le diamétre moyen est de
18,6 + 4,9 nm, la distribution de taille est présentée sur la Figure 4. L'hétérogénéité est
notable dans les images, les nanoparticules les plus petites ont un diameétre de 6 nm,
pendant que les plus grandes atteignent 30 nm. Bien que ces germes pourraient
théoriquement étre utilisés pour I'étape de croissance, il est fort probable que cette

synthese conduisent a des nanoétoiles tres polydispersées et soit peu reproductible.

50 mm

&100 nm

Figure 3: Images MET des AuNP (GA) synthétisées selon Yuan et al. (2012)
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Figure 4: Distribution de tailles de AuNP (GA) synthétisées selon Yuan et
al. (2012)

2.2 Germes (GB) selon la référence Zabetakis et al. (2012)

Le protocole suivant pour la synthese des germes GB1 est basé sur la publication de
Zabetakis et al. (2012).[7] Il permet de produire des germes sphériques avec une

concentration en or de 0,3 mM en utilisant du citrate de sodium comme agent réducteur
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Citrate

et stabilisant avec un rapport =4,0. Selon les auteurs, les nanoparticules obtenues

ont un diameétre de 12,6 £ 0,9 nm (17,3 nm par DLS). Le spectre d'absorption (Figure 5)
présente une bande plasmon unique a 521 nm. La DLS indique un diametre
hydrodynamique de 21,4 + 2,3 nm. Le potentiel zéta est de -44 + 5 mV, ce qui est en

accord avec les charges négatives de I'anion citrate qui stabilise les nanoparticules.

521

Absorbance (u.a)

300 400 500 600 700 800
Longueur d'onde (nm)

Figure 5: Spectre d'absorption des AuNP (GB1) synthétisées selon Zabetakis et al. (2012)

Les images MET (Figure 6) permettent d'observer des nanoparticules sphériques tres

homogeénes en forme et en taille, avec un diamétre moyen de 15,0 £ 2,17 nm (Figure 7).
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Figure 6: Images MET des AuNP (GBT1) synthétisées selon Zabetakis et al. (2012)
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Figure 7: Distribution de tailles de AuNP (GBT) synthétisées selon de
Zabetakis et al. (2012)

Afin d'augmenter la concentration en germes de la solution, une variation du protocole
a été réalisée en multipliant par 2 la concentration des précurseurs. Cette décision
découle de la nécessité d'obtenir une solution de germes plus concentrée pour
permettre, lors de I'étape ultérieure de croissance des nanoétoiles d'or, I'obtention d'une
solution finale plus concentrée en particules. Cette adaptation est motivée par le fait que
les tests biologiques présentés dans le dernier chapitre nécessitent plusieurs dilutions

successives dans le milieu de culture.

Cette variante sera dénommée GB2 et permet d'obtenir des germes sphériques avec

Citrate

une concentration en or de 0,6 mM et avec un rapport .
u

=4,0. Selon les auteurs, le

diamétre des nanoparticules diminue légérement a 10,7 £ 0,9 nm (15,6 nm par DLS).
Selon eux, cette diminution pourrait étre due a la diminution du pH causé par
I'augmentation de la concentration de HAuUCls. L'inspection visuelle révele une solution
limpide de couleur rose. Le spectre d'absorption (Figure 8) présente une bande plasmon
unique a 519 nm. La DLS indique un diametre hydrodynamique de 18,3 + 2,0 nm. Le
potentiel zéta est de -48 + 9 mV. Les images MET (Figure 9) montrent des nanoparticules
sphériques avec diametre moyen de 14,1 + 4,5 nm (Figure 10) certaines coalescences

sont identifiables, ce qui augmente I'écart type.
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Figure 8: Spectre d'absorption des AuNP (GB2) synthétisées selon la variante
de Zabetakis et al. (2012)
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Figure 9: Images MET des AuNP (GB2) synthétisées selon la variante de Zabetakis et al. (2012)
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Figure 10: Distribution de tailles de AuNP (GBZ2) synthétisées selon Zabetakis et al.
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2.3 Germes (GC) selon la référence Sivaraman et al. (2011)

Le protocole suivant pour la synthése des germes (GC) est basé sur la publication de
Sivaraman et al. (2011).[8] La principale différence est I'ordre d'ajout des réactifs, dans ce
cas, c'est le précurseur d'or concentré qui est ajouté a une solution aqueuse contenant
le citrate de sodium qui est I'agent réducteur. Selon les auteurs cela permet d'obtenir des

AuNP homogenes avec un diametre inférieur a 10 nm, une concentration en or de 0,3

Citrate

mM et un rapport =5,0. Le spectre d'absorption (Figure 11) présente une bande

plasmon unique a 520 nm.

520

Absorbance (u.a)

300 400 500 600 700 300
Longueur d'onde (nm)

Figure 11: Spectre d'absorption des AuNP (GC) synthétisées selon Sivaraman et al. (2011)

La DLS indique un diameétre hydrodynamique de 21,8 + 2,9 nm. Le potentiel zéta est de
-42 + 7 mV, ce qui est cohérent avec les charges négatives de I'anion citrate qui stabilise

les nanoparticules.

Les images MET (Figure 12) permettent d'observer des nanoparticules sphériques trés
homogeénes en forme et en taille, mais avec un diamétre de 15,7 + 3,2 nm, supérieur a

celui reporté (Figure 13).
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S

100 _nm 50 nm

Figure 12: Images MET des AuNP (GC) synthétisées selon Sivaraman et al. (2011)
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Figure 13: Distribution de tailles de AuNP (GC) synthétisées selon Sivaraman et
al. (2011)

2.4 Germes (GD) selon la référence Ben Haddada et al. (2016)

Un quatrieme protocole (GD1) pour la synthese des germes a été testé, celui décrit par
Ben Haddada et al. (2016).[5] Il permet de produire des germes sphériques avec une

concentration en orde 0,29 mM en utilisant du citrate de sodium comme agent réducteur

avec un rapport Cij—zte:S,o et possede la particularité d'utiliser de l'acide tannique

comme agent stabilisateur. Selon les auteurs, le diamétre moyen est de 13,5 £+ 1 nm
pendant que la bande plasmon se trouve a 520 nm. L'inspection visuelle révele une
solution limpide de couleur rose. Le spectre UV-Vis présente une seule bande plasmon

bien définie a 520 nm. (Figure 14)
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520 nm
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Figure 14: Spectre d'absorption des AuNP (GD1) synthétisées selon Ben
Haddada et. al (2016)

L'analyse par DLS montre un diamétre hydrodynamique de 16,3 + 2,2 nm. Le potentiel

zéta est quant a lui de -48 + 14 mV, ce qui est en accord avec les charges négatives de

I'acide tannique et du citrate en surface des AuNP.

Les images MET (Figure 15) permettent d'observer des nanoparticules homogenes en

forme. On peut aussi observer que le diamétre moyen est 10,1 £ 2,9 nm (Figure 16).
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Images MET des AuNP (GD1) synthétisées selon Ben Haddada et. al (2016)
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Figure 16: Distribution de tailles de AuNP (GD1) synthétisées selon Ben Haddada et. al
(2016)

Une nouvelle fois, une variante a été introduite dans le but d'augmenter la concentration
en or des germes. Cependant, dans ce test, la concentration des précurseurs sera
multipliée par 3 et non pas par 2. Cette variante, qui n'est pas rapportée dans la littérature

permet d'obtenir des germes sphériques avec une concentration en or de 0,87 mM, sera

appelée GD2.

Le spectre d'absorption (Figure 17) présente une bande plasmon unique a 515 nm. La

DLS indique un diametre hydrodynamique de 11,6 + 2,8 nm. Le potentiel zéta est quant

alui de-53 £ 16 mV.

515 nm

Absorbance (u.a)

300 400 500 600 700 800
Longueur d'onde (nm)

Figure 17: Spectre d'absorption des AuNP (GDZ2) synthétisées
selon la variante de Ben Haddada et. al (2016)
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Les images MET (Figure 18) permettent d'observer des nanoparticules sphériques, avec
un diametre moyen de 7,3 £ 2,9 nm (Figure 19). Cette diminution de la taille par rapport

aux germes GD1 pourrait étre due a 'augmentation de la concentration du précurseur

HAuCl4
Réducteur

d'or, HAuCl,4 (tout en conservant la relation ), ce qui diminue le pH.

Figure18: Images MET des AuNP (GD2) synthétisées selon la variante de Ben Haddada et
al. (2016)
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Figure 19 : Distribution de tailles de AuNP (GD2) synthétisées selon la
variante de Ben Haddada et. al (2016)
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2.5 Discussion sur les différentes synthéses de germes

Les résultats des syntheses sont regroupés dans le tableau 1. Bien que tous les protocoles
effectués visent a synthétiser des nanoparticules d'or sphériques, plusieurs différences
sont identifiables. Les synthéses GD1 et GD2 incorporent un agent stabilisant (acide
tannique) additionnel au citrate. Des points communs sont également identifiables : les
potentiels zéta de toutes les AUNP sont négatifs car les ligands en surface sont tous des
anions, tel que le tannate pour les GD1 et GD2 et le citrate pour tous les autres. Un autre

Citrate

point commun, la relation dans toutes les synthéses est relativement proche entre

4,0 et 5,1, ce qui représente un large exces en réducteur.

Du point de vue de 'homogénéité, les germes les plus intéressants sont les GB1 avec
une taille de 15,0 £ 2,1 nm, soit I'écart type le plus bas des 6 protocoles testés. Pour cette

raison, la croissance des nanoétoiles se fera avec les germes GB1.

Tableau 1: caractérisation des germes obtenus

i Diametre Diameétre Potentiel Ligand
[Au] Relation | LSPR R&f
Code Citrate Référence obtenu zéta en
(mM) " (nm)
u (hm) (nm) (mV) surface
GA | 087 5.1 525 | 12+07* | 186+49 | -51+4 | citrate | (O]
GB1 | 0,30 4,0 521 | 126 +0,9 | 150 +21 | -44 +5 | citrate |L]
GB2 | 0,60 40 519 | 10,7409 | 141+45 | -48+9 | citrate | !
GCc | 030 40 520 <10 157+32 | -42+7 | citrate | (8
GD1 | 029 40 520 | 13,5+ 1 101 +29 | -48 + 14 | Citrate+ | []
Tannate
GD2 | 087 40 515 - 73429 | -531 16 | Citrate + | [3]
Tannate

* Les auteurs ne précisent pas s'il s'agit du diameétre obtenu par TEM ou par DLS
** La synthese n'existe pas dans la littérature avec cette concentration
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3 Synthese et caractérisation des polyoxométallates

Cette partie décrit la synthese et la caractérisation des POMo fonctionnalisés avec les
ligands alendronate et zolédronate. Il est important de noter que ces ligands sont
disponibles commercialement et largement utilisés en médecine, notamment pour le
traitement de l'ostéoporose. L'acide alendronique est connu sous le nom de Fosamax®,
tandis que l'acide zolédronique est vendu sous le nom d'Aclasta®. De plus, plusieurs
études ont mis en évidence l'efficacité des bisphophonates comme agents anticancéreux

et antibactériens.[9], [10], [11], [12], [13], [14]

3.1 Polyoxomolybdate réduit hybride MosAle;

Le polyoxomolybdate hybride [(C2Hs).N H>]s[M0"405(03PC(C3HsNH3)OPO3),].6H,0
(MosAle;) est un POM & base d'ions Mo" et de ligands alendronate. Il a été synthétisé
pour la premiére fois en 2010 dans I'équipe MIM a I'lLV par Compain et al.[14] en utilisant

le ligand alendronate synthétisé selon un protocole décrit par Kubicek et al.[15]

3.1.1 Structure du POMo MojAle;

Ce POMo centrosymétrique est constitué de deux unités {Mo,0O1o} connectées entre elles
par des arétes (Figure 20). Deux ligands bisphosphonates [O3PC(C3HsNH3)OPO3]*
tétradentés se lient de maniére dissymétrique aux ions Mo". En effet, un groupe {PO3} est
monocoordiné & un centre Mo", tandis que l'autre groupe phosphonate est coordiné via
deux atomes d'oxygene a un centre métallique adjacent. De plus, le groupe hydroxyle
déprotoné agit en tant que ligand pontant (u2-O). Les 6 contre-ions sont des cations

diméthylammonium, qui établissent des liaisons hydrogene avec les POM.[14]
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Figure 20 : Structure du POMo Mo.Ale,. Octaédres jaunes = Mo"Og, tétraédres verts =
PO., spheres noires = C, spheres bleues = N, sphéres noires = H

3.1.2 Caractérisation du POMo MosAle;

La premiere caractérisation réalisée est la spectroscopie infrarouge a transformée de

Fourier (FT-IR). Les vibrations des liaisons P-O et P=0 de l'alendronate sont détectables

entre 1036 et 1136 cm™', tandis que les vibrations des liaisons Mo-O et Mo=0 sont

visibles entre 893 et 970 cm™' dans le spectre infrarouge du composé (Figure 21).
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Figure 21: Spectre infrarouge du POMo hybride MojAle;

Le spectre RMN 3'P{'"H} du POMo Mo.Ale; dans D,O (Figure 22) présente un doublet de
doublets, a 30,9 et 31,2 ppm pour le premier et 20,2 et 19,9 ppm pour le deuxieme, en
accord avec la présence de deux atomes de phosphore non équivalents et couplés au

sein de chaque ligand bisphosphonate.
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Figure 22: spectre RMN *'P{’H} du POMo Mo.Ale

L'analyse thermogravimétrique (ATG) (Figure 23) du composé permet de confirmer le
degré d’'hydratation (6 molécules d’eau pour chaque molécule de POM) et d’'obtenir ainsi
la formule détaillée [(CaHs)>NH:]6[Mo'4s05(03PC(CsHsNH3)OPO3),].6H,0 avec une masse
molaire de 1406 g/mol.

100 1
_ HO  82%
—
90 -
9
8 80 - (:C)z
g - 31,8%
NO,
70 4
60 - } MoO, 60 0%
PZC)S

T T T T T T
100 200 300 400 500 600 700

Temperature (°C)
Figure 23: Analyse thermogravimétrique du POMo MoAle;

3.1.3  Propriétés électrochimiques du POMo MojAle;

Le POMo MosAle; étant utilisé pour réduire I'or présent sous forme d’Au” dans le
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précurseur HAUCl,, il est nécessaire d'étudier les propriétés électrochimiques de ce POM.
Cette caractérisation n'avait jamais été faite auparavant. Le cyclovoltammogramme du
POM a été enregistré afin de déterminer sila réduction est réversible ou irréversible ainsi

que de connaitre le potentiel standard afin d’obtenir le diagramme de prédominance.

La voltammétrie cyclique (Figure 24) a été réalisée sur une solution de MosAle; 4 mM en
utilisant une électrode en platine comme électrode de travail et avec comme référence
une électrode au calomel saturé (ECS). On peut observer une réaction d'oxydation
irréversible avec un potentiel anodique (E;) de 0,68 V (par rapport a la référence ECS).
Pour les réactions irréversibles, contrairement aux réactions réversibles, il est impossible
d’estimer le potentiel standard comme la moyenne entre le potentiel anodique (E,) et le
potentiel cathodique (E.). Il est cependant possible d'utiliser les deux premiéres dérivées
du voltammograme pour déterminer (E)' qui est le point d'inflexion (deuxiéme dérivée

égale a zéro) et offre une excellente estimation du potentiel standard E°.[16]
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Figure 24: Voltammogramme du POMo MoAle; a un pH de 5,5 (figure supérieur) ainsi que
sa premiere dérivée (figure du milieu) et la deuxiéme dérivée (figure inférieur)

Un point d'inflexion tres net apparait a 0,621 V vs ECS (ce qui correspond a un E° de 0,862
V vs ENH). Un deuxiéeme, beaucoup moins net a 0,395 V vs ECS (ce qui correspond a un

E° de 0,636 vs ENH) est aussi visible. La présence de deux potentiels d'oxydation
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différents des ions molybdéne présents dans le POM pourrait étre reliées a des
environnement chimiques différents de ces ions.

D'un autre coté la demi-équation de réduction de l'or est la suivante :

[AuCI4]_ +3e" > AW +4cCr E°=1,002 V /ENH [17]
Grace a la valeur des différents potentiels, on peut représenter le diagramme de
prédominance (Figure 25), on constate que le précurseur [AuCI4]_ ne peut pas coexister

avec le POMo MousAle;, entrainant la réaction entre les deux.

Réducteur Oxydant

0,636V 0,862V

T Mo,Ale, (MosAle,)

OoX

0 -
Au [AuCl,]

1,002 V

Figure 25: diagramme de prédominance avec le POMo MoAle;

3.2 Polyoxomolybdate réduit hybride MosZol,
Le polyoxomolybdate (POMo) hybride Nag[(M0,04(H20))4(O3PC(C4N2Hs)OPO3)4].20H,0
(MosgZols) est un POMo & base de Mo réduit (Mo") avec quatre ligands zolédronate. Il a

été synthétisé pour la premiére fois au sein de notre groupe.[18]

3.2.1  Structure du POMo MogZol4

Grace a des études par spectroscopie par résonance nucléaire (RMN), il a été possible de
mettre en évidence un équilibre entre deux especes différentes (Figure 26) : MogZols et
MosZol,.[18] MosZol, présente une structure analogue a celle du POMo MoJAle; décrit
précédemment. MogZol, quant a lui possede une structure cyclique résultant de
I'assemblage de quatre dimeres {Mo",010} via 4 ligands bisphosphonates. Sa structure
est analogue a celle du POMo MogAles.[14] MogZols est stable a basse température (5°C),
tandis que MoasZol, est I'espece majoritaire a haute température (80°C). Pour des
températures intermédiaires, un mélange des deux POMo est présent. La Figure 27

montre le spectre RMN *'P{'"H} & température ambiante, on peut voir les contributions
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de chaque espéce. . La présence d'une troisieme espece, non identifiée, est également

visible.

Figure 27 : spectre RMN *'P{' H} du POMo a température ambiante, le MogZol4 coexiste avec
le MosZol>

3.2.2 Caractérisation du POMo MogZol,4

M0820I4 Mo420I2

Figure 26: Equilibre entre les POMo MosZol, et Mo,Zol,. Octaédres jaunes = Mo" O,
spheres vertes = P, sphéres noires= C

Mog(Zol),

23,8
23,6

284
28,1

T r  r ¢ r ¢ [ [ [T

L] 28 26 24 22 0 18
Les bandes de vibration des liaisons P-O et P=O du zolédronate sont observées entre

1055 et 1154 cm™ sur le spectre infrarouge du POMo et celles des liaisons Mo=0 et M-
O sont centrées a 940 cm™ (Figure 28).

L'analyse thermogravimétrique (ATG) (Figure 29) du composé permet de confirmer le
degré d’'hydratation (20 molécules d'eau pour chaque molécule de POMo) et d’'obtenir
ainsi la formule Nag[(M0204(H20))4(0O3PC(C4N2H5)OP0O3)4].20H,0 avec une masse molaire
de 2708 g/mol.
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Figure 28: spectre infrarouge du MogZol4
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Figure 29: Analyse thermogravimétrique du MogZoly

3.2.3 Electrochimie du POMo MogZol4

Comme pour le POMo MoJsAle,, une caractérisation par voltammétrie cyclique a été

effectuée pour le POMo MogZols. Celle-ci (Figure 30) a été réalisée sur une solution de
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MogZols a une concentration de 2 mM en utilisant une électrode en platine comme
électrode de travail et avec comme référence une électrode au calomel saturé (ECS). On
peut observer une réaction d'oxydation irréversible avec un potentiel anodique (E,) de
0,486 V (par rapport a la référence ECS). A nouveau le potentiel standard est estimé grace
aux dérivées du voltammograme. Un seul point d'inflexion (E)' apparait a 0,430 V vs ECS,
ce qui correspond a un potentiel standard E°= 0,671 VS ENH. L'apparition d'un seul pic
s'explique par le fait que bien que les molybdene ont deux environnements différents,
ceux-ci sont trés semblables, l'unique différence étant que I'un est dicoordiné au Zol
pendant que l'autre est tricoordiné.

(E) = 0,430V
E,=0,486 V

0,02

001
0,00

N\ J

Courant (pA)

Premiere dérivée

Deuxiéme dérivée
LA
aalaiaggliaaaliaaaly
\‘
I

L
0,0 0,1 0,2 0,3 04 0,5 06 07 0,8 0,9 1,0 1,1
Potentiel (V vs ECS)

Figure 30 : Voltammogramme du MogZols a pH = 5,5 (figure supérieure) ainsi que sa
premiere dérivée (figure du milieu) et la deuxieme dérivée (figure inférieure)

Grace aux deux potentiels, on peut représenter le diagramme de prédominance (Figure

Réducteur Oxydant
0,671V
] Mo,Zol, (MogZols)
! I > E
2 AU (Aucl ]
1,002 V 4

Figure 31: Diagramme de prédominance avec le POMo MogZol,

31). On peut constater que le précurseur d'or, [AuCls]” ne peut pas coexister avec MogZols
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entrainant la réaction entre les deux.

3.3 Comparaison entre les POMo MosAle; et MosZol,

Les deux POMo présentent des similitudes sur certains aspects mais différent sur bien
d’autres. Les similitudes les plus remarquables sont que les deux possédent des ions Mo",
ce qui leur confere la capacité de réduire 'or. Cette capacité réductrice est néanmoins
plus faible que celle de I'acide ascorbique (H2A), qui est largement utilisé dans la synthese
de nanoétoiles dans la littérature,[19] car bien que ce dernier soit considéré comme un
réducteur faible,[20] son potentiel standard (E°) de 0,06 V par rapport a ENH, indique
qu'il est un réducteur plus fort que les deux POMo étudiés (Figure 32).[17] Cependant,
étant donné que la synthése avec l'acide ascorbique est tres rapide (30 secondes),[6]
I'utilisation d’un réducteur plus faible pourrait avoir I'avantage de permettre un meilleur

controle de la réaction. Un autre point commun entre les deux est le rapport atomique

Mo/P égal a 1.
Réducteur Oxydant
H,A DHA
Mo,Zol, (MosZols)
Mo, Ale, (MosAley)
| - o
0,06 V 0,671V
0 0636V 0862V i
Au [AuCl,]
1,002V

Figure 32: Diagrammes de prédominance comparatif

Les différences les plus notables sont les suivantes. Premiérement, le ligand
bisphosphonate n'est pas le méme, ce qui pourrait revétir une importance significative
lors de I'évaluation de la cytotoxicité, car le zolédronate est plus actif sur les cellules
cancéreuses que l'alendronate. Deuxiemement, le POMo MosZols posséde le double
d'atomes de Mo" et par conséquent, il peut donner le double d'électrons (tableau 2).

Cela devra étre pris en compte dans les syntheses des AUNS@POMo pour conserver la
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Au3+

relation Finalement, MosgZols possede aussi le double de groupes

Réducteur’

bisphosphonates par molécule.

Tableau2 : Nombre d'électrons disponibles par molécule de réducteur

Réducteur Nombre d'électrons disponibles
Acide Ascorbique 2
Mo, Ale, 4
MogZols 8
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4 Conclusion

L'ensemble des expériences décrites dans ce chapitre représente une démarche
méthodique et approfondie pour la synthese et la caractérisation des précurseurs
nécessaires a la fabrication des nanoétoiles d'or (AuNS) recouvertes de
polyoxomolybdates (POMo) hybrides.

La premiere partie du chapitre met en évidence l'importance de la synthese de
nanoparticules d'or sphériques homogenes et reproductibles, essentielles pour
garantir la qualité des nanoétoiles finales. Les différentes méthodes de synthese
explorées sont discutées en détail, avec une analyse approfondie des résultats
obtenus par différentes techniques de caractérisation telles que la spectroscopie UV -
Vis, la diffusion dynamique de la lumiere (DLS), le potentiel zéta et la microscopie
électronique en transmission (MET). Ces caractérisations permettent d'évaluer la
taille, la forme, la distribution et la stabilité des nanoparticules d'or obtenues. Les
germes synthétisés selon la méthode appelée GB1 (Zabetakis et al. (2012)) sont les
plus intéressants en termes d’homogénéité et seront ceux que nous utiliserons par la
suite pour la synthese des nanoétoiles.

La seconde partie du chapitre aborde la synthése et la caractérisation des POMo
fonctionnalisés avec les ligands alendronate et zolédronate. Ces ligands, disponibles
commercialement et utilisés en médecine, ajoutent une dimension intéressante a ces
composés en termes d'applicabilité potentielle, notamment dans le domaine médical.
Les caractérisations effectuées, telles que la spectroscopie infrarouge et la
thermogravimétrie, fournissent des informations importantes sur la composition et
la structure des POMo.

Enfin, I'étude des propriétés électrochimiques des POMo, réalisée par voltammeétrie,
confirme leur capacité a réduire I'or et contribue ala compréhension des mécanismes

impliqués dans les réactions de synthese des nanoétoiles.
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Chapitre 3 : Synthese de nanoétoiles
d’or avec le POMo hybride MosAle;
comme agent réducteur et stabilisant
et évaluation de leurs activités contre
des cellules cancéreuses

Ce chapitre est dans un premier temps dédié a la
synthese et la caractérisation de nanoétoiles d’or
obtenues en utilisant le polyoxométallate Mo.Ale>
incorporant le ligand alendronate et des centres
molybdene (V). La deuxieme partie du chapitre

décrit une meéthode permettant de moduler la
bande plasmon caractérisant ces nanoétoiles.
Finalement, la derniere partie abordera les tests de
cytotoxiciteé sur cellules cancéreuses (U-87 et MCF-
7) et non-cancéreuses (MCF-10)




Chapitre 3 : Synthese de nanoétoiles d'or avec le POMo hybride MosAle, comme agent
réducteur et stabilisant et évaluation de leurs activités contre des cellules cancéreuses

1 Introduction

Dans les derniéres années, il y a eu une importante floraison de descriptions de synthéses
en deux étapes de nanoétoiles d'or sans surfactant, la plupart d'entre elles étant basées
sur l'utilisation de germes sphériques comme ceux décrits dans le chapitre précédent. La
croissance est généralement assistée par du nitrate d'argent pour orienter la croissance
des branches de maniere sélective, pendant qu'un agent réducteur faible permet de
réduire les ions du précurseur d'or. Le plus utilisé est sans doute l'acide ascorbique
(CeHgOeg), celui-ci est capable de céder deux électrons par molécule. Dans le précurseur
HAuCls, I'or posséde un état d'oxydation de +3, et doit donc accepter 3 électrons pour
se réduire en AU’. La relation stcechiométrique est donc de 3 molécules d'acide

ascorbique pour 2 molécules de HAuCl,4 (Eq. 1).[1]
2HAU?*Cly + 3CgHgOs > 2AU° + 3C¢HeOs + 8HCI  (Eq.1)

Cependant, pour favoriser la formation des nanoparticules, au lieu d'utiliser la relation

Acide Ascorbique

stoechiométrique
HAuCl4

= 1,5, il est commun que le réducteur soit en exces,

Acide Ascorbique

avec, par exemple, des rapports
p p pp HAuCl4

entre 2 et 6. [2] Cela pourrait aussi se

éléctrons disponibles

T entre 4 et 12.

représenter comme

Etant donné que le POMo Mo,Ale; contient 4 atomes de Mo" qui peuvent céder chacun

, . . . .. Mo4Ale2 R
un électron, la relation stoechiométrique serait Ancls 0,75. Cependant les syntheses
u
Jny T p \ Mo4Ale2 .
ont été réalisées avec le réducteur en exces avec un rapport m=2 soit
u

éléctrons disponibles

Au3t

= 8.

Ce chapitre se divisera en deux parties, la premiére se concentrera sur la synthése et la
caractérisation des AUNS@MosAle;, on abordera dans un premier temps les parametres
et la cinétique de la synthése, suivie de I'analyse de la reproductibilité, de la description
du lavage et de la concentration par centrifugation, avant d'aborder la caractérisation
détaillée des AUNS@MosAle; par différentes techniques telles que la spectroscopie UV -
visible-proche infrarouge (UV-vis-NIR), la diffusion dynamique de la lumiere (DLS), la

microscopie électronique en transmission, la spectroscopie infrarouge de réflexion-
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absorption a modulation de phase (PM-IRRAS), la spectrométrie photoélectronique X

(XPS). Apres ces caractérisations, on abordera la modulation de la bande plasmon et de

Germes
Au3 + -

la taille des AuNS en modifiant la relation
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2 Synthese et caractérisations des AUNS@MosAle;

2.1 Paramétres de syntheése

L'étape de croissance des nanoétoiles et fortement influencé par une vaste gamme de

Germes  Réducteur AgNO3 |
Audt ’ Audt Audt !

parametres tels que : la température, le pH, les rapports

vitesse d’'agitation, l'ordre d'ajout des réactifs et méme le temps entre I'ajout de chacun
d’'entre eux.[2] Les rapports entre les différents réactifs ont été initialement sélectionnés
selon la référence [2], pendant que l'ordre et le temps d'ajout de ceux-ci ont été optimisés
dans un rapport de stage de Basile Bouvet au sein de notre groupe.[3] Enfin, la
température qui pour la croissance de AuNS est généralement la température
ambiante,[4] a été fixée a 0°C en plagant le réacteur dans un mélange eau-glace pour un
meilleur controle. De plus, les basses températures décalent la bande plasmon vers le

proche infrarouge.[5]

Le premier test exploratoire avec ces conditions a permis d'obtenir une solution
colloidale bleue, ce qui constitue le premier indicateur de la formation de nanoétoiles.
Aprés 30 minutes de synthése, la longueur d'onde de la bande plasmonique se situe aux
alentours de 800 nm, avec une bande secondaire également visible aux alentours de 530
nm (Figurel). Cette configuration de deux bandes est caractéristique des nanoétoiles, ou
la bande principale intense correspond aux pointes, pendant que la bande secondaire

est due au cceur de la nanoétoile.[6]

Absorbance (u.a)

400 600 800 1000 1200
Longueur d'onde (nm)

Figure 1: Spectre d'absorption des AUNS@Mo.Ale> aprés 30 minutes de synthese
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2.2 Cinétique de synthése des AuNS@MosAle;

Bien que le changement de couleur caractéristique de la formation des AuNS apparaisse
tres rapidement, des la premiere minute de synthése, nous avons constaté une évolution
de la bande plasmon des AuNS dans le temps quand la synthése est stoppée apres 30
min comme dans le test préparatoire. Nous avons donc cherché a déterminer sila bande
plasmon et donc apriori la géométrie des AuNS se stabilisait au cours du temps. La
réaction a été suivie par spectroscopie UV-visible (et proche infrarouge) pour déterminer
le temps nécessaire a la stabilisation de la bande plasmonique (Figure 2). La formation
des nanoétoiles est observée des la premiere mesure du spectre d'extinction. En effet,
alors que la bande plasmonique des germes se situe a 521 nm, la bande plasmonique
aprés 3 minutes de réaction est déja a 782 nm, suggérant I'apparition de nanoétoiles.
Cette valeur continue a augmenter pendant les 15 premieres minutes jusqu’a atteindre
801 = 7 nm puis redescend lentement pour se stabiliser a A = 750 £ 5 nm apres 2 heures

de synthese.

820

A) t=210 min B)

800

780

Absorbance
0.1

760

t=0 min 740

Longueur d'onde LSPR (nm)

720 T T T T T T T
460 660 860 10‘00 1200 0 30 60 90 120 150 180 210
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Figure 2: A) Caractérisation optique des AuUNS@MoAle, dans le milieu de
synthese entre t = 0 et t = 210 minutes de réaction. B) Evolution de la position de la bande
plasmon au cours du temps.

Ce dernier décalage de la bande plasmon pourrait étre di a une réorganisation des
atomes d'or sur certaines facettes afin de réduire I'énergie libre du systéeme. Ce
phénomene a été expliqué par le fait que la croissance des nanoétoiles est gouvernée
par les vitesses de déposition et de diffusion de I'or. Au début de la réaction, lorsque
beaucoup d'or est disponible, la vitesse de déposition est plus importante que celle de
la diffusion. Cependant, quand il ne reste plus d'or libre en solution, c'est la diffusion qui

prédomine.[7]
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2.3 Reproductibilité de la synthese

Une fois déterminé le temps nécessaire pour atteindre I'équilibre, la synthese a été
répétée dix fois dans les mémes conditions afin d'examiner sa reproductibilité (Figure 3).
On voit que la longueur d'onde de la bande plasmonique varie entre 730 et 769 nm, ce
qui donne une longueur d'onde moyenne A = 750 + 14 nm. Une bande secondaire est
visible aux alentours de 530 nm, elle peut étre attribuée aux coeurs des nanoétoiles.[8]
Cependant sa proximité par rapport a la bande principale plus large et intense rend

quelquefois difficile son identification.

Absorbance (u.a)

400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200
Longueur d'onde (nm)

Figure 3: Spectres UV-Vis correspondants a 10 syntheses indépendantes de composites
AuNS@MoAle,.

2.4 Lavage et concentration

Du fait que le réducteur MosAle; est présent en large excés dans le milieu réactionnel, le
lavage est nécessaire pour en retirer |'exces. Cette étape permet également d'éliminer
d'autres impuretés telles que des germes qui n'auraient pas formé de nanoétoiles. Ce
lavage est réalisé par deux cycle de centrifugation a une vitesse de 2200 RPM pendant
13 minutes puis en retirant le surnageant et en ajoutant une quantité d'eau inférieure au

volume de surnageant retiré, ce qui permet de pouvoir en méme temps augmenter la
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concentration des AuNS. Cela est nécessaire car dans les des tests de cytotoxicité
postérieurs, la solution colloidale devra étre diluée dans le milieu de culture des cellules,
augmenter la concentration dans cette étape permettra donc de tester des
concentrations en nanoétoiles plus élevées dans le milieu de culture. Afin de ne pas
agréger les AuNS formeées, des vitesses de centrifugation basses ainsi que des tubes en
verre ont été utilisés, en effet, nous avons remarqué que lors de centrifugation dans des
tubes en polystyréne, un dépot gris/noire qui est di a l'agrégation des AuNS se forme
sur les parois, celui-ci ne peut pas étre redispersé méme en utilisant un bain a ultrason.
Apres cette étape, les AUNS@Mo,Ale; lavées ont été caractérisées par spectroscopie UV -

Visible (Figure 4) et par ICP-OES. La spectroscopie met en évidence qu'aprées |'étape de
centrifugation, le rapport % diminue. En effet, I'absorbance a 290 nm (Az90)

caractéristique du MosAle; a été mesurée et divisée par I'absorbance A7so, observée a 750
nm, correspondant a I'absorbance de la bande plasmon des AuNS. Une diminution de la

relation 222 de 2,4 a 1,5 est observée. Le rapport expérimental % obtenu par ICP-OES

750

apres lavage est de 1,3 + 0,4, alors que le rapport relatif aux réactifs introduit dans le
milieu réactionnel est de 4,0 (soit un rapport Z—Z = 8) . Lerapport % avant et apres lavage
reste quant a lui inchangé (1,0 + 0,1), ce qui semblerait indiquer que les groupes
bisphosphonates restent coordinés au POM pendant la synthese et I'étape de lavage et

concentration.

Le potentiel zéta a été mesuré afin de déterminer la charge de surface des nanoétoiles,
la valeur obtenue est de -33,0 £+ 2,8 mV. Cette valeur négative est cohérente avec la
charge négative des POMo présents en surface et avec la bonne stabilité colloidale des

AuNS pendant au moins deux semaines.
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Figure 4: Spectre d'absorption électronique des AuUNS@Mo4Ale; avant et apres lavage.

2.5 Caractérisation de la morphologie des AuNS@MoAle;

La géométrie des nanoparticules a été analysée par microscopie électronique en
transmission puis par diffusion dynamique de la lumiere (DLS). Une étude par
microscopie électronique en transmission a haute résolution (MET-HR) a aussi été
effectuée.

L'imagerie par MET présentée (Figure 5) révele bien la présence de nanoparticules en
forme d'étoiles. Les AuNS ont des coeurs de 40 + 8 nm de diametre, et des branches
réparties sur toute la surface du coeur en direction perpendiculaire a celui-ci. Elles ne
semblent pas avoir un motif régulier ou une symétrie identifiable, mais au contraire
semblent avoir une disposition aléatoire sur la surface. Les branches ont une longueur
d'approximativement 35 = 11 nm pendant que le diametre maximal de Féret est de 95 +

15 nm.

Bien que la quantité et la taille exacte des branches soient difficiles a déterminer avec
précision sur des images en deux dimensions en raison de la morphologie anisotrope
des AuNS, une schématisation en 3 dimensions est proposée a titre indicatif avec 16

branches (bien qu’elles ne soient pas toutes visibles) (Figure 6).

La diffusion dynamique de la lumiere (Figure 7) révéle un diametre hydrodynamique égal
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a 89 + 9 nm. Dans le cas des nanoparticules non-sphériques, cette valeur correspond au
diamétre d'une particule sphérique possédant la méme vitesse de diffusion
translationnelle.[9] Le diagramme présente également un deuxieme signal beaucoup
plus faible aux alentours de 10 nm, il n‘est pas di aux germes ni aux coeurs des AuNS

mais a la diffusion rotationnelle des nanoparticules anisotropes, et ne doit donc pas étre
, L] ’ é

Figure 5 : Images par MET des AuNS@Mo,Ale;

-
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89 + 9 nm
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Figure 6: Schématisation 3D d'une AuNS@MoAle;

pris en compte pour la détermination de la taille des nanoparticules.[10]
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Figure 7: Diametre hydrodynamique déterminé par DLS des AuNS@Mo,Ale

Des images de microscopie électronique en transmission a haute résolution (MET-HR)
ont également été enregistrées afin d'examiner plus en détail la morphologie des AuNS.
La Figure 8A permet de focaliser sur une nanoétoile et montre un cceur d’environ 40 nm
avec plusieurs branches. Quatre d'entre elles semblent situées dans le plan de I'image et
leur taille varie entre 30 et 40 nm, d'autres branches semblent plus petites mais cela
pourrait étre di au fait qu'elles pointent dans des directions différentes du plan de
I'image. La Figure 8B montre les plans atomiques a l'intérieur d'une branche. Deux plans

différents sont visibles, le plan (1 1 1) et le plan (2 0 0).

A) B)

50 nm

Figure 8: Image MET-HR A) d'une nanoétoile, B) d'une branche d’une nanoétoile.
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2.6 Caractérisation de la surface des AUNS@MosAle;

Nous avons voulu analyser plus en détail la surface des AuNS, pour cela nous avons
réalisé de I'imagerie HAADF (Annular Dark-Field Imaging), de la spectroscopie de rayons
X a dispersion d'énergie en microscopie électronique en transmission a balayage (STEM -
EDS) ainsi que de la spectroscopie infrarouge de réflexion absorption (PM-IRRAS) et de

la spectroscopie de photoélectrons des rayons X (XPS).

Pour I'imagerie HAADF, l'intensité de I'image dépend du numéro atomique des éléments
constituant le matériau, montrant une image plus brillante lorsque I'élément a un numéro
atomique élevé. Parmi tous les éléments présents dans la solution, I'or est de loin celui
avec le numéro atomique le plus élevé (Zau=79), suivi par l'argent (Zag=47), le molybdene
(Zmo=42) et enfin le phosphore (Zp=15). La Figure 9 montre qu'autour des nanoétoiles se
forme une couche composée d'atomes beaucoup plus légers que I'or, qui pourrait donc

étre attribuée au POMo.

Figure 9: imagerie HAADF d'une AuNS@Mo.Ale..

Apres cela, une cartographie élémentaire (Figure 10) a été réalisée par STEM-EDS sur une
nanoétoile afin de connaitre sa composition. On observe que I'or constitue le corps de la
nanoétoile, tandis que les autres éléments suivent la forme de celle-ci mais sont
également présents dans la fine couche visible autour. D'un point de vue quantitatif, I'or
est I'élément le plus présent avec 60,52%, le phosphore et le molybdéne conservent leur
relation 1:1 presque parfaite avec 18,27% et 17,12% respectivement, l'argent est présent

avec une proportion de 4,09%.
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Figure 10: Cartographie élémentaire par STEM-EDS. A) image HAADF. Spectre
correspondant aux éléments : B) Au, C) Ag, D) Mo et E) P.

La présence d'un POMo hybride contenant des ligands alendronate a la surface des AuNS
a aussi été confirmée par spectroscopie infrarouge et par spectroscopie de
photoélectrons des rayons X.

Le spectre infrarouge du POMo initial et des AUNS@MoAle; (Figure 11) présente les
bandes caractéristiques des groupements phosphonates P-O et P=0, entre 1033 et 1137
cm™' pour le POMo réduit et entre 1064 et 1160 cm™ pour AUNS@MoyAle;, ainsi que
celles caractéristiques des groupements Mo-O et Mo=0 813 et 968 cm™' pour le POMo

et entre 813 et 941 pour les AuNS (voir tableau 1).

108



Chapitre 3 : Synthese de nanoétoiles d'or avec le POMo hybride MosAle, comme agent
réducteur et stabilisant et évaluation de leurs activités contre des cellules cancéreuses

Mo,Ale,
Q
O
c
=
£
=
o
-
1AuNS@Mo,Ale,

2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400
Nombre d'onde (cm™)

Figure 11: Spectres infrarouge (PM-IRRAS) du POMo réduit Mo.Ale, et des
AuNS@MoAle;

Tableau 1: Fréquences infrarouge (en cm’) et assignations des pics pour les
composés MosAle; et AUNS@Mo.Ale>

Assignation MosAle, AuNS@MosAle,
v (P-0) et v (P=0) 1137 1160

1114 1064

1033
v (Mo=0) et v (Mo-0O) 968

937 941

898
813 813

La spectroscopie de photoélectrons des rayons X (Figure 12) du MosAle, présente un
doublet avec une composante Mo 3d 5/2 a 231,2 eV et une composante Mo 3d 3/2 a
234,4 eV, caractéristique d'un composé Mo(V). Le spectre XPS de AUNS@MosAle; n'a pu
étre ajusté qu'en considérant la présence a la fois d'ions Mo(V) et d'ions Mo(VI), avec des
pics Mo(VI) 3d 5/2 et Mo(VIl) 3d 3/2 situés a 232,8 et 236,0 eV, respectivement.

Cependant, l'intégration a montré que le molybdene avait été presque entierement
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oxydé pendant la synthese, avec un rapport Mo(VI):Mo(V) de 95:5, confirmant le role des
centres Mo(V) en tant qu'agents réducteurs. Il est important de rappeler que le POMo
est en large excés dans la synthese, I'absence quasi totale de Mo(V) pourrait donc
indiquer que seul le POMo oxydé joue le réle d'agent stabilisant des AuNS apres le
lavage. Enfin, la couche de POMo domine completement le signal XPS, atténuant le
signal de I'or, en accord avec la couche observée par HAADF.

Mo 3d A
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240 238 236 234 232 230 228
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survey

16-{

14|

12|

104
& AuNS@MosAle; ‘ ﬂ

4 w/\«r”"ﬂmw '
i WM Lyl \ |

WMJ\
P L™

#

24

T | | |
1000 800 600 400 200
Binding Energy (eV)

Figure 12: spectroscopie de photoélectrons des rayons X (XPS) de MosAle, et
AuNS@Mo.Ale; A) Région du Mo B) spectre complet.
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2.7 Modulation de la morphologie et de la bande plasmon des AuNS@MoAle;

Une fois la synthése des AuNS maitrisée, nous avons cherché a moduler la longueur

d'onde de la bande plasmon (et par conséquent la morphologie) de celles-ci. Un grand

Germes

est un facteur
Au3+

nombre de publications ([2], [11], [12] indiquant que le rapport
critique permettant de moduler la croissance des nanoétoiles, celui-ci a été étudié en

premier. Pour minimiser l'influence d’autres facteurs tels que le rapport ou le pH

réducteur

Germes
Audt

de la solution, qui dépend en grande partie du précurseur acide de Au®*, le rapport
a été modulé uniquement en variant la concentration en germes dans le milieu
réactionnel tout en gardant une concentration en Au?* fixe. La concentration en germes

jusqu'ici considérée était C= 1,04x10'* germes/litre. Nous exprimerons par la suite le

rapport 3+es en fonction de ce parameétre C.

Germ
Au

La Figure 13A montre la variation du spectre d'absorption électronique en fonction de
la concentration en germes. La Figure 13B montre uniquement la longueur d'onde de la
bande plasmon a différentes concentrations en germes, ce qui permet une analyse plus
aisée. Il est rapidement identifiable qu’une diminution de la concentration en germes
décale la bande plasmonique vers l'infrarouge. Cela pourrait étre dG a une plus grande
disponibilité de Au** pour la croissance autour de chaque germe, entrainant la formation

de AuNS plus grandes et avec plus de branches chacune.
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Figure 13: Effet de la concentration en germes sur : A) le spectre d'absorbance et B) la
longueur d'onde de la bande plasmon

L'affirmation précédente a été confirmée par MET (Figure 14); la synthese avec la
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concentration en germes la plus faible (5,20x10' germes/L, soit C/20) a produit des AuNS
beaucoup plus grandes, avec les coeurs de pres de 200 nm de diametre et des branches
qui se ramifient en plusieurs autres branches (Figure 14A). Leur bande plasmon est
localisée a 1070 nm, soit au début de la deuxieme fenétre biologique du proche
infrarouge,[13] ce qui en ferait des candidates idéales pour la photothérapie s'il n'y avait
deux problemes majeurs. Le premier est qu'il est trés peu probable de pouvoir
internaliser des objets si grands (plusieurs centaines de nanometres par étoile).[14] Le
deuxieme est la diminution drastique de la stabilité de ces composites par rapport aux
AuNS précédemment synthétisées, cette instabilité étant visible principalement pendant
le lavage par centrifugation car méme a basse vitesse (1500 RPM), les AuNS s'agrégent.
La ramification des branches est aussi présente pour la concentration C/10 (soit 1,04 x
10" germes/L). La bande plasmon, a 942 nm, se trouve a la limite supérieure de la
premiere fenétre biologique, les coeurs dépassant légerement les 100 nm (Figure 14B),
ces NPs restent donc peu prometteuses pour des applications biomédicales pour les
mémes motifs. Les AuNS formées avec la concentration C/5 (2,08x10'* germes/L, Figure
14C) ont une bande plasmon dans la premiere fenétre biologique du NIR, précisément a
870 nm, et bien qu'elles possedent une morphologie qui rappelle les AuNS formés avec
la concentration standard en germes (C=1,04x10" germes/L, Figure 14D), c'est-a-dire
sans branches qui se ramifient elles-mémes, elles restent cependant plus grandes (coeurs
entre 60 et 90 nm contre 40 nm pour les autres) et peu stables rendant difficile le lavage
par centrifugation. Le Tableau 2 offre un résumé de l'influence de la concentration en
germes sur la longueur d’onde de la bande plasmon ainsi que sur la morphologie des

AuNS@MosAles.

Tableau 2: Influence de la concentration en germes sur la bande plasmon et la
morphologie des AUNS@MosAle;

Concentration | LSPR Diametre Diametre Longueur des | Ramification des

en germes (nm) du coeur maximal branches branches en
(NP/L) (nm) de Féret (nm) d'autres branches
(nm)

5,20x10" 1070 | 140 + 24 313 + 55 ~60 a 150 oul
1,04 x 10" 942 121 £ 17 286 + 43 ~50 & 140 oul
2,08x10" 870 79 + 20 196 + 26 ~304 120 TRES PEU
1,04x10™ 750 40 + 8 95 + 15 ~20a 50 NON
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Figure 14: Imagerie MET des AUNS@MosAle; pour différentes concentrations en germes. A)
5,20x10"% germes/I, B) 1,04 x 10" germes/I, C) 2,08x10" germes/I et D) 1,04x10"* germes/!.
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3 Tests de cytotoxicité

La deuxieme partie du chapitre portera sur les tests de cytotoxicité sur cellules
cancéreuses et non-cancéreuses ainsi que la photothérapie (PTT) appliquée aux lignées
cancéreuses. Pour cela, dans un premier temps, nous examinerons la stabilité des
AuNS@MosAle; dans un milieu de culture biologique par DLS, spectroscopie UV-Visible
et cryo-MET. Ensuite, I'effet cytotoxique des AUNS@MosAle; et de différents précurseurs
(POM et ligand alendronate) sera examiné sur des cellules cancéreuses apres un temps
d'incubation de 24 et 120 heures. Les cellules incubées avec les AuNS seront ensuite
soumises a une irradiation dans le proche infrarouge pour déterminer ['effet
photothérapique. Enfin, des tests de cytotoxicité sur des cellules non-cancéreuse seront
également réalisés.

Apres avoir réussi a synthétiser et caractériser des AuNS recouvertes de POM pour la
premiere fois, et connaissant le grand potentiel de celles-ci comme agents anticancéreux
en combinant la chimiothérapie et la photothérapie, nous avons voulu examiner en détail
le comportement de nos nanocomposites dans des milieux biologiques pour examiner
la viabilité d'un futur traitement combinatoire. Premiérement, nous avons suivi par
spectroscopie d'absorption, par DLS et par cryomicroscopie électronique (cryo-ME) la
stabilité des AUNS@MoAle; a deux concentrations différentes (qui correspondent a [Ale]
= 25 et 100 yM) dans du DMEM (« Dulbecco's Modified Eagle Medium »), lequel sera
ensuite utilisé comme milieu de culture pour les tests de cytotoxicité sur des cellules non
cancéreuses MCF-10 et cancéreuses U-87 (glioblastome) et MCF-7 (adenocarcinome).
Finalement, l'internalisation des AuNS dans les cellules cancéreuses sera vérifiée par

microscopie électronique en transmission et quantifiée par ICP-OES.

3.1 Stabilité des AUNS@Mo,Ale; dans le milieu de culture

La Figure 15 montre I'évolution du spectre d'absorption des AUNS@MoJAle; dans le
DMEM. La Figure 15A correspond a une concentration en alendronate de 25 yM, on peut
voir un décalage vers le rouge de la bande plasmon de 14 nm deés la premiére mesure
apres avoir dilué les nanoétoiles dans le milieu de culture. Ce décalage s'explique par la

formation d'une couronne de protéines autour des AuNS@MoyAle;. La Figure 15B
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correspond a une concentration en alendronate de 100 uM, ici le décalage vers le rouge

est de 54 nm.
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Figure 15: Evolution du spectre d'absorption des AuNS@MoAle; dans le DMEM en fonction
du temps. En pointillé le spectre d'absorption des AuNS@MosAle, dans leau. A)
concentration en alendronate = 25 uM. B) concentration en alendronate = 100 uM.

La stabilité des AuNS dans le milieu de culture a aussi été suivi par DLS, (Figure 16)
I'augmentation du diametre hydrodynamique est notable des la premiere mesure pour
les deux concentrations différentes. Pour la concentration la plus basse, le diameétre passe
rapidement de 100 a 160 nm et finit par se stabiliser entre 200 et 250 nm. Pour la
concentration la plus haute, le diametre augmente rapidement a 300 nm et se stabilise
vers 400 nm. L'augmentation plus grande dans le deuxiéeme cas est concordant avec le

décalage plus important de la bande plasmon.

Finalement, avec la collaboration de Jean-Michel Guigner de I'Institut de Minéralogie, de
Physique des Matériaux et de Cosmochimie (IMPMC), nous avons examiné par cryo-MET
(Figure 17), les AUNS@MosAle; diluées dans le DMEM apres 24 h, l'intérét de cette
technique est de connaitre I'état d'agrégation des nanoparticules dans le milieu car le
séchage de la grille en MET classique pourrait donnait lieu a I'agrégation des AuNS sans
que cela soit représentatif du comportement en solution. La couronne de protéines est
visible pour les deux concentrations mais beaucoup plus épaisse pour la concentration
la plus grande, avec une épaisseur de 44,3 + 9,1 nm contre 22,5 + 4,8 nm. Bien que nous
n‘ayons pas encore réussi a expliquer I'augmentation de I'épaisseur de la couronne de

protéines lorsque la concentration en nanoparticules est plus importante, cela est tout a
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fait en accord avec le décalage plus important de la longueur d'onde de la bande

plasmon ainsi que du diamétre hydrodynamique.
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Figure 16: Suivi par DLS de la stabilité des AuNS@MoAle,. L'étoile rouge correspond au
diameétre hydrodynamique dans l'eau

Finalement, avec la collaboration de Jean-Michel Guigner de l'Institut de Minéralogie, de
Physique des Matériaux et de Cosmochimie (IMPMC), nous avons examiné par cryo-MET
(Figure 17), les AUNS@MousAle; diluées dans le DMEM apres 24 h, l'intérét de cette
technique est de connaitre I'état d'agrégation des nanoparticules dans le milieu car le
séchage de la grille en MET classique pourrait donnait lieu a I'agrégation des AuNS sans
que cela soit représentatif du comportement en solution. La couronne de protéines est
visible pour les deux concentrations mais beaucoup plus épaisse pour la concentration
la plus grande, avec une épaisseur de 44,3 + 9,1 nm contre 22,5 + 4,8 nm. Bien que nous
n‘ayons pas encore réussi a expliquer 'augmentation de I'épaisseur de la couronne de
protéines lorsque que la concentration en nanoparticules est plus importante, cela est
tout a fait en accord avec le décalage plus important de la longueur d'onde de la bande

plasmon ainsi que du diametre hydrodynamique.
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Figure 17: Cryo-ME sur les AuNS@MojAle, dans le DMEM. A) Concentration en
alendronate de 25 uM et B) concentration en alendronate de 100 uM.

3.2 Tests de cytotoxicité sur cellules cancéreuses

Deux lignés cellulaires cancéreuses différentes (MCF-7 et U-87) ont été choisies pour
évaluer les performances thérapeutiques des AuNS@MosAle; a différentes
concentrations en alendronate avec et sans irradiation avec un laser a 808 nm doté d'une
puissance de 1,7 W/cm? afin d'estimer I'effet photothérapeutique. Nous avons aussi testé
la cytotoxicité du ligand alendronate, du MosAle; ainsi que celle d'un POM oxydé
possédant des ligands alendronate, MogAle; (Figure18). [15] Le choix d'utiliser ce POM
en particulier repose sur sa similarité avec le POM MosAle; mais, contrairement a ce
dernier, le MogAle, ne contient que du molybdene avec un état d'oxydation +VI au lieu

de +V. Comme le degré d'oxydation des POM a la surface des AuNS est +VI et sachant
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qu'il a été montré antérieurement que l'état d’oxydation du molybdene a un réle
significatif sur l'activité cytotoxique des polyoxomolybdates hydrides, [15], [16] il est un
bon candidat pour estimer la cytotoxicité des POM a la surface des AUNS@MosAle;. Les
tests de cytotoxicité sur cellules cancéreuses ont été réalisés en collaboration avec Claire

Wilhelm de I'Institut Curie.

Figure 18: structure du MogAle,. Octaédres bleus = MoOs, tétraédres verts =
P, spheres noires= C, spheres bleus = N

Les cellules de Glioblastome U-87 ont été incubées dans du DMEM pendant 24 heures
avec le ligand alendronate, chacun des deux POM (oxydé et réduit) ainsi que les
AuNS@MogsAle;,. (Figure 19). Les courbes dose-réponse pour l'alendronate libre et le
MosAle, se chevauchent significativement avec des ICso similaires indiquant que le
MosAle; conserve l'activité antitumorale de l'alendronate. Cependant, les activités
chimiothérapeutiques de l'alendronate et du MosAle; sont tres faibles apres 24 heures,
avec un ICso de 7090 et 8500 uM, respectivement. En revanche, le MogAle; présente une
activité chimiothérapeutique plus élevée, avec un 1Cso de 3800 uM. Cela confirme que les
espéces au Mo" possédent une meilleure activité antitumorale que celles au Mo".
L'activité chimiothérapeutique apres 24 heures des nanocomposites AUNS@MosAle; a
pu étre évaluée uniquement pour des concentrations en alendronate inférieures a 250
MM, c'est-a-dire a une concentration inférieure a celle des POM seuls. En effet,
I'évaluation de l'activité d'AuNS@MosAle, pour des concentrations plus élevées était
inaccessible en raison de l'impossibilité de concentrer davantage les suspensions
colloidales tout en maintenant leur stabilité colloidale. Néanmoins, cette tendance initiale
suggere que les AuNS préservent et possiblement améliorent I'effet thérapeutique des
especes de bisphosphonates de molybdene (V). Plus important encore, sous irradiation
a 808 nm, la valeur de ICso mesurée pour AUNS@Mo4Ale; chute a approximativement 50
MM, soit 150 fois plus bas que pour l'alendronate libre, démontrant I'impact élevé de

I'effet photothermique de ces nanostructures.
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Figure 19: Activité métabolique de la lignée U-87 incubée pendant 24 heures avec les
AuNS@Mo,Ale, avec et sans irradiation a différentes concentrations en alendronate

Nous avons voulu savoir si l'effet chimiotérapeutique était influencé par le temps
d'exposition des cellules aux agents chimiothérapiques et avons donc décidé
d’augmenter celui-ci a 120 heures. Les courbes dose-réponse sont exposées dans la

Figure 20.
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Figure 20: Activité métabolique de la lignée U-87 incubé pendant 120 heures avec les
AuNS@MoAle; avec et sans irradiation a différentes concentrations en alendronate.

Quel que soit I'agent chimiothérapeutique testé, il est clair que la valeur de 1Cso diminue
nettement aprés cinq jours d'incubation par rapport a 24 heures, montrant que l'effet
chimiothérapeutique dépend du temps. L'activité chimiothérapeutique de l'alendronate
et du POM MosAle; atteint une valeur 1Cso d'environ 100 uM, soit 8 fois moins que lors
d'un contact de 24 heures, tandis que le MogAle; et 'AUNS@MosAle; présentent un ICsp
remarquable d'environ 30 uM. La encore, sous irradiation a 808 nm, la valeur de ICsg

mesurée pour AUNS@MosAle; diminue drastiquement a ~7 uM.

Afin de savoir si l'efficacité remarquable du traitement a 120 heures en utilisant le
nanocomposite AUNS@MosAle; était exclusive a la lignée U-87 ou pouvait étre observée
avec des résultats similaires sur des cellules cancéreuses complétement différentes, nous
avons reproduit le test avec la lignée MCF-7 qui sont des cellules tumorales mammaires.

Les courbes dose-réponse avec cette nouvelle lignée sont montrées sur la Figure 21.
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Figure 21: Activité métabolique de la lignée MCF-7 incubée pendant 120 heures avec les
AuNS@Mo,Ale; avec et sans irradiation a différentes concentrations en alendronate

L'alendronate et les composites sont globalement moins actifs contre cette lignée
cellulaire, avec, pour toutes les molécules/composites testés, un ICso de 2 a 7 fois plus
élevé que celui mesuré pour la lignée cellulaire U-87 pour un temps d'incubation égal.
Cependant, en comparant les réponses au sein de la lignée cellulaire MCF-7, les mémes
tendances ont été observées que pour les cellules U-87 : I'alendronate et le POM MosAle;
ont les activités les plus faibles tandis que les valeurs 1Cso du POM MogAle; et des
nanoétoiles AUNS@MosAle, sont proches, avec une activité légerement meilleure pour
le nanocomposite. L'impact de l'irradiation est cette fois-ci encore plus frappant, car la
valeur de ICsp diminue jusqu'a 6 pM, soit environ 12 fois moins qu'en l'absence
d'irradiation. Le tableau 3 résume les valeurs ICso de tous les agents thérapeutiques dans

les 3 tests effectués.
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Tableau 3: ICsq des différents agents chimiothérapeutiques sur U-87 a 24 et 120 heures
ainsi que sur MCF-7 a 120 heures.

U-87 ICso**" U-87 ICso"?%" MCF-7 1Cso"*"
[alendronate] (uM) [alendronate] (UM) [alendronate] (UM)
alendronate 7090 + 360 93 + 14 340 £ 40
MosAle> 8500 + 660 110 £ 15 780 + 110
MocsAlez 3800 + 200 29+6 106 + 10
AuNS@MosAle; - 32+4 76 £ 15
AuNS@MosAle; + PTT 47 + 4 7+1 6+2

Pour mieux comprendre I'effet de l'irradiation sur 'activité antitumorale des composites
AuNS@MosAle;, nous avons représenté l'inhibition des cellules tumorales sans et sous
irradiation d'un laser infrarouge a 808 nm (1,7 W/cm? pendant 5 minutes) (Figure 22).
Pour les cellules U-87, a une concentration en alendronate de 62,5 uM et apres 24 heures
d'incubation, les AUNS@MosAle; ont montré une activité anticancéreuse tres faible, avec
environ 9 % d'inhibition cellulaire. Cependant, [I'activité métabolique chute
drastiquement sous irradiation, avec 59 % d’inhibition cellulaire. A la méme concentration
mais aprés 120 heures d'incubation dans le noir, une activité anticancéreuse de 60 % a
été atteinte, tandis que dans les mémes conditions mais sous irradiation, une inhibition
cellulaire presque compléte a été observée. Pour la ligné MCF-7, a la méme concentration
en alendronate et pour également 120 heures d'incubation dans le noir, l'inhibition
cellulaire est légerement inférieure, avec une valeur de 48%. Cependant, l'effet
photothérapeutique a permis une nouvelle fois d'obtenir une inhibition cellulaire
presque compléte. Cela démontre clairement que le nanocomposite AUNS@ MosAle; agit
comme un agent thérapeutique qui combine la chimiothérapie et la photothérapie. Dans
I'ensemble, on peut noter que I'effet de la PTT est plus fort que celui observé pour les
AUuNP@Mo4Z0l,Mn,[17] mettant en évidence l'influence de la morphologie des

nanoparticules d'or (étoiles versus spheres).
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Figure 22: Contribution de la chimiothérapie apportée par les AuNS@Mo 4Ale, (bordeaux)
et de la photothérapie due a lirradiation a 808 nm des AuNS@MoAle; (bleu) a une
concentration en alendronate de 62,5 uM

Pour mieux comprendre les mécanismes impliqués, nous avons étudié I'apport des AuUNS
sur le processus d'internalisation en réalisant des mesures ICP-OES sur des cellules lavées
isolées de lots incubés pendant 5 jours avec MosAle;, MogAle; et AUNS@MosAley,
respectivement, a une concentration en alendronate de 62,5 uM. L'internalisation de
I'alendronate n'a pas pu étre évaluée di a I'absence de molybdéne ou d'or dans cette
molécule. En effet, le dosage par ICP-OES des autres atomes présents dans la molécule
(C,N,P,O,H) ne peut pas étre effectué car ces éléments sont abondamment présents dans

les cellules.

Pour les trois agents chimiothérapeutiques, une internalisation similaire dans les cellules
incubées de U-87 a été observée (Figure 23), indiquant que la meilleure activité des
AuNS@MosAle; par rapport au MosAle; seul n'est pas le résultat d'une meilleure
internalisation dans les cellules mais résulte du processus d'oxydation MoY->Mo"' se
produisant pendant la synthese. Il convient de noter qu'a l'inverse de ce qui a été observé
pour la lignée cellulaire U-87, une meilleure internalisation a été démontrée pour les
AuNS@MogyAle; par rapport a MosAle; ou MogAle, pour la lignée cellulaire MCF-7. Cela

pourrait expliquer la plus grande différence d'activité entre AUNS@MosAle; et MosAle;
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pour cette lignée cellulaire par rapport a U-87.
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Figure 23: Pourcentage d’internalisation du POM déterminé par ICP-OES sur les lignées
cellulaires U-87 et MCF-7 apres 120 heures d’incubation pour une concentration en
alendronate (externe) de 62,5 uM

Finalement, des images TEM des cellules U-87 et MCF-7 incubées pendant cing jours
avec les AUNS@Mo4Ale; a des concentrations de 7,8 uM et 62,5 UM en alendronate et
aprés irradiation sont présentées dans la Figure 24. Ces images mettent en évidence pour
les deux lignées cellulaires que les AuNS étaient confinées dans les compartiments
endosomaux des cellules apres internalisation par la voie de I'endocytose. Ce résultat
démontre également que l'augmentation de la dose entraine une augmentation du
nombre d'endosomes contenant les nanoparticules et une augmentation de la densité
des nanoparticules a l'intérieur des endosomes. Le pourcentage d'or internalisé dans les
cellules, déterminé via ICP apres lavage des cellules, est le méme pour les deux lignées
cellulaires a des concentrations de 7,8 uM et 62,5 uM en alendronate (environ 60%). De
maniére remarquable, l'internalisation des AUNS@MosAle; démontre clairement la mort
cellulaire, avec une désorganisation presque compléte des corps cellulaires et une
fragmentation des noyaux, en particulier pour la haute dose, et pour les deux lignées

cellulaires.
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Figure 24: Images MET des cellules MCF-7 (deux colonnes de gauche) et U-87 (deux colonnes

de droite) a une concentration en alendronate de 7,81 uM (colonne 1 et 3) et 62,5 uM (colonnes
2et4)

3.3 Tests de cytotoxicité sur cellules non-cancéreuses

La Figure 25 montre le pourcentage d'activité métabolique des cellules MCF-10 apres 24
heures d'incubation avec le POM MosAle; et les AUNS@MosAle; respectivement. |l est a
noter qu'avec des concentrations inférieures a 25 pM aucun effet cytotoxique n'est
détectable dans les deux cas. Cependant, a des concentrations plus élevées, une
inhibition partielle de l'activité métabolique peut étre observée. La concentration la plus
élevée, correspondant a 200 uM en alendronate, inhibe quant a elle 40% de l'activité

métabolique pour le MosAle; et 34% pour les AUNS@MosAle;.
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Figure 25: Activité métabolique de la lignée MCF-10 apres 24 heures d'incubation avec
MogAle; (vert) ou les AuNS@MoAle; (bleu) a différentes concentrations

La Figure 26 montre le pourcentage d’activité métabolique des cellules MCF-10 apres
120 heures d’'incubation avec le MogAle; et les AUNS@MosAle;. Cette fois, on remarque
une inhibition de I'activité métabolique dés 3 puM, cette inhibition augmentant a mesure
que la concentration en alendronate augmente, allant jusqu'a 80% pour le MosAle, et
une inhibition presque totale pour les AUNS@MosAle; a 200 uM en alendronate. La
concentration inhibitrice médiane (ICso ou concentration a laquelle I'activité métabolique
est réduite de moitié) des AUNS@Mo4Ale; est de 51,1 uM pendant que celui du MogAle;
est de 62,5 pM (en alendronate).

Dans les deux tests (@ 24 et 120 heures) il est notable que linhibition de l'activité
métabolique des AUNS@MojAle, est tres proche de celle du MosAle; ce qui pourrait
laisse penser que l'effet cytotoxique est presque exclusivement di au POM hybride et

non aux AuNS en elles-mémes.
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Figure 26: Influence du POM MogsAle; et des AuNS@Mo.Ale; sur l'activité métabolique des
cellules MCF-10 apres 120 heures d'incubation

On peut noter que la cytotoxicité in vitro des AuNS@MosAle; et du MogsAle, est
comparable entre les cellules cancéreuses et non cancéreuses, dailleurs I'lCso a 120
heures pour les MCF-7 se situe entre les ICso des U-87 et les MCF-7. Cependant, in vivo
I'effet EPR pourrait conduire a une accumulation des nanoétoiles a l'intérieur des tumeurs

augmentant ainsi la sélectivité.[18], [19], [20]
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4 Conclusions

Les travaux présentés dans ce chapitre montrent I'obtention de maniere reproductible
de nanoétoiles d'or avec une bande plasmon dans la fenétre biologique du proche
infrarouge en utilisant le POM réduit MosAle; incorporant le ligand alendronate. La
cinétique de la synthése a été étudiée, montrant que la réaction débute trés rapidement
mais que deux heures sont nécessaires pour stabiliser la bande plasmon, en particulier a
cause d'une réorganisation atomique diminuant légerement la longueur d'onde de la

bande plasmon.

La présence de POMo oxydé et de ligand alendronate a la surface des nanoétoiles apres
le processus synthétique et le lavage a pu étre mis en évidence par ICP-OES, XPS, PM-

IRRAS, HAADF et STEM-EDS.

Une modaulation de la taille des nanoétoiles ainsi que de la longueur d'onde de la bande

N Germes .
plasmon a pu étre obtenue en changeant le rapport ce qui permet aux

Aust '

AuNS@Mo,Ale, de présenter des longueurs d'onde de la bande plasmon comprises

Germes
Au3+

Germes |

entre 750 nm (pour le rapport T

le plus élevé) et 1070 nm (pour le rapport

plus bas), couvrant ainsi l'intégralité de la premiére fenétre biologique du proche
infrarouge ainsi qu'une partie de la deuxieme fenétre biologique ce qui les rend idéales

pour la photothérapie.

L'effet cytotoxique des AUNS@MoyAle; a été testé sur trois lignées cellulaires, dont deux
cancéreuses et une non-cancéreuse. Les résultats obtenus montrent une cytotoxicité
comparable au POM oxydé (MogcAle;) a 24 et 120 heures, et dans le cas des lignées
cancéreuses, supérieure au POM réduit (MosAle;) et au ligand libre. Cela confirme le réle
clé del'état d'oxydation du molybdene dans I'activité antitumorale. L'activité cytotoxique
sur les lignées tumorales a été drastiquement augmentée par l'irradiation dans le proche
infrarouge en allant jusqu'a induire une mort cellulaire quasi totale, faisant des
AuNS@MosAle; un nanocomposite prometteur pour les traitements combinatoires

chimio/photothermique.
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Dans le prochain chapitre seront présentés la synthese, la caractérisation et les premiers

tests de cytotoxicité d'un nouveau composite AUNS@POM avec un POM contenant le

ligand zolédronate, lequel montre une cytotoxicité accrue comparé a l'alendronate.[21]
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Chapitre 4 : Synthése de nanoétoiles
d’or avec le POMo hybride MosZol,

comme agent réducteur et stabilisant

Ce chapitre est tout d’abord dédié a la synthese et
la caracteérisation de nanoétoiles d’or obtenues en
utilisant le polyoxométallate MosZols incorporant le
ligand zolédronate et des centres molybdene(V). La
deuxieme partie du chapitre décrit une méthode

permettant de moduler la bande plasmon
caracterisant ces nanoetoiles. Finalement, la
derniere partie abordera les tests de cytotoxicité
réalisés sur la lignée cellulaire MCF-10.




Chapitre 4 : Synthese de nanoétoiles d'or avec le POMo hybride MogZol, comme agent
réducteur et stabilisant

1 Introduction

Aprés avoir obtenu des nanoétoiles en utilisant le composé MosAle; comme agent
réducteur et stabilisant, nous nous sommes intéressés a la synthése d'un nouveau

composite AUNS-POM, cette fois-ci obtenu en présence du POM MogZols décrit dans le

. N . éléctron disponible
chapitre 2. Pour cette nouvelle synthése, afin de conserver le rapport " 3f =
u

POMo
HAuCl,

8, le rapport molaire a été divisé par deux en tenant en compte de la structure du

POM qui, comparé au MosAle; est constitué du double d’atomes de Mo".

Cette étude a été motivée par le fait que le zolédronate est un bisphosphonate doté de
bien meilleures propriétés anticancéreuses que l'alendronate. En effet, tandis que
I'alendronate présente un 1Cso de 210 uM sur les cellules cancéreuses MCF-7, le
zolédronate, dans les mémes conditions, présente un ICso 14 fois plus faible, soit de 15
MM.[1] Par ailleurs, comme MosAle;, MogZols est un POMo réduit. Il comporte huit centres

"en Au® et donc de former des AuNS en suivant la

Mo" ayant la capacité de réduire Au
méthode précédemment décrite. Enfin, si les propriétés biologiques de ce POM contre
des cellules cancéreuses n'ont a ce jour pas été étudiées, il représente cependant un
candidat trés prometteur pour la synthese de composites AUNS@POMo en vue d'un
traitement combinatoire photothermique/chimiothérapeutique, les complexes associant

Mo(VI) et zolédronate présentant des activités tres élevées et supérieures a celles du

ligand seul.[2], [3]

Ce chapitre abordera dans un premier temps la cinétique de la synthese, suivi de I'analyse
de sa reproductibilité, de la description du lavage et de la concentration du milieu qui
s'effectueront de facons simultanées, avant d'aborder la caractérisation détaillée des
composites AUNS@MogZols par différentes techniques telles que la spectroscopie UV-
visible-proche infrarouge (UV-vis-NIR), la diffusion dynamique de la lumiere (DLS), la
microscopie électronique en transmission et de la spectroscopie infrarouge de réflexion-
absorption a modulation de phase (PM-IRRAS). Apres cela, nous explorerons les

possibilités de moduler la taille des AuNS et donc la bande plasmon caractérisant ces

Germes
Audt

systemes en modulant le rapport et finalement nous analyserons la cytotoxicité

des AUNS@MogZols sur des cellules non-cancéreuses de type MFC-10.
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2 Synthese et caractérisation des AuNS@MosZol,

2.1 Cinétique de synthese

Comme lors de la synthese des AuNS avec le POM MoJAle; cette étude débute par le
suivi cinétique par spectroscopie UV-visible de la synthese des AuNS afin déterminer le
temps nécessaire a ce que la bande plasmonique n'évolue plus en longueur d'onde. La
Figure 1 montre I'évolution de la position de la bande plasmonique en fonction du temps
de synthése. Il est possible d'observer des les premieres minutes un fort décalage de
cette bande, celle-ci passant de 521 nm pour les germes a 830 nm apres 3 minutes de

réaction, suggérant I'apparition de nanoétoiles.
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Figure 1:A) Caractérisation optique des AuNS@MogZoly dans le milieu de synthese
entre t = 0 et t= 210 minutes de réaction. B) Evolution de la position de la bande plasmon.

Ce décalage de la longueur d'onde de la bande plasmonique vers les hautes longueurs
d'onde continue a se déplacer pendant 60 minutes mais dans une moindre mesure
jusqu'a atteindre une valeur maximale de A = 880 + 4 nm. Aprés une stabilisation
temporelle d'approximativement une heure, la position de la bande plasmon diminue
légerement d'une dizaine de nanomeétres pour, apres 3 heures, arriver a une valeur

définitive de A = 870 + 4 nm.

Lorsque cette cinétique est comparée a celle obtenue lors de la synthese la synthese des
AuNS@Mog,Ale; (Figure 2), trois différences sont identifiables. Tout d'abord, la longueur
d'onde finale de la LSPR se décale de plus de 100 nm vers l'infrarouge pour cette

synthese, avec une valeur de 870 nm au lieu de 750 nm. Nous tenterons d’expliquer ce
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décalage dans la partie 5 du présent chapitre, en comparant les morphologies des
nanoétoiles formées. La deuxieme différence est qu'aprés la valeur maximale, obtenue
au bout de 60 minutes, la longueur d'onde de la bande plasmonique se décale trés peu
vers le visible, seulement d'une dizaine de nanometres, contre 50 nanométres avec le
MosAle,. Ce décalage, déja identifié dans le chapitre précédant, est causé par la diffusion
de l'or sur les nanoétoiles déja formé,[4] et semble étre donc plus limité dans le cas de
I'utilisation du MogZols. Cet effet pourrait étre en partie expliqué par une mobilité réduite

des atomes d'atomes d'or lié a la différence d'interaction entre les deux POM et la surface

900
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Figure 2 : Comparaison de la cinétique de synthese des deux types de
AuNS@POM

d’or. Enfin, la derniere différence est que le temps pour arriver a la stabilisation est de 3

heures.
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2.2 Reproductibilité de la synthese

Une fois le temps nécessaire pour compléter la réaction déterminé, la synthése a été
répétée dix fois dans les mémes conditions afin d’examiner la reproductibilité de la
synthese (Figure 3). On voit que la longueur d'onde de la bande plasmonique se situe
entre 843 et 907 nm, soit a A = 875+22 nm. En considérant que les synthéses ont été
réalisées avec différents lots de germes et de MogZols, cette homogénéité de la longueur
d'onde est un indicateur d'une bonne reproductibilité. Par ailleurs, la bande secondaire
visible aux alentours de 530 nm peut étre attribuée aux cceurs des nanoétoiles.[5] Bien
que cette celle-ci était également présente dans les AUNS@MoJAle, elle est cette fois-
ci beaucoup plus facilement identifiable du fait que la bande plasmonique principale se

trouve plus loin et donc interfére moins.
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Figure 3: Spectres UV-Vis correspondants a 10 syntheses indépendantes de composites
AUNS@M03ZO[4

2.3 Lavage et concentration

A nouveau, il s'est révélé nécessaire de réaliser un lavage de la solution colloidale finale
pour éliminer l'excés de réducteur ainsi que des possibles germes qui n‘auraient pas
formé de nanoétoiles. Dés la premiere centrifugation, il a été évident que les
AUuNS@MogZols sont plus stables que les AUNS@MouAle,, car pour les mémes vitesses
de centrifugation, il n'y a eu aucune agrégation, ce qui a permis d'‘augmenter la vitesse

de centrifugation pour obtenir une séparation des deux phases beaucoup plus évidente.
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Cela permet de retirer plus facilement le POM en exces. Ce lavage est réalisé par
centrifugation a une vitesse de 2500 RPM pendant 15 minutes (contre 2200 RPM pendant
12 minutes dans le cas antérieur) puis en retirant le surnageant et en ajoutant une
quantité d'eau inférieure au volume de surnageant retiré, afin de pouvoir en méme temps
augmenter la concentration des AuNS. Apres cette étape, les AUNS@MogZols lavées ont
été caractérisées par spectroscopie UV-Visible (Figure 3) et par ICP-OES, les deux

méthodes mettant en évidence la diminution du rapport %. Par spectroscopie,

I'absorbance a 280 nm (Azgo), caractéristique du MogZols, a été mesurée et divisée par
I'absorbance Ag7oobservée a 870 nm, correspondant a I'absorbance de la bande plasmon

des AuNS. Une diminution du rapport % de 2,53 a 1,49 est observée. Le rapport

870

expérimental % obtenu par ICP-OES passe de 4,0 avant lavage a 0,8 + 0,4 apres lavage.
Cette diminution est plus importante que celles des AUNS@MosAle; ou le rapport % est
passé de 4,0 a 1,3. Le rapport % apres lavage reste quant a lui inchangé (0,97 £ 0,2), ce

qui semblerait indiquer, a nouveau que les groupes bisphosphonates restent coordinés

au POMo pendant la synthese et I'étape de lavage et concentration.
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Figure 4: Spectre d'absorption électronique des AuNS@MogZols avant et apres lavage.

Le potentiel zéta des AUNS@MosgZols est de -36,4 + 2,2 mV. Cette valeur négative est
cohérente avec la charge négative des POMo présents en surface et avec la bonne
stabilité colloidale des AuNS. Le fait que cette valeur s'éloigne légérement plus de zéro

que celles des AUNS@MosAle; (-33,0 £ 2,8 mV) indique une meilleure stabilité colloidale.
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Cela pourrait expliquer pourquoi le lavage par centrifugation est plus facile pour ces
nanoétoiles. Cependant, en tenant en compte l'erreur dans la mesure, cette différence

pourrait étre non significative.

2.4 Caractérisation de la morphologie des AuUNS@MosZol,

La forme et la taille des nanoparticules ont été caractérisées par microscopie électronique
en transmission (MET) puis par diffusion dynamique de la lumiere (DLS). La microscopie
électronique en transmission a haute résolution (MET-HR) a été réalisée afin d'observer

de facon plus détaillée les AuNS.

L'imagerie par MET, présentée dans la Figure 5, révele bien la présence de nanoparticules
en forme d'étoiles. Les AUNS@MosgZols ont des coeurs de 40 + 7 nm de diamétre et des
branches réparties sur toute la surface du coeur et pointant vers |'extérieur. Elles ne
semblent pas avoir un motif régulier ou une symétrie identifiable, mais au contraire
semblent avoir une disposition aléatoire sur la surface. Les branches ont une longueur
moyenne d'approximativement 49 + 22 nm, cependant, il existe deux types de branches

qui se différencient par leur taille. Chaque AuNS possede entre 2 a 4 branches tres

Figure 5: Images par MET des AuNS@MogZoly
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longues qui peuvent allez jusqu’a 100 nm et une dizaine de branches beaucoup plus
courtes entre 10 a 40 nm. Le diametre maximal de Féret est de 125 + 25 nm, cette
augmentation par rapport au AUNS@MosAle; (diametre maximal de Féret de 95 + 15
nm) est liée a la présence de ces longues branches. Une schématisation en 3 dimensions
est proposée de maniere indicative dans la Figure 6 avec 3 branches longues et 12

branches courtes.

Diameétre Coeur

40 £ 7 nm
. . Branche longue
fr— ............................................ < o L 604100 nm
Diamétre
hydrodynamique
99 + 16 nm Branche courte

10 240 nm
SO oes - . oS v

P

125 + 25 nm

Figure 6 : Schématisation 3D d'une AUNS@MogZol4

La diffusion dynamique de la lumiere (Figure 7) révele un diamétre hydrodynamique égal
a 99 + 13 nm. Dans le cas de nanoparticules non-sphériques, cette valeur correspond au
diametre d'une particule sphérique possédant la méme vitesse de diffusion
translationnelle.[6] Le diagramme présente également un deuxieme signal beaucoup
plus faible aux alentours de 10 nm. Comme cela a déja été expliqué au chapitre
précédent, il n‘est pas di aux germes ni aux cceurs des AuNS mais a la diffusion

rotationnelle des nanoparticules anisotropes, et ne doit donc pas étre pris en compte
1|:|. ................. .................. . ................. .......

Intensité

0 ' t t '
0.1 1 10 100 1000

Taille (nm)
Figure 7 : Diametre hydrodynamique déterminé par DLS pour les AuNS@MogZoly

pour la détermination de la taille des nanoparticules.[7]
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Des images de microscopie électronique en transmission a haute résolution (MET-HR)
ont également été enregistrées afin d'examiner plus en détail la morphologie des AuNS.
La Figure 8 permet de focaliser sur une AuNS. Plusieurs branches sont visibles, avec des
longueurs apparentes tres variables. Cela peut étre dii non seulement a I'hétérogénéité
de la longueur des branches en elle-méme, mais également a l'orientation de chaque
branche par rapport a I'image. Trois branches qui semblent étre alignées sur le méme
plan que la micrographie sont clairement identifiables par leur remarquable longueur
(entre 90 et 105 nm chacune). Sept autres branches mineures (ou alignées sur un plan
différent) avec des tailles entre 16 et 45 nm sont également observables. Les contrastes
en forme de protubérances visibles sur le coceur de la nanoparticule peuvent étre des
branches (quasi) perpendiculaires au plan de l'image. Sur la méme nanoétoile, trois

sections S1, S2 et S3 ont été agrandies.

Figure 8: Image MET-HR d'une nanoétoile, avec 3 sections agrandies.

S1 correspond au centre de la plus grande branche. Sur celui-ci, un défaut transversal est
visible. Bien qu'il soit difficile d'en connaitre l'origine exacte, la déposition d'atomes

d’'argent pourrait étre la cause de l'interruption de croissance en cet endroit.
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La section S2 correspond a I'agrandissement d’'une branche beaucoup plus courte, mais
avec la particularité que les alignements atomiques sont visibles dans le plan de I'image,
avec une distance interplanaire d'approximativement 2,52 A. Ceci correspondrait a des
plans (1 1 1), qui présentent une distance interplanaire de 2,355 A. La section S3
correspond-elle au grossissement d'une autre des longues branches, mais focalisé sur sa
pointe. Il est possible d'apercevoir une fine couche d'approximativement 3 nm autour de

la branche, qui pourrait correspondre au POMo.

La Figure 9 représente une deuxieme nanoétoile. Celle-ci posseéde deux longues
branches, de 65 et 82 nm de longueur respectivement, et 6 autres plus petites, comprises
entre 20 et 40 nm de longueur. La couche amorphe qui, dans la figure précédente, ne se
voyait que tres subtilement, est ici visible tres facilement sur pres de la moitié de la
nanoparticule, avec une épaisseur de couche allant de 4a 20 nm selon I'endroit. La région
S1 correspond au grossissement d'une branche ou la couche amorphe est facilement

repérable.

S1

Figure 9: image MET-HR d'une nanoétoile avec une section agrandie ST mettant en évidence une
couche amorphe autour d’une pointe de la NS.

2.5 Caractérisation de la surface des AuUNS@MosZol,

Pour déterminer la composition des nanoétoiles ainsi que de la couche amorphe les
entourant, nous avons réalisé de l'imagerie « annular dark-field imaging » (HAADF), de
la spectroscopie de rayons X a dispersion d'énergie en microscopie électronique en
transmission a balayage (STEM-EDS) ainsi que de la spectroscopie infrarouge de réflexion

absorption (PM-IRRAS).
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Pour confirmer la présence du POMo dans la couche amorphe, de I'imagerie HAADF
(Annular Dark-Field Imaging) a été réalisée. Cette technique est fortement sensible au
numéro atomique Z des éléments constituant le matériau, montrant une image plus
brillante lorsque I'élément a un numéro atomique élevé. Parmi tous les éléments présents
dans la solution, I'or est de loin celui avec le Z le plus élevé (Zau=79), suivi par I'argent
(Zang=47), le molybdene (Zmo=42) et enfin le phosphore (Zp=15). La Figure 10 montre
I'imagerie HAADF de deux nanoétoiles. Autour d'elles se forme une couche composée

d’atomes beaucoup plus légers que I'or, donc possiblement le POMo.

 — X

Figure 10: imagerie HAADF de deux AuNS@MogZoly.

Une cartographie élémentaire par spectroscopie de rayons X a dispersion d'énergie en
microscopie électronique en transmission a balayage (STEM-EDS) (Figure 11) a été
réalisée sur une nanoétoile afin de connaitre sa composition. On observe que l'or est
présent uniquement dans le corps de la nanoétoile tandis que le molybdene est aussi
visible dans la couche amorphe autour. D'un point de vue quantitatif, I'or est I'élément
le plus présent avec 66,0%, suivit par I'argent avec 12,4%. Le phosphore et le molybdene

conservent leur relation 1:1 presque parfaite avec 10,9% et 10,7% respectivement.

La présence d'un POMo hybride contenant des ligands zolédronate a la surface des AuNS
a aussi été observée par spectroscopie infrarouge (PM-IRRAS). Le spectre infrarouge du
POMo initial et des AUNS@MogZol, (Figure 12) présente les bandes caractéristiques des
groupement phosphonates P-O et P=0, entre 1053 et 1169 cm™ pour les

AUNS@MogZol, et entre 1080 et 1180 cm™ pour le MogZols, ainsi que celles
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caractéristiques aux groupements Mo-O et Mo=0 entre 820 et 1008 pour les AuNS et

Figure 11: Cartographie élémentaire par STEM-EDS. A) image HAADF ; Spectre correspondant
aux éléments B) Au, C) Ag, D) Mo et E) P.

entre 818 et 1010 cm™ pour le POMo (voir tableau 1).
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Figure 12: Spectres infrarouge (PM-IRRAS) du POMo réduit MogZol, et des AuUNS@MogZol,.

Tableau 1: Fréquences infrarouge (en cm’’) et assignations des pics pour les composés
MogZols et AuUNS@MogZoly

Assignation MosZol4 AuNS@MosZol,
v (P-O) et v (P=0) 1180 1169
1080 1108
1053
v (Mo=0) et v (Mo-0) 1010 1008
960 945
880 902
818 820

La spectroscopie de photoélectrons des rayons X (Figure 19) du MosgZols présente un
doublet avec une composante Mo 3d 5/2 a 231,2 eV et une composante Mo 3d 3/2 a
234,4 eV, caractéristique d'un composé Mo(V). Le spectre XPS de AUNS@Mo.Ale; a pu
étre ajusté qu'en considérant la présence d'ions Mo(VI), ce qui indique que la totalité du

POM non oxydé a pu étre séparé des AuNS lors du lavage.
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Figure 19 : spectroscopie de photoélectrons des rayons X (XPS) de MosZols et
AuNS@MogZols A) région du Mo B) spectre complet

2.6 Modulation de la morphologie et de la bande plasmon des AuUNS@MosZol,

Germes

. epe s e
Encore une fois, nous avons modifiée le rapport :
Audt

afin de moduler non seulement

la morphologie des AuNS, mais aussi la longueur d'onde de la bande plasmon, Ce

rapport étant amplement identifié dans la littérature comme étant critique. [8], [9], [10]

3+

Pour que d’autres facteurs, tels que le rapport ou le pH de la solution, qui

réducteur
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dépend en grande mesure du précurseur acide de Au**, n'interférent pas dans notre

étude, la concentration en Au** a été fixée pendant que la concentration en germes a été

Germes
Au3 +

modifiée changeant ainsi le rapport . La concentration jusqu'ici considérée était

C=1,04x10"* germes/litre. Dans le chapitre antérieur, la concentration en germes avait
été uniquement diminuée dans le but d'obtenir des AuNS avec une longueur d'onde plus
grande (car la bande initiale est a 750 nm). Cependant, cette fois-ci, comme la bande
plasmon des AuNS initiales est a 870 nm, nous augmenterons et diminuerons la
concentration dans le but d'avoir des AuNS avec des bandes plasmons qui couvrent

I'intégralité des deux fenétres biologiques du proche infrarouge.

La Figure 13 A) montre la variation du spectre d'absorption électronique en fonction de
la concentration en germes. La Figure 13 B) montre uniquement la longueur d'onde de
la bande plasmon a différentes concentrations en germes. Comme espéré, une
diminution de la concentration en germes décale la bande plasmonique vers l'infrarouge.
Ce décalage peut étre d(i a une plus grande disponibilité d’Au** pour la croissance autour
de chaque germe, entrainant la formation d’AuNS plus grandes ou plus de branches
chacune. Le cas contraire, c'est-a-dire avec une quantité de germes plus importante,
décale la bande plasmon vers le visible, ce qui est indicateur de nanoétoiles plus petites
ou avec moins de branches. L'affirmation précédente a été confirmée par MET (Figures
14 et 15) ; la synthése avec la concentration en germes la plus faible (5,20x10'2 germes/I,
soit C/20) a produit des AuNS beaucoup plus grandes, avec des coeurs qui dépassent les
200 nm de diamétre et des branches qui se ramifient en plusieurs autres branches (Figure
14A). Leur bande plasmon est localisée a 1194 nm, soit en plein milieu de la deuxieme
fenétre biologique du proche infrarouge[11], ce qui en ferait des candidates idéales pour
la photothérapie s'il n'y avait deux probléemes majeurs. Le premier est qu'il est tres peu
probable de pouvoir internaliser des objets si grands (plusieurs centaines de nanometres
par étoile)[12] Le deuxieme est la diminution drastique de la stabilité de ces composites
par rapport aux AuNS précédemment synthétisées, cette instabilité s'avérant surtout
pendant le lavage par centrifugation, car méme a basse vitesse (1500 RPM), les AuNS

s'agregent.
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Figure 13: Effet de la concentration en germes sur : A) le spectre d’absorbance et B) la
longueur d’'onde de la bande plasmonique

La ramification des branches est aussi présente pour des concentrations de C/10 et C/5
(1,04 x 10" germes/| et 2,08x10" germes/| respectivement). Les AuNS avec la
concentration en germes C/10 (Figure 14B) possedent des cceurs de 109 + 16 nm et des
branches entre 110 et 150 nm pour les plus grandes. Les AuNS avec la concentration en
germes C/5 (Figure 14C) ont des coeurs d'approximativement 105 + 20 nm et des

branches qui atteignent des valeurs entre 120 et 140 nm pour les plus grandes.
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A)

B)

Figure 14: Imagerie MET pour différentes concentrations en germes (inférieures a la
concentration standard). A) 5,20)(7072 germes/L, B) 1,04 x 1073 germes/L, C) 2,08x7073 germes/L
La Figure 15A rappelle la morphologie des AuNS synthétisées avec une concentration C
= 1,04x10" germes/l et amplement caractérisées ci-dessus. La Figure 15B représente elle
des AuNS obtenues avec une concentration en germes égale au triple de la concentration
C, soit 3,12 x10™ germes/l. On voit que les nanoétoiles obtenues sont alors beaucoup
plus petites, avec des cceurs de 22 + 4 nm et moins de branches. La plupart d'entre-elles
possedent une voire deux longues branches d’environ 30 a 40 nm, et entre 3 et 5
branches plus courtes de longueurs comprises entre 10 et 20 nm. Il est cependant
notable que la bande plasmon reste dans le proche infrarouge, aux alentours de 780 nm,
soit dans la méme région que les AUNS@Mo4Ale, décrites au chapitre 3. La Figure 15C,
quant a elle, montre des AuNS obtenues avec une concentration en germes 5 fois
supérieur a C, c'est-a-dire 5,20x10' germes/I. Les nanoétoiles obtenues ont des cceurs
de 23 £ 6 nm. La plupart d’entre elles possedent une seule branche d’environ 25 a 40 nm
et entre 3 et 5 branches plus courtes de longueurs comprises entre 10 et 20 nm. Comme

attendu, la bande plasmon se décale encore plus vers le visible, mais reste tout de méme
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peu éloignée de I'IR (A = 711 nm). Le Tableau 2 offre un résumé de l'influence de la
concentration en germes sur la longueur d'onde de la bande plasmon ainsi que sur la

morphologie des AuNS@MogZols. On peut observer que le changement de la

concentration initiale en germes, et par conséquent du rapport

Germes
’ permet de moduler

w3+
la longueur d'onde de la bande plasmon afin de couvrir les deux fenétres biologiques du
proche infrarouge. Les nanoparticules avec la concentration en germes de 1,04x10™
germes/| et qui ont été amplement caractérisées antérieurement seront utilisées dans

des tests de cytotoxicité et comparées aux AUNS@MosAle;.

A) @ *

P

Figure 15: Imagerie MET pour différentes concentrations en germes (égales ou supérieures a la
concentration C) : A) 1,04x10™* germes/L, B) 3,12x10™* germes/L et C) 5,20x10'* germes/L.
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Tableau 2 : Influence de la concentration en germes sur la bande plasmon et la
morphologie des AUNS@MogZols

réducteur et stabilisant

Concentration | LSPR | Diametre | Nombre de | Longueur | Nombre de | Longueur | Diamétre

en germes (nm) du coeur branche des branche des de Féret
(nm) « longues » | branches « courtes » branches
(germes/I) (nm)
« longues » « courtes »
(nm) (hm)

5,20x10" 1194 | 143 +16 | ~5a10 | ~100a 150 | incomptable | ~10a40 | 336 + 70
1,04x 10 | 1070 | 109+16 | ~5a10 | ~90a 140 | incomptable | ~10a40 | 260 + 40
2,08x10™ 1015 | 105+20 | ~5a10 | ~804a 140 | incomptable | ~10a40 | 287 + 52
1,04x10™ 870 40 +7 ~2a4 ~60a 100 ~8a13 ~10a40 | 125+ 25
3,12x10™ 780 22 +4 ~1az2 ~30a40 ~3a5 ~10a 20 59 + 12
5,20x10™ 711 | 23+6 ~1 ~253 40 ~335 ~10420 | 54 +10
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3 Tests de cytotoxicité

Les AuNS@MogZols ainsi qu'un POM oxydé au zolédronate, le composé MoeZol,
caractérisé a I'lLV en 2012 [13] ont ensuite été utilisés pour des tests de cytotoxicité a 24
et 120 heures avec une lignée cellulaire non cancéreuse (MCF-10). Le choix d'utiliser le
POM MosZol, repose sur le fait qu'il comporte des ligands zolédronate et des centres
Mo(VI) (Figure 16) , et présente donc de fortes similarités avec le POM stabilisant les
AuNS dans le composite AUNS@MosgZols. Cela devrait donc en faire un meilleur élément
de comparaison que le composé MogZols pour évaluer l'effet cytotoxique du POM
constituant AUNS@MosgZols, car il a été précédemment démontré que I'état d'oxydation
du molybdéne joue un réle majeur dans l'activité cytotoxique des polyoxomolybdates

hydrides.[2], [13]

Figure 16: Structure du MosZol,. Octaedres jaunes = MoOs, spheres
vertes = P, spheres noires= C, spheres bleus = N

La Figure 17 présente le pourcentage d'activité métabolique des cellules MCF-10 apres
24 heures d'incubation avec le POM MogZol, et AUNS@MosgZols respectivement. On peut
observer une inhibition partielle de I'activité métabolique des la concentration de 10 uM
en zolédronate. La concentration la plus élevée, quicorrespond a 200 uM en zolédronate,
inhibe 55% de l'activité métabolique pour le MogZol, et 25% pour les AUNS@MosgZols.
En prenant en compte la haute déviation standard, les tendances de l'inhibition en
fonction de la concentration sont similaires, avec une légerement plus forte inhibition

pour le POM seul.

La Figure 18 montre le pourcentage d’activité métabolique des cellules MCF-10 apres

120 heures d'incubation avec le MosZol, et les AUNS@MogZols. On peut voir une
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inhibition de I'activité métabolique méme a des concentrations inférieures a 10 uM, celle-
ci augmentant a mesure que la concentration en zolédronate augmente, allant jusqu’a
une inhibition presque totale a 100 yM en zolédronate pour le MosZol, et les
AuNS@MosgZols. Les deux courbes coincident presque parfaitement, ce qui laisse penser
que l'inhibition est uniquement due au POM fonctionnalisé et non aux nanoétoiles en
elles-mémes. Finalement, les ICspa 120 heures sont presque identiques, 22 uM pour le
MosZol, et 24 uM pour les AUNS@MosgZols. Soit entre 2 et 3 fois moins que pour le
MogAle; et les AUNS@MosAle; (Figure 19).
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Figure 17: Activité métabolique de la lignée MCF-10 apres 24 heures d'incubation avec
MogZols (vert) ou les AUNS@MogZol, (bleu) a différentes concentrations.
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Figure 18 : Activité métabolique de la lignée MCF-10 apres 120 heures d'incubation avec
MogsZol; (vert) ou les AuNS@MogZol, (bleu) a différentes concentrations.
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Figure 19: Comparaison de l'effet cytotoxique pour les AuUNS@POM et les POM sur des cellules
MCF-10 apres 120 heures d'incubation en fonction de la concentration en bisphosphonate.
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4 Conclusions

Les travaux présentés dans ce chapitre montrent I'obtention de AuNS en utilisant un
POMo réduit et incorporant le ligand zolédronate, lequel est connu pour son effet
anticancéreux bien plus important que I'alendronate utilisé dans le chapitre précédent.
La cinétique de la synthése a été étudiée, montrant une réaction qui débute aussi
rapidement que dans le cas de l'utilisation du POM incorporant le ligand alendronate,
mais qui met plus de temps a se stabiliser bien que la diminution de la longueur d’onde
de la bande plasmon correspondant a la réorganisation des atomes d'or soit beaucoup

moins importante (Figure 2).

Dans des conditions analogues, nous avons pu observer pour les deux types de AuNS
obtenues la formation de nanoétoiles dont le coeur a le méme diamétre, c'est-a-dire
approximativement 40 nm. Cependant, dans le cas du composite AUNS@MogZols, les
nanoétoiles possedent généralement 2 a 4 branches plus longues que les autres (entre
60 et 100 nm), ce qui augmente le diametre maximal de Féret a 125 + 25 nm (contre 95
+ 15 nm pour les AuUNS@MosAle; qui présentaient des branches de taille plus
homogeéne) et pourrait étre responsable du décalage vers l'infrarouge observé pour la
bande plasmon (870 nm contre 750 nm pour les AUNS@Mo4Ale,). Il serait possible que
ces longues branches se forment dans les deux cas, mais que la réorganisation des
atomes d'or dans I'étape finale de la synthése des AUNS@MosAle, contribue a une
homogénéisation de la longueur des branches expliquant ainsi le décalage final de la

bande plasmon vers le visible.

La présence de POM et de ligand zolédronate a la surface des nanoétoiles apres le
processus synthétique et le lavage a pu étre mis en évidence par différentes techniques
de caractérisation comme : ICP-OES, PM-IRRAS, HAADF et STEM-EDS. Cela, ajouté au fait
que la bande plasmon soit dans la premiere fenétre biologique du proche infrarouge,

fait de ces nano-objets des candidats tres prometteurs pour la thérapie combinatoire.

La deuxieme partie du chapitre démontre, tout comme dans le chapitre précédent,

qgu'une modulation de la taille des nanoétoiles et donc de la longueur d'onde de la bande
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Germes
Au3+ !

plasmon peut étre obtenue en modulant le rapport ce qui d'obtenir des

AuNS@MogZols avec des longueurs d'onde pour la bande plasmon comprises entre 710

nm (pour le rapport le plus élevé) et 1194 nm (pour le rapport le plus bas),

Germes Germes
Audt A

udt
couvrant totalement la premiere fenétre biologique du proche infrarouge ainsi qu'une
partie de la deuxieme fenétre biologique. Ces différents types de nanoétoiles ont pu étre

caractérisés par microscopie électronique. Ceci a permis de révéler que les AuNS

Germes
Au3+

synthétisées en considérant le rapport le plus bas sont remarquables, présentant

des branches ramifiées.

Finalement, des tests de cytotoxicité ont été réalisés sur la lignée cellulaire MCF-10 a 24
heures et 120 heures d'incubation avec les AUNS@MogZols et comme référence un POM
oxydé au zolédronate, le POM MogZol,. La similitude des effets inhibiteurs caractérisant
ces composés est frappante, suggérant que la cytotoxicité est uniquement due au POM
fonctionnalisé et non aux AuNS en elles-mémes. Par ailleurs, on peut noter que des tests
montrent apres 120h d'incubation que les composés incorporant du zolédronate, que ce
soit des POM ou des nanoparticules, présentent une cytotoxicité plus élevée que leurs

analogues incorporant de l'alendronate (Figure 19).
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Les travaux présentés dans cette these ont permis l'obtention de composites nanoétoiles
d'or/polyoxométallates pour la thérapie combinatoire chimiothérapie/photothérapie du
cancer. Les nanoétoiles d'or obtenues possedent une bande plasmon dans le proche
infrarouge, facilitant la thérapie photothermique, tandis que les polyoxométallates
possedent des ligands bisphosphonates ayant une activité cytotoxique sur les cellules

cancéreuses.

La premiére partie a consisté a obtenir les précurseurs pour la synthése en deux étapes
de nanoétoiles d'or sans surfactant. Des germes d'or sphériques d'un diamétre de 15 +
2 nm ont été produits. Les différentes techniques de caractérisation, notamment
I'imagerie par MET, ont permis d'identifier le protocole idéal pour obtenir des germes les
plus homogeénes possible. Des POM hybrides et réduits ont également été synthétisés.
Pour cela, il a d'abord été nécessaire de synthétiser les ligands bisphosphonates
(alendronate et zolédronate). Ceux-ci ont ensuite été utilisés pour synthétiser les POM
réduits, afin de pouvoir les utiliser comme agent réducteur du précurseur d'or grace au
Mo(V), mais aussi comme agent stabilisant des nanoparticules pour exploiter les
propriétés anticancéreuses des ligands bisphosphonates. Les POM ont été caractérisés
grace a plusieurs techniques, telles que la spectroscopie infrarouge et la RMN 3'P. Les
propriétés électrochimiques ont également été explorées, car le potentiel redox des POM
obtenus doit étre suffisant pour réduire le précurseur d'or en surface des germes, tout
en limitant la réduction de celui-ci en solution, ce qui pourrait conduire a la nucléation
de nouvelles nanoparticules. Les deux POM ont un potentiel standard supérieur a celui
de l'acide ascorbique mais restent cependant dans la région ou la réaction est

thermodynamiquement favorisée ce qui les rend utilisables pour la synthése de AuNS.

La deuxieme partie a porté sur la synthese de nanoétoiles d'or en utilisant le POM
MosAle, comme agent réducteur et stabilisant. La cinétique de synthése a été étudiée,

révélant que la formation de nanoétoiles commence tres rapidement avec le décalage
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de la bande plasmon jusqu'a 800 nm apres 15 minutes. Cependant, apres 30 minutes, la
bande plasmon se décale de 50 nm vers le visible, soit jusqu'a 750 nm, ceci est
probablement lié a la réorganisation des atomes d'or. Les AUNS@MoAle; ainsi obtenues
possedent un coeur d'approximativement 40 nm de diametre et de nombreuses branches
d'approximativement 35 nm de longueur pour un diamétre maximal de Féret vers 95 nm
avec un longueur d'onde de la bande plasmon de 750 nm. Cette bande a pu étre modulée
entre 750 et 1070 nm, couvrant ainsi la totalité de la premiere fenétre du proche
infrarouge ainsi qu'une partie de la deuxieme. La présence du POM ainsi que du ligand

alendronate a la surface des nanoétoiles a été confirmée par ICP-OES (rapport % de 1,3

+ 0,4), STEM-EDX et PM-IRRAS. Ensuite, la cytotoxicité des AUNS@MosAle; a été testée
a 24 et 120 heures sur une lignée cellulaire non cancéreuse (MCF-10) et sur deux lignées
cancéreuses (U-87 et MCF-7). Dans les tests a 24 heures, l'effet cytotoxique des
AuNS@MosAle; est uniquement visible aux concentrations les plus élevées (> 50 pM).
Cependant, pour les tests a 120 heures, l'effet cytotoxique est beaucoup plus intense,
étant visible dés 5 uyM. Enfin, les cellules cancéreuses incubées avec les AUNS@ Mo,Ale;
ont été soumises a une irradiation laser dans le proche infrarouge (808 nm). La
combinaison de I'effet chimiothérapique avec I'effet photothermique a permis d'obtenir
une inhibition encore plus importante et une diminution dramatique de I'lCso. Pour les
tests sur U-87 a 24 heures, I'1Cso, qui n'a pas pu étre déterminé sans irradiation car il est
supérieur a la concentration maximale testée, est de 47 uM. Pour les tests a 120 heures,
I'lCso avec irradiation est de 6 pM pour les U-87 (contre 32 uM sans irradiation) et de 7

MM pour les MCF-7 (contre 76 uM sans irradiation).

Enfin, la derniere partie de ces travaux de these a porté sur l'obtention et la
caractérisation de nanoétoiles d'or en utilisant le POM MogZols comme agent réducteur
et stabilisant. Les AUNS@MogZols ainsi obtenues possédent un coeur de méme taille que
les AUNS@MoJsAle; (40 nm de diametre) mais se différencient par une plus importante
hétérogénéité de la taille des branches. En effet, bien que la plupart d’entre elles soient
de taille comparable avec les branches des AuNS@MosAle;, celles-ci possédent
généralement entre deux et quatre branches beaucoup plus longues (entre 60 et 100

nm) ce qui augmente le diametre maximal de Féret jusqu'a 125 nm (95 nm pour les
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AuNS@MosAle;) et déplace la longueur d’onde de la bande plasmon a 870 nm (contre

750 nm pour les AUNS@Mo4Ale,).

La bande plasmon des AUNS@MogZols a pu étre modulée entre 711 et 1194 nm, ce qui
permet cette fois de couvrir complétement les deux fenétres biologiques du proche
infrarouge. La présence du POM ainsi que du ligand zolédronate a la surface des

nanoétoiles a été confirmée par ICP-OES (rapport i—‘;l de 0,8 + 0,4), STEM-EDX et PM-

IRRAS.

La cinétique de synthése posséde deux différences notables, la premiere est que le
décalage de la bande plasmon vers le visible due a la réorganisation des atomes d’or
dans I'étape finale de la synthese est moins important (approximativement de 10 nm au
lieu de 50 nm). La deuxieme différence est que le temps nécessaire pour obtenir une
bande plasmon stable est de 3 heures au lieu de 2. Cette diminution de la réorganisation
des atomes d'or sur les AUNS@MogZols déja formées observée par spectroscopie est en
accord avec leur morphologie finale, montrant certaines branches beaucoup plus
longues que d'autres, contrairement aux AUNS@MosAle; ou la réorganisation atomique
permet une meilleure homogénéisation de la taille des branches. L'unique différence
entre les deux syntheses est le POM utilisé, il est donc probablement responsable de ces
différences de cinétiques et de morphologies. Il serait possible que ce soit lié aux
différences de propriétés redox de ces POM, pouvant influencer la réduction du sel d'or.
Cependant, il est plus probable que cela soit di a une différence dans I'adsorption des
POM, ce qui changerait la diffusion des atomes d’or sur les nanoétoiles a la fin de la
synthese, conférant, dans le cas des AUNS@MogZols une résistance accrue a la migration

des atomes d'or.

Enfin, des tests de cytotoxicité préliminaires sur MCF-10 ont été réalisés, a nouveau a 24
et 120 heures. La cytotoxicité des AUNS@MogZols s'est révélée plus importante que celle
des AUNS@MoAle;, ce qui pourrait étre di a l'activité biologique plus importante du
ligand zolédronate. Cependant, a ce jour, aucun test n'a été réalisé sur des cellules

cancéreuses ni en combinant avec la photothérapie (irradiation laser).
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Les autres travaux de recherche qui s'ouvrent a la fin de cette these incluent, entre autres,
l'utilisation de différents POM réduits, par exemple le MogRis,, pour l'obtention de
différents nanocomposites. A titre exploratoire, une synthese a déja été réalisée,
permettant d'obtenir des nanoétoiles avec une bande plasmon a 830 nm, soit entre la

longueur d'onde de la bande plasmon des AUNS@MosAle; et des AUNS@MogZols.

Il serait également intéressant de lier de nouvelles molécules au POM réduit, par exemple
des aptameres, pour faciliter le ciblage de cellules cancéreuses, ou encore de molécules
qui, sous irradiation dans le proche infrarouge, pourraient produire de |'oxygene singulet

comme certains pigments.

Apreés cela, des tests in vivo pourront étre réalisés avec les différents nanocomposites. En
raison de la forte affinité des bisphosphonates avec les os, il serait fondamental de
connaitre la distribution des AUNS@POM a l'intérieur du corps et de déterminer le temps
de permanence de celles-ci ainsi que les voies d'élimination, ou le cas échéant, de

déterminer l'innocuité a long terme.
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1 Syntheése des germes

1.1 Germes (GA) selon la référence Yuan et al. (2012)

Le premier protocole que nous avons testé est celui décrit par Yuan et al. (2012)[1], il
permet d'obtenir des AuNP sphériques avec une concentration en Or de 0,87 mM :

- Préparer 15 mL d'une solution de citrate de Sodium 1% et préchauffer
approximativement a 60°C.

- Dans un ballon de 250 mL verser 90 mL d'eau ultra pure et 10 mL de HAuCl4 10
mM et chauffer a 100°C a reflux.

- Sous agitation continue, ajouter la solution de citrate dans la solution d'or
attendre 15 min.

- La solution se colore en noir puis rouge bordeaux.

La solution colloidale peut étre stockée dans un flacon en verre ambré a 4°C

1.2 Germes (GB) selon la référence Zabetakis et al. (2012)

1.2.1  GBT

Le suivant protocole pour la synthese des germes (GB1) se base sur la publication de
Zabetakis et al. (2012).[2] Il permet de produire des germes sphériques avec une
concentration en or de 0,3 mM.

- Dans un ballon de 25 mL verser 14,5 mL d'eau ultra pure et 450 pyL de HAuCl, 10
mM sous agitation. Puis chauffer a 100°C.

- Ajouter 106 pL d'une solution aqueuse de citrate de sodium 5%. La solution vire
d'abord au noir puis au rose.

- Dix minutes aprés avoir ajouté le citrate de sodium, refroidir la solution dans un
bain de glace.

122 GB2
Le suivant protocole pour la synthése des germes (GB2) permet de produire des germes
sphériques avec une concentration en or de 0,6 mM.

- Dans un ballon de 25 mL verser 13,9 mL d’'eau ultra pur et 900 pL de HAuCl4 10
mM sous agitation. Puis chauffer a 100°C.

- Ajouter 212 pL d'une solution aqueuse de citrate de sodium 5%. La solution vire
d'abord au noir puis au rose.

- Dix minutes apres avoir ajouté le citrate de sodium, refroidir la solution dans un
bain de glace.
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1.3 Germes (GC) selon la référence Sivaraman et al. (2011)

Le suivant protocole pour la synthese des germes GC est basé sur la publication de
Sivaraman et al. (2011).[3] La principal différence est que, contrairement aux méthodes
antérieures, dans ce cas c'est le précurseur d'or concentré qui est ajouté a l'agent
réducteur. |l permet d'obtenir des germes sphériques avec une concentration en Or de

0.3 mM.

- Dans un ballon de 25 mL verser 14,4 mL d'eau ultrapure et 106 uL d'une solution
aqueuse de citrate de sodium 5%. Chauffer a 100 °C sous agitation.

- Ajouter 450 pL d'une solution aqueuse HAuCls 10 mM. La solution vire d'abord
au noir puis au rose.

- Apres 7 minutes d'avoir ajouté 'HAuCl4, la solution est refroidie dans un bain de

glace.

1.4 Germes (GD) selon la référence Ben Haddada et al. (2016)

141 GD1

Un quatrieme protocole pour la synthése des germes a été testé, celui décrit par Ben
Haddada et al. (2016).[4] (GD1) Il permet de produire des germes sphériques avec une

concentration en or de 0,29 mM

- Dans un ballon de 250 mL, verser 77 mL d’'eau ultra pure et 3 mL d'une solution
aqueuse de HAuCls 10 mM. Préchauffer a 60°C sous agitation.

- Dans une fiole jaugée de 20 mL, verser 4 mL d'une solution aqueuse de citrate de
sodium 1% et 25 pL d'acide tannique 1%. Compléter avec de l'eau ultra pure.
Préchauffer a 60°C.

- Verser le contenu de la fiole dans le ballon sous agitation ; quand la solution
tourne au rouge, monter la température jusqu'a 95°C a reflux.

- Apres 16 minutes a 95°C retirer le ballon et refroidir dans un bain de glace pour
arréter la réaction.

La solution colloidale peut étre stockée dans un flacon en verre ambré a 4°C.

142 GD2

Un cinquieme protocole pour la synthése des germes a été testé, en multipliant la

concentration des réactifs de GD1 par 3.

- Dans un ballon de 250 mL, verser 71 mL d’'eau ultra pure et 9 mL d’une solution
aqueuse de HAuCl4; 10 mM. Préchauffer a 60°C sous agitation.

- Dans une fiole jaugée de 20 mL, verser 12 mL d'une solution aqueuse de citrate
de sodium 1% et 75 uL d'acide tannique 1%. Compléter avec de l'eau ultra pure.
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Préchauffer a 60°C.
Verser le contenu de la fiole dans le ballon sous agitation ; quand la solution

tourne au rouge, monter la température jusqu'a 95°C a reflux.
Apres 16 minutes a 95°C retirer le ballon et refroidir dans un bain de glace pour

arréter la réaction.

La solution colloidale peut étre stockée dans un flacon en verre ambré a 4°C.
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2 Synthese des polyoxométallates hybrides

2.1 Synthese du polyoxomolybdate hybride MosAle;
2.1.1  Synthese du ligand alendronate

L'acide alendronique H,O3PC(CsHgNH)(OH)POsH, (Ale) a été synthétisé comme décrit

précédemment par Kubicek et al.[5]

L'acide y-aminobutyrique (8,80 g, 854 mmol) et I'H3POs3 (7,0 g, 854 mmol) ont été
dissous dans de I'acide méthanesulfonique (MSA, 33 ml) et chauffés a 65 °C pendant 30
minutes. Le PCl3 (15,70 ml, 180 mmol) a été ajouté goutte a goutte avec agitation
vigoureuse et le mélange a été chauffé a 65 °C pendant la nuit. La solution résultante a
été versée dans de l'eau (150 ml) et le mélange a été refluxé pendant 8 heures. Apres

refroidissement a température ambiante, 350 ml d'éthanol ont été ajoutés. Apres 12

0

l.H_{PO_i, MSA, 65°C, 30 min H}_’o}P POsz
HoN 2.PCl;, MSA, 65°C, une nuit
OH : H,N

3.H,0, 100°C, 8 h CH

Acide y-aminobutyrique Acide alendronique
heures, les cristaux ont été collectés par filtration, lavés a l'eau et a I'éthanol. Rendement :

61% (13 g, 52,2 mmol, 249 g.mol™"). RMN du *'P{"H} (300 MHz, D,0): & = 19,2 (s) ppm.

2.1.2 Synthese du POM hybride

Préparation d'une solution de [M0,04(H20)s]." : L'hydrate d'hydrazine N2H4-H,O (220 mg,
4,40 mmol) a été ajouté a une suspension de MoO3 (1,15 g, 8,0 mmol) dans du HCI
aqueux (4 M, 40 mL). Le mélange a ensuite été agité a 60 °C pendant 3 heures, et la
solution résultante (d'un rouge profond) (0,1 M) a été laissée refroidir a température

ambiante avant toute utilisation ultérieure.
Synthése du [(Csz)zN H2]4[MOV403(03PC(C3H6N H3)0P03)2]-6H20 (MO4A|€2)

L'acide alendronique (0,250 g, 1 mmol) a été dissous dans 10 mL de la solution aqueuse

de [M0204(H20)6]*" (0,1 M, 10 mL, 1 mmol). De la diéthylamine a été ajoutée goutte a
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goutte jusqu'a atteindre un pH de 7. La solution résultante d'un rouge profond a été
filtrée et laissée évaporer a température ambiante. De petits cristaux rouges ont été

collectés par filtration 2 a 3 jours plus tard (0,246 g, 56 % basé sur Mo).

2.2 Synthese du polyoxomolybdate hybride MosZol,

2.2.1 Synthese du ligand zolédronate

La syntheése a été adaptée a partir de procédures rapportées dans la référence[6].

Dans une solution de dichlorométhane (DCM) de 500 mL, imidazole (13,6 g, 200 mmol),
hydroxyde de potassium (13,6 g, 240 mmol), KCO3 anhydre (27,2 g, 200 mmol) et TEBA
(chlorure de benzyltriéthylammonium, 0,3 g, T mmol) ont été ajoutés. Le mélange a été
agité a température ambiante pendant 30 minutes. Apres refroidissement a 10°C, 16,8
mL (150 mmol) de bromoacétate d'éthyle ont été ajoutés goutte a goutte avec agitation.
Aprés repos a température ambiante pendant toute la nuit, le mélange a été filtré et le
solvant du filtrat a été évaporé sous vide pour obtenir un liquide jaune. A ce liquide, 200
mL d'eau ont été ajoutés et le mélange a été agité pendant 12 h a température ambiante.
Le solvant a été évaporé sous vide et un grand volume de chloroforme a été ajouté au
résidu, ce qui a entrainé la précipitation de l'acide 1H-imidazole-1-acétique sous forme
de poudre blanche qui a été isolée par filtration avec un rendement de 12% (3,90 g, 24
mmol, Masse molaire : 164,20 g.mol-1). Ce dernier a été dissous avec H3POs (4,06 g, 50
mmol) dans 13 mL de chlorobenzene en chauffant a 110°C. Le mélange a été refroidi a
température ambiante et PCl; (2,88 mL, 33 mmol) a été ajouté goutte a goutte avant de
chauffer a nouveau a 110°C pendant 4 h. Le mélange réactionnel a été refroidi a
température ambiante et 27 mL d'eau ont été ajoutés lentement avant de chauffer a
110°C pendant 1,5 h. Le mélange a été refroidi a température ambiante et filtré. Le
solvant du filtrat a été évaporé sous vide et 85 mL de méthanol ont été ajoutés au résidu,
ce qui a entrainé la précipitation. Cette suspension a été chauffée a reflux pendant 16 h,
puis filtrée a chaud. La poudre blanche résultante a été lavée avec de I'éthanol et de

I'éther diéthylique. Rendement : 34% (1,84 g, 6,7 mmol, Masse molaire : 272,09 g.mol™).
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LKOH, KLU0,  TEBA 1.H3PO,, PCly, Chlarobenzene, 110°C, 4 h

2.Bromoacetate, DCM, 12 h - " PO-H
2.H,0,110°C, 1.5 h 3H2
® 20,110°C,
NJ/A\/NH 3.Chlorofarm N”'/;\Nf\l‘/ﬂ?'( N/\‘N/\FOH
— D ——— e —
- : U o
1H-imidazole potassium 2-(1H-imidazol-1-yl)acetate Zoledronic acid

0]
Bromoacetate = /\OJ\,/E”

2.2.2 Synthese du POM hybride

136 mg (0,5 mmol) d'acide zolédronique sont introduits dans 5 mL de Mo;0; et la
suspension est agitée 5 min. Le pH est augmenté a 6,8 avec du NaOH 4 M et le mélange
est agité pendant 5min a température ambiante le temps de stabiliser le pH. Le solide
marron est filtré, lavé a I'éthanol et séché a I'éther. Une masse de 320 mg est obtenue.

La RMN 3'P est discutée dans le texte.

168



Matériels et méthodes

3 Synthese des composites AUNS@POM

3.1 Synthese des composites AuUNS@Mo,Ale;

Dans un ballon de 25 ml verser 4,5 mL d’eau milli-Q puis 250 microlitres de HAuCls 10
mM. Placez le ballon dans un bain de glace et ajouter un barreau aimanté, en agitant a
600 RPM. Attender 10 minutes que la température soit en équilibre. Verser 100
microlitres de HCI 0,1 M, puis attendre 5 minutes pour homogénéiser. Ensuite, verser :

- 300 microlitres de germes (0,3 mM).

- 30 secondes plus tard, 100 microlitres de AQNO3 4 mM.

- 20 secondes plus tard, 50 microlitres de MosAle; 100mM.
- Attendre 2 h sous agitation.

Le lavage est réalisé par centrifugation de la facon suivante :

La solution (5 mL) est versée dans un tube en verre et centrifugée pendant 13 minutes a
2200 RPM. Le surnageant bleu claire est transféré dans un deuxieme tube en verre pour
un nouveau cycle de centrifugation dans les mémes conditions. Le surnageant du
deuxieme cycle est presque translucide et contient trés peu de nanoétoiles, il est donc
rejeté. La partie inférieure dans les deux cycles est d'un bleu trés intense dU a la haute
concentration en AuNS, les deux fractions sont réunies dans un seul tube et de I'eau ultra
pure est rajouté jusqu’a obtenir un volume total de 2,5 mL. Finalement, les AuNS sont

stockées au froid et a I'abri de la lumiere.

3.2 Synthése des composites AUNS@MosZol,

Dans un ballon de 25 ml verser 4,5 mL d’eau milli-Q puis 250 microlitres de HAuCls 10
mM. Placez le ballon dans un bain de glace et ajouter un barreau aimanté, en agitant a
600 RPM. Attendre 10 minutes que la température soit en équilibre. Ajouter 100
microlitres de HCI 0,1 M, puis attendez 5 minutes pour homogénéiser. Ensuite, verser :

- Versez 300 microlitres de germes (0,3 mM).

- 30 secondes plus tard, versez 100 microlitres de AQNO3 4 mM.

- 20 secondes plus tard, versez 50 microlitres de MogZols 50mM (préalablement
chauffé a 80°C pour dissoudre puis refroidit a température ambiante.)

- Attendre 3 h sous agitation.

Le lavage est réalisé par centrifugation de la facon suivante :
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La solution (5 mL) est versée dans un tube en verre et centrifugée pendant 15 minutes a
2500 RPM. Le surnageant bleu claire est transféré dans un deuxieme tube en verre pour
un nouveau cycle de centrifugation dans les mémes conditions. Le surnageant du
deuxiéeme cycle est presque translucide et contient tres peu de nanoétoiles, il est donc
rejeté. La partie inférieure des deux cycles est bleu-gris trés intense di a la haute
concentration en AuNS, les deux fractions sont réunies dans un seul tube et de I'eau ultra
pure est rajouté jusqu’a obtenir un volume total de 2,5 mL. Finalement, les AuNS sont

stockées au froid et a I'abri de la lumiere.
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4 Techniques de caractérisation

Spectroscopie UV-Visible

Les spectres d'absorption électronique ont été enregistré sur un spectrometre Perkin -
Elmer Lambda-750 en utilisant des cellules en quartz de 2 mm d'épaisseur, la longueur

d'onde sélectionné est de 250 a 1200 nm.
Spectroscopie infrarouge

FT-IR : Les spectres FT-IR des POM et des ligand bisphosphonates (en poudre) ont été
enregistré sur un Nicolet ATR 6700 FT

PM-IRRAS : Les spectres ont été enregistré su un spectrometre Nicolet de ThermoFisher
en déposant 200 pL de solution colloidale sur une surface d'or et en laissant sécher

pendant 2 heures a 30°C.
Diffusion dynamique de la lumiére (DLS) et {-potential

Les mesures ont été réalisées a 25°C sur un Malvern Zetasizer Nano ZS en triplicat pour

chaque mesure.
Microscopie électronique en transmission (MET) et STEM-EDS

L'acquisition des images TEM a été réalisé sur un JEOL JEM 1011 avec une tension
d'accélération de 100 kV. Les grilles ont été préparées en déposant 10 pL de la
suspension colloidale sur un grille en cuivre couverte de carbone et sécher a température

ambiante. Les distributions de tailles ont été obtenues en utilisant le software ImageJ.

Les mesures de microscopie électronique en transmission a haute résolution (HR-TEM)
ont été réalisées a l'aide d'un microscope JEOL 2100Plus UHR fonctionnant a 200 kV. Des
images de microscopie électronique en transmission par balayage (STEM) utilisant un
détecteur a grand angle d'obscurité (HAADF) ont également été acquises. Le mode STEM
couplé a la spectroscopie de dispersion d'énergie des rayons X (XEDS) a été utilisé pour

effectuer la cartographie élémentaire. L'analyse XEDS a été réalisée avec un détecteur
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SDD Oxford Instrument de 80 mm?. Les spectres de rayons X ont été enregistrés et traités
avec le logiciel Aztec. Les distributions de tailles des nanoparticules ont été calculées en
mesurant un minimum de 200 particules a I'aide du logiciel Image). Pour I'imagerie MET
des échantillons cellulaires, aprés incubation avec les nanoparticules, les cellules ont été
détachées avec de la trypsine et fixées dans du glutaraldéhyde a 5% dilué dans un
tampon cacodylate 0,1 M pendant 1 heure, puis lavées avec un tampon cacodylate. Les
échantillons ont ensuite été contrastés avec du tampon a extrait de thé Oolong (OTE),
suivis d'une post-fixation avec 1% d'oxyde d'osmium et 1,5% de cyanoferrate de
potassium. Une série de bains de déshydratation, de 30% a 100%, a ensuite été réalisée
avant d'incorporer les culots cellulaires dans des résines époxy. Les résines ont finalement
été sectionnées (70 nm), et les sections ont été placées sur des grilles en cuivre pour
observation avec un microscope électronique a transmission Hitachi HT 7700

fonctionnant a une tension d’accélération de 80 kV.

Les grilles de cryo-TEM ont été préparées en déposant 10 pL de solution colloidale sur
une grille en cuivre revétue de carbone et en les gelant par immersion dans de I'éthane
liquide, puis I'exces a été retiré. Les mesures ont été réalisées dans un microscope JEOL

JEM-2100 fonctionnant a une tension d'accélération de 100 kV.
Inductively Coupled Plasma - Optical Emission Spectrometry (ICP-OES)

Les contenues en P, Mo, Ag, et Au ont été mesurés par ICP-OES en utilisant un Agilent
Technologies 700 Series. Pour cela 0,5 mL de chaque échantillon a été mélangé avec 0,5
mL d'un mélange HCl 2:1 HNOs. Aprés 4 heures de chauffage a 80°C et 20 heures a

température ambiante, les échantillons ont été dilués en rajoutant 6 mL d'eau ultra pure.

Pour les cellules, apres avoir retiré le surnageant, 200 yL du méme mélange HCI:HNOs a
été ajouté a chaque plaque et chauffés a 80°C pendant 4 heures, puis laissés 20 heures a
température ambiante. Le jour suivant, chaque échantillon a été mélangé avec de I'eau

ultrapure pour obtenir un volume total de 4 mL.
Spectroscopie a résonance magnétique nucléaire (RMN)

Les spectres RMN 3'P ont été enregistré sur un Bruker AC-300 opérand & 121,5 MHz. Les
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déplacements chimiques sont référenciés par rapport a un standard externe, 85% H3PO,.
Spectroscopie photoélectronique X (XPS)

Les analyses XPS ont été réalisées a 'aide d'un spectrométre photoélectronique a rayons
X Omicron Argus, équipé d'une source de rayonnement AlKa monochromatisée (hv =
1486,6 eV) et d'une puissance de faisceau électronique de 280 W. L'émission de
photoélectrons a partir de I'échantillon a été analysée a un angle de décollage de 45°
dans des conditions de vide ultra-élevé (<10° mbar). Les énergies de liaison ont été
calibrées par rapport a I'énergie de liaison C1s (C-C) a 284,8 eV et les intensités des pics
des éléments ont été corrigées par des facteurs de Scofield. Les aires des pics ont été
déterminées apres soustraction d'un fond Shirley. Les spectres ont été ajustés a l'aide du
logiciel Casa XPS v.2.3.15 (Casa Software Ltd, Royaume-Uni) en appliquant des fonctions

gaussiennes-lorentziennes (70%/30%).
Voltammeétrie des POM

La voltammétrie cyclique a été réalisée sur une solution de POM avec une concentration
en Mo(V) de 16 mM en utilisant une électrode en platine comme électrode de travail et
avec comme référence une électrode au calomel saturé (ECS). Le solvent est une solution

de NaCl 0,5 M avec pH = 5,5. La vitesse de balayage est de 10 mv/s.
Tests de cytotoxicité

Les nanoparticules ont été internalisées par les cellules U87 et MCF7 dans une plaque a
96 puits pendant 5 jours et avec les cellules U87 pendant 24 heures. Six conditions ont
été comparées. Premierement, les cellules ont été maintenues en culture pendant 24
heures ou 5 jours comme condition témoin. Deuxiemement, le milieu de culture a été
enrichi en molécules d'alendronate, avec des concentrations variant de 0,24 uM a 4 mM.
Troisiemement, le milieu de culture a été enrichi en MosAle; a des concentrations
comprises entre 1 uM et 1,5 mM d'alendronate. Quatriemement, le milieu de culture a
été enrichi en MogAle; a des concentrations comprises entre 0,24 pM et 1,5 mM
d'alendronate. Cinquiemement, le milieu de culture a été enrichi en AUNS@MoJAle; a

des concentrations comprises entre 0,48 uM et 0,25 mM d'alendronate. Enfin, les cellules
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supplémentées avec AUNS@ MoaAle; ont été exposées a un laser de 808 nm a 1,7 W/cm?

pendant 5 minutes. Dans une étude précédente menée par certains d'entre nous, cette
puissance laser de 1,7 W/cm? s'est avérée efficace pour induire une inhibition de la
croissance tumorale in vivo sans présenter de phototoxicité non spécifique.[7] De plus,
cette valeur est inférieure a la puissance utilisée dans de nombreuses études in vivo.[8],

[91, [10]

Apres 24 heures ou 5 jours, le milieu de culture a été remplacé par 200 yL de RPMI sans
rouge de phénol, supplémenté de 10% d'Alamar Blue. Apres 2 heures, la plaque a été
analysée avec un lecteur de plaque multimode (Enspire Perkin Elmer) a une longueur
d'onde d'excitation de 570 nm et une détection de fluorescence a 585 nm. L'activité

métabolique a été déterminée par comparaison avec les cellules témoins.
Ajustements de l'activité métabolique :

Tous les ajustements sont effectués a l'aide d'un algorithme de Levenberg-Marquardt
pour représenter le modele DoseResp[11] avec une pente de Hill variable (p) disponible

dans le logiciel OriginPro, présenté dans I'équation 1.

Ax—Aq

y=Al+ — )

A1 représente l'asymptote inférieure, représentant I'efficacité maximale du médicament
avec une "concentration infinie", tandis que A2 est I'asymptote supérieure qui représente
I'activité sans traitement. Log xo est le logarithme de la concentration lorsque l'activité
métabolique est la moitié de l'activité maximale. x est la variable indépendante de
I'ajustement (-9.0, -2.4) correspond au logarithme de la concentration du médicament
en mol/L.y est la variable dépendante [0,100] : pourcentage d'activité métabolique. p est
la pente de Hill variable. Pour p>0, l'activité métabolique est stimulée par le médicament

et pour p<O0, elle est inhibée. |p|>1 indique une pente plus abrupte.
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