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Introduction

L’intérét pour les matériaux de taille nanométrique n’a cessé de croitre ces vingt
derni¢res années. Cette caractéristique dimensionnelle confere a ces matériaux des propriétés
ou des comportements particuliers, utilisés notamment pour de nouvelles applications
technologiques. En effet, les nanoparticules (NPs) possédent des propriétés magnétiques,
optiques, électroniques, catalytiques et biologiques uniques, différentes de celles du matériau
massif ou de la molécule, liées a leur taille et a leur forme. Leur champ d’application est par
conséquent trés vaste.

Les propri¢tés des nanomatériaux varient notamment selon leur composition chimique,
leur taille, leur surface spécifique, I’état de surface, ou encore la forme du nano-objet
considéré. De plus, chaque nanomatériau peut étre doté d’une réactivité ou d’un
comportement diftérent selon la formulation et la matrice du produit fini qui le contient.

Désormais, les nanomatériaux ne sont plus seulement confinés dans les laboratoires de
recherche, mais sont aujourd’hui intégrés dans de nombreux procédés industriels et
participent & la composition d’une grande variété de produits ou systémes utilisés dans la vie
courante (crémes golaires, textiles, aliments, domaine deg transports, médicaments, etc.).

Ces nanomatériaux sont présents dans des secteurs aussi variés que le batiment,
’automobile, ’emballage, la chimie, I’environnement, I'¢lectronique, le stockage et la
production de I’énergie ou la santé.

Il existe une grande variété¢ de nanomatériaux (métaux, oxydes métalliques, silicium,
carbone,...).

Parmi ces nanomatériaux, les nanoparticules d’or (AuNPs) sont les plus anciennes,
elles sont utilisées depuis longtemps avant méme la définition du terme "nano". Un
exemple célebre est la coupe de Lycurgue d’époque romaine, qui posséde des
propriétés optiques particulieres (éclairée de [I'intérieur, elle apparait verle . éclairée de
Pextéricur, cllc apparait rouge) ducs a la préscncce des nanoparticules d’or.

Tes nanopaiticules dor onl suscilé de toul lemps beavcoup dPinléél el de curiosilé, el les
recherches dans cet axe se sont considérablement accélérées durant ces derniéres années en
raison de leurs applications en optique (liées a leur absorption plasmonique), en catalyse et en

nanomédecine (vectorisation d’agents thérapeutiques).
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Les (AuNPs) représentent en effet des outils parfaitement adaptés non seulement par
leur synthése aisée mais aussi par leurs grandes capacités de fonctionnalisation (voire de
multi-fonctionnalisation) en surface, par greffage de molécules soufrées ou aminées, de
molécules biologiques, anticorps,...etc.

L’utilisation des NPs dans le domaine biomédical exige notamment une solubilité
élevée et une excellente stabilité en conditions physiologiques.

Cependant les (AuNPs) en solution ont tendance & s’agréger et a précipiter, du fait des
interactions de type Van der Waals qui existent entre elles.

Différentes stratégies ont ét¢ employées ces derniéres années afin d’améliorer leur stabilité.
Parmi celles-ci, figure la formation de liaisons covalentes entre les (AuNPs) et des composés
porteurs d’une ou plusieurs fonctions thiols.

Donc pour empécher I’agglomération des nanoparticules, la présence d’un agent stabilisant
localisé a leur surface est nécessaire. De plus, I'utilisation de produits non toxiques, de
solvants bénins pour I’environnement, et de matériel recyclable reste a développer.

Dang ce contexte, noue avone a travere notre travail cherché a développer uno nouvolle
stratégie de stabilisation de nanoparticules d’or(AuNPs) dans I’eau, et d’étudier les
meilleures conditions de leurs stabilisation par I’emploi d’un dithiol, plus précisément
I"acide lipoiquee (LA):un antioxydant universel et un agent thérapeutique d'avenir, et ce dans
le but de synthétiser une plateforme nanoparticulaire servant a des fonctionnnlisations varicdes

Notre mémoire renferme trois chapitres:

Le premier chapitre de ce mémoire est consacré a une mise au point bibliographique
sur les nanomatériaux en particulier les nanoparticules d'or, leurs propriétés, leurs stratégies
de synthese ainsi que leurs différents domaines d’applications.

Le second chapitre donne un apergu général sur le stress oxydant et son implication
dans plusieurs pathologies et I’utilisation de 1’acide lipoique et ses analogues de synthése en
tant qu’antioxydant efficace.

Le troisieme chapitre nommeé résultats et discussion résume les faits marquants de nos

travaux expérimentaux.

Enfin vient une conclusion générale qui acheve ce travail.
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VECTORISATION PAR LES NANOPARTICULES D’OR

!)—Nanotechnologie et nanomatériaux :

Par « nanotechnologies », on entend 1a maitrise et la manipulation de la matiere aux
€chelles moléculaire et atomique. Mettant & profit les progres réalisés dans des disciplines
telles que la physique, la chimie, la biologie, I’électronique et I'informatique,

L’¢étude et I'utilisation de matériaux nanostructurés connaissent un essor considérable en
raison de leurs propriétés particuliéres par rapport aux materiaux massifs. Toutes les grandes
familles de matériaux sont concernées: métaux, céramiques, diélectriques, oxydes
magneétiques, charpentes silicatées, carbones, polyméres, ... ... etc [1].

Du fait de leur taille, les nanomatériaux présentent des caractéristiques différentes de
I"échelle macroscopique. En effet, lorsque la taille d’une particule diminue, le nombre de
particules par gramme croit considérablement - ce nombre est multiplié¢ par 1.000.000 lorsque
le diamétre d’une particule évolue de 100 nm a 1 nm. Parallélement, a quantité¢ de matiére
équivalente (soit un gramme de matiere présentant une densité de 10 g/em3), la surface
particules/environnement est multipliée par un facteur 100, D’autre part, la diminution du
diametre des particules conduit & une augmentation de la proportion d’atomes présents en
surface (5 % des atomes d’une particule de 30 nm sont en surface, contre 20 % pour une
particule de 10nm et 50 % pour une particule de 3 nm) [2].

Une masse donnée de nanomatériaux sous forme de nanoparticules sera donc plus réactive
que la méme masse constituée de particules de plus grande dimension.

Les structures nanométriques permettent alors d’obtenir de nouveaux matériaux présentant
des propriétés mécaniques, ¢lectriques, magnétiques, optiques et catalytiques particuliéres ou
des combinaisons de propriétés originales, différentes parfois des propriétés du méme
matériau 4 une échelle différente [3].

ID)- Définition des nanoparticules

En octobre 2011, la commission de I’union européenne a défini un nanomatériay
comme « un matériau dont les constituants principaux ont des dimensions comprises entre 1
et 100 nm ». Une NP est alors un assemblage d’atomes, formant un objet dont au moins une
dimension est comprise entre 1 et 100 nm.,

La figure 1 compare les nanostructures avec les objets connus dans la vie quotidienne.
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Figure 1:Gamme de tailles des nanostructures comparée a celles des principaux objets

connus [4]

I1.1)- Les Différentes Nanoparticules :

11 existe une grande variété de NPs allant des particules d’or aux liposomes, en passant
par les NPs polymériques. Si le choix du cceur des particules est primordial en ce qui concerne
la protection et I’éventuel relargage des agents d’intérél, le contrdle de la surface 1’est
tout autant. Cc sont cu cffct sca propriétés de surface qui pormcttront & la particule de
véhiculer les agents thérapeutiques ou de diagnostic vers la zone ciblée [5]. Le cceur de
ces NPs est généralement composé d’assemblages organiques ou inorganiques des
compositions et des structures trés diverses, comme ’illustre la Figure 2.

La Chronologie de I’application de certaines nanoparticules en médecine au stade des essais

cliniques sont présentées sur la schémal.
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Figure 2 : Représentation schématique des principaux nano objets utilisés en

recherche biomédicale [6].
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Schéma 1: Chronologie des débuts de la nanomédecine au stade clinique (liste non

exhaustive).

II.2.1)- Les nanoparticules d’or (AulNPs) :

L’avancée rapide des nanotechnologies observée durant cette derniére décennie a

permis le développement de différents types de AuNPs fonctionnalisées pour des
applications en thérapie photo-thermique, imagerie moléculaire, bio-détection et en

thérapie génétique [7].Les propriétés : optique et photo-thermique de ces NPs dépendent de
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leur taille en raison de I’oscillation collective des électrons de surface. [8]. L'intensité
d'absorption et de diffusion des AuNPs est significativement plus élevée que celle de la
plupart des colorants absorbants et diffusants organiques, ce qui les rend excellentes comme
candidates d’agent de contraste en imagerie. Les interactions électron-phonon et phonon-
phonon dans ces nanoparticules génerent de la chaleur apres une exposition dans le proche
infrarouge (650-900 nm) [9].

Les nanobilles, nanocapsules et nanobdtonnets d’or, synthétisés en utilisant une grande
variété de réactifs par des méthodes de synthése chimiques et électrochimiques [10];
absorbent dans la région NIR. Ces NPs couplées a I'imagerie ont été largement utilisées

pour la destruction thermique des tumeurs [11].

11.2.2)-L.es liposomes :

Les liposomes ont été utilisés comme vecteurs de médicaments depuis 1965. Ce
sont des vésicules sphériques de quelques dizaines a quelques milliers de nm de diamétre.
Ccs vésicules sont composées d’une ou de plusieurs bicouches lipidiques qui permettent
de séparer un milieu intra-vésiculaire d’un milieu extérieur. Ces particules sont depuis de
nombreuses années utilisées comme outils pour la biologie, la biochimie, 1a médecine ainsi
que par D'industrie des cosmétiques en tant que transporteurs de principes actifs
thérapeutiques ou d’agents d’imagerie Leur caractére non toxique et biocompatible fait de ces
colloides des systémes intéressants pour les applications in vivo.

Cependant, les liposomes présentent également quelques limitations: ils ont
effectivement montré une faible capacité d’encapsulation (notamment pour les molécules
lipophiles piégées dans la double couche de phospholipides), une stabilité modérée, une
production délicate, et un relargage précoce des principes actifs hydrophiles dans le
sang. Les niosomes sont des ensembles supramoléculaires similaires aux liposomes, a la
diffaronon qun Ioa malaemlna annatituant In donhle annche ne sant pas des phaspholipidcs mais
dey surfactants de svnthése  (lipides  non  lonigues), Cleat Egalement Te wan  ddes
polymersomes, pour lesquels des copolymeres bloc (comportant une partie hydrophile et

nne partie hydrophobe) forment 1a structurc emprigonnant lc régervoir aqueux [12].

I1.2.3)- Les polyméres organiques :

Les NPs de polymeres, sont synthétisées par des méthodes de
polymérisation/polycondensation de polymeéres biodégradables. Les polyméres les plus
couramment utilisés sont : le poly(acide lactique) (PLA), poly(acide glycolique) (PGA),

6
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poly(lactide-co-glycolide) (PLGA), le chitosane, le poly-epsilon-caprolactone. Ils sont
utilisés dans I’industrie alimentaire ou encore dans le domaine de la chirurgie (fils de
suture..). Les polyméres peuvent étre également naturels, a4 base d’albumine ou de
gélatine[13].1ls peuvent se présenter soit sous la forme de nanosphéres constituées de
matrice de polymeére dans laquelle le principe actif peut étre dispersé ou dissous, soit sous
la forme de nanocapsules comportant un réservoir dans lequel le principe actif est protégé
par une mince paroi de polymére de quelques dizaines de nanométres d’épaisseur .Leur taille
est généralement inférieure a 300 nm. Du polyéthyléne glycol (PEG) peut étre greffé a leur

surface, ils sont souvent utilisés dans le traitement du cancer.

I1.2.4)-L.es nanoparticules lipidigues :

Les NPs lipidiques ont une place de choix dans leur utilisation comme

nanovecteurs de principes actifs[14] En effet, les lipides rentrent dans la composition de la
membrane plasmique. Ils sont également synthétisables par émulsion et peuvent se
présenter sous la forme de nanocapusles ou nanosphéres. Dans les deux cas, ils peuvent
présenter un ceeur aqueux ou huileux, ce qui leur permet de transporter des principes actifs de
propriétés physico-chimiques variées (hydrophiles, hydrophobes ou encore amphiphiles).
De la méme maniére que ponr les lipnsomes, a leur surface, des agents

dispersants (de type PE( par exemple) ef des ligands (anticarps, peptides, acide falique. )
peuvent étre greffés pour acquérir respectivement un caractére « furtif » et un ciblage

spécifique vers les cellules cibles[15].

I1.2.5)-Les nano-émulsions :

Les mnano-émulsions sont obtenues par dispersion d’un mélange de phases
huile/eau. Les gouttelettes de phases dispersées sont transparentes ou translucides et de taille
nanométrique (20-200 nm). Elles sont stabilisées par un film a surface active composé
do swlactaut vu de wu=suilactaut [16].

Les nano-émulsions sont beaucoup utilisées en formulations pharmaceutiques car elles
se forment spontanément (facile a préparer), sont optiquement transparentes, et
thermodynamiquement stables. Grice a leur petite taille, elles permettent d’éviter le
crémage ou la sédimentation qui peut avoir lieu lors du stockage ou coalescence des

gouttelettes.
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11.2.6)- Les micelles :

Les nano-émulsions et les phases micellaires peuvent apparaitre similaires du

point de vue composition et taille structurale, mais il convient de noter que les phases
micellaires se forment par auto-assemblage thermodynamique alors que les nano-émulsions
ne se forment pas spontanément. En effet, dans le cas des nano-émulsions, la formation
de gouttelettes nécessite ’application d’un cisaillement externe. La structure des micelles
est du type ceceur-coquille (« core-shell » en anglais) en milieu aqueux. Les micelles se
forment lorsque la concentration en surfactants dans le milieu dépasse une valeur seuil
nommeée concentration micellaire critique. Les micelles sont donc des systémes
supramoléculaires qui sont en équilibre avec les molécules amphiphiles en solution. Selon le
surfactant utilisé, on distingue différents types: micelles & base de phospholipides ou de
surfactants pégylés, micelles a base de copolymeres (pluronics, (L) acide polyaminés,
polyesters).Les micelles polymériques sont fortement stables in vitro et in vivo,

biocompatibles et ont fait récemment 1’objet de quelques essais cliniques .

I1.2.7)-Les quantum dots (QDs) :

Les « quantum dots » (QDs) sont des nano-cristaux colloidaux semi-conducteurs
de taille allant de 2 & 8 nm[17].Les QDs sont dotés de propriétés électroniques et optiques
uniques de par leur taille et leur composition.

Ils peuvent étre administrés par injection, excitables in vivo a des longueurs d’onde
varianl avec le milieu chimique local et sont détectables grice a leur fluorescence par une
caméra CCD (charge coupled device) [18].

Leur surface peut étre modifiée pour améliorer leur solubilité, sensibilité, spécificité et leur
visualisation en ciblage tissulaire. Ces QDs révélent néanmoins des inconvénients : leur
luminescence est « aléatoire », elle disparait et réapparait. On parle de phénoméne de
scintillement ou « photobleacching » en anglais. De plus, la durée de vie de luminescence est
faible de I’ordre de 20 ns, ce qui n’est pas adapté pour des observations de longue durée
[19]. Les études préliminaires révelent qu’ils sont toxiques a cause de la présence
d’éléments toxiques qui rentrent dans leur composition (Cd, ...). Enfin, les modes

d’élimination naturelle de ces composés demeurent méconnus.

I1.2. 8)-L.es nanoparticules d’oxvde de fer :
Les NPs d’oxyde de fer superparamagnétiques désignées par le terme SPIO

(Super Paramagnetic Iron Oxide) possédent des propriétés magnétiques uniques qui font
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d’elles des matériaux avancés candidats pour la biomédecine. Elles peuvent servir
d'agents de contraste pour I’TRM, de « points chauds » locaux capables de tuer les cellules
malignes et de transporteurs colloidaux lors de la vectorisation de médicaments ou du
diagnostic. La propriété des SPIOs  provient du fort moment magnétique qu'ils
acquicrent en présence dun champ magnétique externe. Leur moment magnétique élevé
engendre un fort contraste en imagerie IRM. En plus de posséder d'excellentes
propriétés magnétiques, les SPIOs sont biocompatibles et biodégradables ; donc non
toxiques. Au cours de la dégradation, les ions Fe libres n’augmentent pas sensiblement la
teneur en fer contenu dans le corps et s’incorporent naturellement dans I'hémoglobine.
IIs sont alors dégradés par des voies normales de recyclage du fer. . Les SPIOs sont
généralement synthétisés par co-précipitation de suspensions alcalines de Fe(OH)2 et
Fe(OH)3.La taille des particules peut varier entre quelques nanométres et plusieurs
centaines nanometres de diameétre. Pour accroitre leur stabilité, leur demi-vie de circulation
et leur biocompatibilité, diverses méthodes ont été utilisées pour fonctionnaliser les NPs
de SPIO avec un revétement de polyméres inertes, comme le dextran, des

olysaccharides, le polyéthyléne glycol (PEG) et I'oxyde de polyéthyléne (PEO) .

I1.2. 9)-Les nanoplateformes de carbone :

On distingue principalement les fullerénes, les nanotubes de carbone (NTC) et
les nanodiamants. Les fullerénes sont une famille de composés du carbone dont [’existence a
été prédite en 1970 et officiellement prouvée en 1985[20].

La forme la plus connue est le fulleréne C60. Les fullerénes peuvent prendre une
forme géométrique rappelant celle d’une sphére, d’un ellipsoide, d’un tube ou d’un
anneau. Grdce a leurs caractéristiques physiques, chimiques, propriétés électriques et
optiques, les fullerénes et leurs dérivés sont incorporés dans des nouveaux dispositifs ou
matériaux[21].Les fullerénes peuvent jouer le réle de radio-protecteur. En effet, ils
permecttent la protection contre les dommages causés par irradiation aux rayons X n vitro et
in vivo chez la souris, en réduisant la formation d'espéces réactives de l'oxygene[22].

Des études se poursuivent sur [’augmentation de la solubilité des fulleréncs ct leur
toxicité. Les nanotubes de carbone (NTC) sont des feuilles de grapheéne cylindriques. Les
NTC peuvent étre utilisés pour 1'ablation des cellules cancéreuses par hyperthermie en raison
de leur forte absorption optique dans la région du NIR, ainsi que pour la vectorisation
de médicaments vers les cellules cancéreuses en raison de leur grande surface spécifique.

On distingue : les NTC mono paroi désignés par le terme SWCNT (Single Wall Carbone
9
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Nano Tube) dont le diamétre est compris entre 1 et 3 nm et la longueur comprise entre 5 et 30
nm, des NTC multi parois désignés par le terme MWCNT (Multi Wall Carbone Nano Tube)
de diametre compris entre 10 et 150 nm et de longueur allant de 200 nm a quelques
micrometres[23].Les Nanodiamants (ND) sont des agents trés intéressants pour des
applications en biologie et en médecine en raison de leur plus grande biocompatibilité par
rapport a d'autres nanomatériaux de carbone, leur photo-stabilité, la facilité de purification,
la disponibilité commerciale et de leur faible cytotoxicité. [ls peuvent étre fonctionnalisés et
conjugués a une grande variété de molécules pour le marquage cellulaire et la vectorisation
de médicaments, ce qui leur confére un potentiel important d’applications thérapeutiques

et de diagnostic.

11.2.10)-Les nanoparticules de silice :

Les autres types de NPs qui sont en cours de développement sont les nanoparticules de
silice. Les NPs de SiO, sont synthétisées par le procédé sol-gel [24]. Leur taille est
généralement inféricurc a 50 nm. Celles-ci sont rendues luminescentes en incorporant
dans leur matrice des terres rares, typiquement de ’europium trivalent (Fu®"). Fn effet
’ion Eu”* introduit dans une matrice minérale, posséde une luminescence stable dans le
temps. Elles sont facilement modifiables, chimiquement et biologiquement par des agents
détecteurs. Elles sont généralement utilisées en imagerie par fluorescence ct comme agent

vecteur de médicaments et de génes [25].

III)-La vectorisations des médicaments :

La plupart des pathologies sont traitées griace a [’utilisation de médicaments. Certains
de ces médicaments sont composés de molécules chimiques alors que d’autres sont constitués
de molécules biologiques. Cependant, [’utilisation des médicaments génére souvent
certains effets secondaires. L’amélioration des systémes d’administration et plus
particulicrement I’injection directe des médicaments est une procédure qui cherche a
étre améliorée par !’industrie pharmaceutique et les patients. L’encapsulation des
médicaments dans des transporteurs est une possibilité qui a été étudiée durant cette derniére
décennie [26].

Le concept de vectorisation a pour objet le « ciblage »de composés (traduit en anglais par
drug targeting): il s’agit donc de permettre a ces composés d’atteindre une cible biologique,
celle-ci pouvant étre de nature diverse (un organe, une cellule, un compartiment subcellulaire,

voire une molécule). L’objectif premier était a la fois de réduire les effets secondaires d’une

10
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molécule active résultant de sa bio-distribution trop large et d’augmenter la concentration de

cette molécule au sein de la cible.

IIL1)- 1 génération de vecteurs :

Constituée de nanoparticules sphériques ou capsulaires, c’est la génération la plus
connue et la plus accessible. L’intérét de ces particules résidait dans leur capacité a
éviter D’excrétion et I’élimination par le systéeme rénal. En effet, I’élimination se fait
principalement dans I’organisme par le rein disposant d’un systéme de fonctionnement basé
sur la filtration a travers les pores de quelques nanométres. Ainsi, lorsque des agents d’intérét
de faible poids moléculaire sont encapsulés au sein de vecteurs colloidaux d’une dizaine de
nanometres, I’élimination par voie rénale devient impossible. En conséquence, [’effet de ces
particules est prolongé. La taille des NPs doit toutefois étre suffisamment petite pour
qu’elles ne restent pas bloquées dans les plus petits vaisseaux sanguins. Bien que la taille
des NPs leur permette d’éviter de nombreux pieges « géométriques » de Iorganisme,
elles peuvent étre souvent phagocytées par les défenses immunitaires . les macrophages. Il
convient alors d’éviter la phagocytose en trompant les défenses immunitaires pour atteindre la

zone d’intérét : on parle alors de furtivité [27].

Comme nous 1’avons évoqué dans le cas de la 1%¢ geénération de vecteurs, les
mécanismes naturels de métabolisation et d’élimination limitent grandement [’activité
thérapeutique ou de diagnostic des médicaments ou des agents de contraste injectés.
Non seulement I’élimination de la substance d’intérét de la circulation sanguine diminue
la dose qui va finalement atteindre les tissus ciblés, mais I’accumulation de cette
méme substance dans les organes d’élimination ou de séquestration (rein, foie, rate ...)
peut également entrainer des effets secondaires toxiques au niveau de ces tissus. Dans le cas
de Dulilisution d agent de coniraste, ces accumulations peuvent de plys masquer la znne
d'intérél, ol done perturber el fausser la détection. C’esl pourquoi de nouvelleg stratégios ont
ét¢ développées afin d’augmenter la durée de vie des NPg dans Ic compartiment sauguin. I
s’agit de la modification chimique de la surface des nano-transporteurs. Nous pouvons
distinguer les NPs PEGylées ou des NPs revétues d’une couche de polymére hydrophile
servant d’agent de furtivité. Le temps de séjour de ces NPs dans la circulation sanguine

peut étre suffisamment important pour relarguer lentement un agent thérapeutique dans le
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sang, ou pour qu’il se produise une accumulation passive au sein des tissus[28]. Cependant
certaines particules telles que les colloides furtifs restent longtemps dans le sang et finissent
par é&tre extravasées hors du compartiment sanguin. Ainsi, pour faciliter leur
accumulation dans un tissu donné, il est indispensable de fonctionnaliser leur surface avec
des ligands biologiques qui seront reconnus par les cellules composant le tissu d’intérét.

La 3éme génération de vecteurs fut alors crée.

I11.3) - 3™ génération de vecteurs :

C’est la combinaison des NPs coeur « core » et une enveloppe « shell » a base de
polymeére dotée de ligands biologiques biosélectifs comme des anticorps, des peptides, des
saccharides, des oligonucléotides ou d’autres molécules comme I’acide folique. L ajout de ces
ligands a la surface des nanoparticules favorise geénéralement leur capture par les
macrophages[29].C’est pourquoi il est important d’associer aux agents de ciblage des agents
de furtivité afin de contrebalancer cet effet. La formation d’une barriére stérique risque
toutefois de masquer les ligands et donc de rendre caduque le ciblage actif. La halance entre
les deux effets est parfois difficile & régler. Par conséquent, les agents de ciblage sont
¢loignés du cceur de la NP par un bras espaceur (le plus souvent une chaine
polyoxyéthyléne de maniére a ce qu’ils évoluent 4 la surface de 1la couche de furtivité.
L’utilisation des bras espaceurs est également avantageuse dans la mesure o elle offre
I"agent de ciblage une plus grande liberté de mouvement favorisant ainsi sa complexation
avec la cible (recepteurs). En effet, il a été montré que le greffage de ligands directement a Ia
surface d’une particule entraine une diminution importante de la vitesse de complexation, la
liberté¢ de mouvement du ligand étant fortement réduite par 'inertie de la particule. La
flexibilité du bras espaceur permet alors de redomner suffisamment de liberté de
mouvement a I"agent de ciblage afin de maximiser les probabilités de rencontre entre le
ligand et le réceptenr dans la bonne conformation, La figure 3 illustre Pévalution de ces

3 générations de nanoparticules.
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Figure 3: Evolution des nanoparticules: (a) 1™ génération de vecteurs, (b) 2%™ génération de
gu p g

vecteurs et (c) 3*™ génération de vecteurs.

IV)- Vers une nanoparticule idéale: le “ tout en un ”

Bien que les nanoparticules ciblantes soient entrées tardivement en phase clinique, leur
potentiel en tant que nouvelle génération d’agents d’imagerie, de thérapie ou théranostiques
reste immense. Ces nouveaux systémes comprenant des ligands ciblants inoffensifs, efficaces
et spécifiques, des matériaux biocompatibles et un choix approprié d’agents d’imagerie et/ou
de thérapie, sont susceptibles de fournir des traitements plus efficaces pour un grand nombre

de maladies humaines el plus particuliérement, le cancer [30].

La nanoparticule idéale répond & trois eritéres essenficls - (i) elle associe différentes
modalités d’imagerie de maniére a aboutir & un diagnostic plus précoce et plus précis, (ii) elle
rend la thérapie plus efficace et (iii) elle permet de suivre I’évolution du traitement par ces

mémes modalités d’imagerie [31].

Figure 4: Image de fluorescence in vivo d’une souris nude porteuse d’une tumeur aprés

injection IV d’une substance fluorescente 4 base de [Gd3+].
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Le développement de nanoparticules a visée thérapeutique doit également prendre en
considération les criteres suivants :

I'utilisation de matériaux biocompatibles et biodégradables ou bio-éliminables, 1 utilisation
de méthodes de bio-conjugaison des vecteurs a la nanoparticule simples, efficaces et
reproductibles avec un minimum d’étapes et de purification, [’optimisation des propriétés
physicochimiques des nanoparticules (Schéma 2) pour atteindre une libération optimale, un
temps de circulation long au sein de |’organisme, une biodistribution adaptée, ainsi qu’une
accumulation dans les tissus cibles maximale et une exposition systémique faible, la
validation de la stabilit¢ et une durée de vie prévisible des nanoparticules in vivo, le
développement de processus adaptables a grande échelle pour la fabrication des
nanoparticules en grande quantité pour le développement clinique et la commercialisation.
Les recherches dans le domaine des nanomédecines ciblantes sont nombreuses et ces efforts

doivent étre perpétués dans 1’idée de les transposer du laboratoire au chevet du patient. [32].

%

"{'& Charge
nautre ou
<15 mV

Taille <55 nm
I o = élimination par voie rénale

5.5 nm < Tailie < 100 nm
<> élimination par SRE

Systémes mulimogaux
en vue d'oblaenir des
agants théranostigues

O Nanasphére
‘ Nanoscisaue

o Flexibie
i3 Surface
" molécule hydrophote
organigue  etrugueuse

ou Peplide

Schéma 2: Nanoparticule idéale et ses caractéristiques bio-physico-chimiques.
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V)- Intéréts des nanoparticules pour la médecine :

L’utilisation des NPs en médecine : la nanomédecine est devenue un domaine trés prometteur
quant aux différents modes de délivrance des médicaments (« drug delivery » en
anglais) et en particulier le développement de thérapies ciblées pour [’oncologie.
Transporter des médicaments a 1’aide de NPs présente plusteurs avantages tels que : La
protection des médicaments contre les dégradations dans l'organisme avant d'atteindre
leur cible. L’amélioration de l'absorption des médicaments dans les tumeurs et les
cellules cancéreuses elles-mémes. Le meilleur contréle de la distribution des médicaments
dans les tissus au cours dutemps. L’absence d’interactions des médicaments avec les
cellules saines, évitant ainsi les effets secondaires. Comme nous 1’avons détaillé dans les
paragraphes précédents, outre la délivrance des médicaments, les NPs peuvent étre
utilisées en radiothérapie, thermothérapie, thérapie photodynamique et en diagnostic plus

particuliérement en imagerie médicale.

argeting Molecules ——— r
ffatactiog Moledules Stimuli4ssponsive Malerials

-'T ——— Therapeutic Agents

Diagnostic Agents

Imaging Improved
i

Killing Cancer

Schéma.3 : Une illustration de la facon dont "tout-en-un' nano-systémes peuvent étre
utilisés dans le corps humain pour le diagnostic et traitement du cancer [33].
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VI)-Méthodes de synthése des nanoparticules d’or :

De nouvelles méthodes de synthése des AuNPs ont été récemment introduites. Selon

la méthode de synthése utilisée, nous pouvons obtenir des AuNPs avec des tailles variant du
nanomeétre a quelques dizaines de nanométres. De plus, les AuNPs peuvent étre sous forme
de sphéres, de nano-tiges, de nano-cages, ou de nano-bitonnets. Les méthodes de synthése
peuvent étre divisées en deux approches principales : la synthése par voie physique ou

chimique [34].

VI.1)-La voeie physique : de préparation dite « top-down » consiste a fragmenter 1’or massif
a l'aide de techmiques mécaniques. Citons par exemple, I’ablation laser qui permet
d’élaborer une large gamme de NPs. Neéanmoins, I’approche « top-down » présente
quelques inconvénients:

1°) La distribution de la taille est relativement large.

2°) L’ absence de contréle de la composition chimique des clusters [35]. Dans la suite, nous

i aburderuns pas ces méthodes.

V1.2) - La voie chimique : d’association dénommée « bottom-up » est la fabrication de
AuNPs via I’assemblage d’atomes. Cette méthode consiste a la réduction dun précurseur
d’or par des techniques de chimie douce comme la réduction chimique, sonochimique et
électrochimique. Parmi ces derniéres, la réduction chimique est de loin la méthode la plus
utilisée pour la synthese d’AuNPs. Elle permet un meilleur contrdle des caractéristiques
des NPs, telles que leur taille, leur morphologie et leur distribution de taille [36].

Le principe géneéral de la voie chimique consiste en la réduction dun sel d’or de
degré d’oxydation (+1II) en or métallique (degré d’oxydation 0) dans un milieu aqueux ou
biphasique en présence d’un agent stabilisant. De plus, cette synthése subit deux étapes
successives de nucléation et de croissance. La nucléation est la collision en solution avec des
ions, atomes ou clusters afin de former un noyau tandis que la croissance correspond a
1’ajout progressif d’atomes ou de groupes d’atomes sur le noyau déja existant, donnant ainsi
naissance a des agrégats de quelques nanometres avec des formes sphériques (croissance
isotrope) ou non sphériques (croissance anisotrope).

De nombreuses méthodes ont été développées et se différencient par la nature du réducteur
et/ou de 1’agent stabilisant. Seules les méthodes par réduction chimique les plus
couramment utilisées seront abordées et divisées en deux groupes : la synthése de AuNPs en

milieu aqueux et la synthése de NP d’or dans un solvant organique.
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VI1.2.1) - Synthése de nanoparticules d’or en solution aqueuse :

La méthode de Faraday (1857) est encore couramment utilisée aujourd’hui,

améliorée par les travaux de Turkevich et al. (1951) et de Frens (1973). Ces travaux consistent
en la réduction par les ions citrate d’un sel d’or pour former des AuNPs de taille comprise
entre 10 et 20 nm. L’ion citrate agit 4 la fois comme réducteur et agent stabilisant des
particules formées, en s’adsorbant a la surface des NPs pour créer une couche chargée
négativement. Ceci va introduire une répulsion électrostatique entre les particules
empéchant leur agrégation et donc permettant leur stabilisation ; cette méthode ne demande
recours 4 aucun autre stabilisant. L’ion citrate a donc une grande importance dans la
formation de AulNPs, sa concentration et sa vitesse d’addition étant les parameétres clés
de la synthése [37]. De nos jours, plusieurs compagnies (SPI, Sigma-Aldrich, Meliorum
Technologies, BB International, Ted Pella, etc...) commercialisent des AuNPs stabilisées
par les ions cifrate et présentant différentes tailles. Plus récemment, une évolution de cette
méthode proposée par Brown et al. (1999) a permis d’obtenir des AuNPs plus petites, de
I’ordre de 5 nm ; la réduction d’HAuCl, se fait par ’intermédiaire de tétraborohydrure

de sodium (NaBHy,), en présence de citrate de sodium.

Q
%
N &

HAuUCI, + no coona Acide tannique Citrate
SR WAL
Ciwat®

ONs Ggsﬁa
o &f

Citrate de sodium

Schéma 4: Syntheése de nanoparticules d’or par la voie citrate/acide (annigue.

Les AuNPs peuvent également étre synthétisées dans un milieu aqueux par la
réduction dun sel d’or en présence d’autres molécules telles que Ia
diméthylaminopyridine , ’acide mercaptosuccinique (MSA) , des méthoxy-polyéthyléne
glycols (PEG) porteurs de groupements fonctionnels thiol , des peptides , des dendrimeéres ,

pour ne citer que quelques-uns. Toutes ces molécules présentent un groupement chimique
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qui est capable de se lier a la surface métallique des NPs ainsi que de ralentir et de
contrdler leur croissance. Contrairement aux AuNPs stabilisées par des ions citrate, les
AuNPs stabilisées par ces molécules ont une gamme de taille trés étroite et leur taille dépend

directement de 1la molécule utilisée [38]. .

VI1.2.2)- Synthése de nanoparticules d’or en milieu organique :
En 1994, Brust et Schiffrin ont mis au point une méthode de syntheése des AuNPs non

plus en solution aqueuse mais en milieu organique a base de toluéne [39].

La méthode consiste a nouveau a réduire un sel d’or en présence de ligands formant une
liaison covalente avec les AuNPs pour empécher 1’agrégation de ces nanocristaux d’or.

Cette méthode repose sur le transfert d’un sel d’or (dissous dans une solution aqueuse) vers
une solution organique au moyen d’un agent de transfert de phase tel que le bromure de
tétraoctylammonium (TOAB). Puis, un agent réducteur puissant doit alors étre ajouté,
comme le NaBHy, pour provoquer la formation du cceur métallique d’or.

Le TOAB sert d’agent stabilisant et de catalyseur entre les deux phases lors de la réaction. Du
fait de la faible interaction entre le TOAB et les NPs, ces dernieres peuvent étre
stabilisées en greffant a leur surface, par liaisons covalentes, de longues chaines alkyles
portant au moins un groupement thiol. Il est possible d’obtenir des AuNPs de taille
comprise entre 1,5 et 5,2 nm,

De plus, la quantité de thiol en exces, la température et la vitesse a laquelle la réaction se

produit, sont des paramétres clés de cette synthése.

HAuUCI, + RSH s SO

Exces

Schéma 5: synthése de nanoparticules d’or par la veie NaBH,,

La stabilisation des NP d’or peut également étre assurée par l’utilisation d’amines a
longue chaine alkyle qui se lient néanmoins moins fortement a la surface des NP que les

thiols. D’autres molécules telles que le bromure de cétyltriméthylammonium (CTAB),
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les micelles de copolymeére a blocs [40], les polyéthylénes glycols (PEG) et d’autres
polymeéres ont également été utilisés. Contrairement a la synthése en milieu aqueux, la
synthése en milieu organique n’est pas limitée par la concentration d’or en solution et elle
permet la synthése de NPs a I’échelle du gramme .

Par contre, cette technique est beaucoup moins adaptée aux applications
biomédicales. En effet, la bioconjugaison n’est pas possible en milieu organique et elle

requiert donc le transfert de phase de NPs du milieu organique vers le milieu aqueux

[41].

VII)- Stabilisation des nanoparticules d’or contre I’agrégation :

L’utilisation des AuNPs dans le domaine médical (en diagnostique et en
thérapeutique) requiert une grande stabilité de la structure nanoparticulaire.
Le terme « stabilité » peut avoir plusieurs connotations selon les applications. Par exemple, un
médicament stable peut étre défini comme son aptitude 4 conserver ses propriétés
physico-chimiques, microbiologiques et biologiques. Quand il est appliqué aux AuNPs,
ces derniéres correspondent a des particules résistant a 1’agrégation et, de ce fait, possédant
une longue stabilité. Le terme « agrégation » est utilisé dans ce manuscrit au sens large

pour caractériser I'union de particules en suspension pour en former de plus grosses.

VIIL.1)- Mécanismes de stabilisation des nanoparticules d’or :

Pour éviter I’agrégation des AuNPs lors de leur préparation, ['utilisation d’un agent
stabilisant dans le milieu réactionnel est nécessaire. De plus, la présence d’un agent stabilisant
a la surface d’or a pour effet de contréler la taille et 1a forme des particules. Trois mécanismes
de stabilisation sont proposés : la stabilisation électrostatique, la stabilisation stérique et la

stabilisation « électrostérique » (la somme des deux mécanismes précédents).

VIIL.1.1)-Stabilisation électrostatique :

La stabilisation électrostatique des colloides est donnée généralement par la théorie de
Derjaguin, Landau, Verwey, Overbeek (DLVO). Elle suggére que la stabilité d'une particule
dans une solution est dépendante de 1'énergie d'interaction totale (forces d'attraction de Van

der Waals et forces de répulsion).
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Schéma 6 : Stabilisation électrostatique de nanoparticules métalliques

En effet, la stabilisation électrostatique est le résultat essentiellement de I’adsorption de
molécules chargées a la surface des AuNPs, ce qui entraine une répulsion entre les particules

de méme charge.

VII.1.2)-Stabilisation stérique :

La répulsion stérique est un autre moyen de protéger les AulNPs. En effet, les ligands
organiques (thiols, polymeéres) ou de macromolécules (copolymeéres, dendrimeres) adsorbés a

la surface d’or forment une couche protectrice qui diminue la réactivité de surface des AuNPs

Forte concentration locale en stabilisant
et contrainte configurationnelle

Schéma 7 : Stabilisation stérique de nanoparticules métalliques

Contrairement & la stabilisation électrostatique (en milieux aqueux), la stabilisation stérique

est efficace en milieu organique ou aqueux.
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VIIL.1.3)-Stabilisation « électrostérigue » :

La stabilisation électrostérique est la combinaison des deux précédents mécanismes de
stabilisation. Les ligands couramment employés sont généralement des composés organiques
chargés qui bénéficient a la fois de 'effet de cette charge et de ’effet d’encombrement

stérique. Les molécules les plus utilisées sont les polyméres chargés et les tensioactifs.

VIID-Méthodes de caractérisation des nanoparticules métalliques :

Les nanoparticules métalliques peuvent étre caractérisées par différentes techniques
On peut notamment déterminer la taille, la structure ou encore la composition des

nanoparticules.

VIIL.1) - Microscopie électronique en transmission (MET) :

La microscopic ¢lectronique cn transmission cst la technique de choix pour la

caractérisation de nanoparticules métalliques. Elle nous permet d’obtenir des
informations directes sur la taille, la dispersité, et la morphologie des nanoparticules.
Ce que nous voyons sur les photos prises avec ce type de microscope correspond au ceeur des
nanoparticules et le diametre estimé est celui de la partie métallique centrale des
nanoparticules sans la couche protectrice de ligands.

DNe fagon générale, les dimensions des nanaparticnles sont homngénes si an fait ahstraction
des agrégats formés a certains endroits. Pour ce qui est de la taille nous pouvons ’estimer a
I'ce1l nu. ‘l'oute tois pour déterminer le diametre exact des nanoparticules, un logiciel spécial

d'une grande utilité sert a calcule le diametre moyen du cceur des AulNPs.

VIII.2)-Spectroscopie Ultraviolet-visible (UV-vis) :

La spectroscopie UV-vis est particulierement utilisée pour la caractérisation de

nanoparticules métalliques dont la longueur d’onde (Amax) se situe dans le visible telles que le
cuivre, I'argent ou 1'or Dans cette technique, I'interaction d'une onde électromagnétique
aver une nanapartienle méralliqne excite les électrons Tihees de Ta hande de condoction se
trouvant a la surface de la nanoparticule. Ce qui est a ’origine de la création de moment(s)
dipolaire(s) qui vont induire une forte augmentation du champ électrique a I’intérieur de la
particule. Cette augmentation provoque I’apparition d’une bande d’absorption, la bande
plasmon, visible entre 500 et 600 nm. Cette technique est également utilisée pour déterminer
la taille des nanoparticules et donc le degré d’agrégation de celles-ci. En effet, dans le cas de

I’or par exemple, la position et la taille de la bande plasmon de résonnance dépendent de la
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taille et de la distribution des nanoparticules. En effet, lorsque la taille des nanoparticules

diminue, la longueur d’onde Ay correspondante diminue également [42].
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Figure 5: (a) Clichés de microscopie électronique a transmission des particules de 15 nm,
22 nm et 34 nm (de gauche a droite, barres d’échelle 20 nm).
(b) Distribution en taille des différents échantillons. (c¢) Spectres UV-visible.

VIII.3) -Spectroscopie Infrarouge a Transformée de Fourier (IRTF) :

La spectroscopie IRTF est utilisée pour sonder la surface des nanoparticules
métalliques et ainsi analyser ’adsorption des molécules sur cette surface. L’adsorption
du monoxyde de carbone est celle qui a été la plus étudiée en raison des fréquences
vibrationnelles du CO trés sensibles a I’environnement chimique. En effet, différentes bandes
caractéristiques du CO peuvent étre obtenues en fonction du mode d’encrage du CO sur la
nanoparticule. Par exemple, si le CO est lié & un atome de platine (pic a 2050 cm™,
CO terminal), s’il est lié a 2 atomes de platine (pic & 1850 cm™, CO ponté) . Bradley a
montré une variation des ratios entre ces 2 pics en fonction de la taille des

nanoparticules métalliques. Il a expliqué ces résultats par la présence de deux sites différents
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a la surface des nanoparticules, sites présents en ratio variable en fonction de la taille des

nanoparticules

VIIIL.4)-Diffraction des rayons X et autres spectroscopies utilisant des ravons X :
La diffraction des rayons X permet d’identifier la phase cristalline des

particules. Cependant, pour I’analyse des nanoparticules, ce sont généralement des
techniques plus complexes qui sont utilisées tels que la spectroscopie XANES (« X-ray
absorption near edge structure ») ou la Spectroscopie d’absorption X (EXAFS : « Extended
X-ray absorption fine structure »). Ces deux méthodes peuvent étre complémentaires pour
donner des indications concernant la densité électronique, le voisinage plus ou moins
proche des atomes métalliques (nombre et nature des voisins, distance interatomique).
L’EXAFS permettra d’observer une zone plus grande que la technique XANES. Des
travaux de Palina ont notamment montré I’intérét de ces deux méthodes pour expliquer les
variations de taille lors de différentes synthéses de nanoparticules de platine stabilisées
par du PVP. Enfin, la spectroscopie de photoélectrons induits par rayon X (XPS: « X-
ray photoelectron spectroscopy ») consiste a exciter les atomes d’une substance par
rayonnements électromagnétiques et 4 mesurer le spectre en énergie des électrons émis
par photoémission. Cette méthode permet de déterminer la composition et 1’état chimique

des surfaces et des interfaces des nanoparticules.

VIIL.S)- Résonance magnétique nucléaire (RMN) :

Dans le cas des nanoparticules métalliques, la RMN peut permettre d’étudier
les interactions entre les atomes métalliques de surface et les ligands. On peut nommer entre
autres les travaux du groupe de Chaudret qui ont démontré par RMN du solide ou en
solution (1H, 13C et 31P) des interactions existant entre la nanoparticule métallique et le
ligand[85]. D’autres travaux ont été réalisés a I’aide de la technique HR-MAS-RMN (« High-
Resolution-Magic Angle Spinning NMR ») [43]. La technique de RMN NOESY (Nuclear
Overhauser Effect Spectroscopy) a été utilisée afin de mettre en évidence le de ligands variés

a la surface de nanoparticules d’or.
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IX)- Conclusion :

Les nanotechnologies recouvrent un grand nombre de domaines technologiques
ayant pour dénominateur commun la taille nanométrique des structures obtenues. I.’aspect du
développement des nanotechnologies vers la médecine est certainement ['un des plus beaux
exemples ou chimistes, physiciens, biologistes, pharmaciens et médecins travaillent
ensemble dans un intérét commun.

Le concept de vectorisation a largement prouveé aujourd’hui sa pertinence et
I’imagination des chercheurs a permis [’émergence d’une variété considérable d’outils utiles a
la thérapie comme au diagnostic(les agents théranostiques). Le chemin a été balisé¢ d’enjeux
successifs, sources de nouveaux progrés a chaque étape, comme I’amélioration de I’index
thérapeutique, le franchissement de barriéres biologiques, 1’administration de molécules
fragiles, de molécules insolubles dans I’eau, etc. Aujourd’hui, les enjeux résident dans la
combinaison d’approches permettant a la fois de sécuriser encore mieux les traitements et de
créer une synergie entre différentes modalités de traitement, avec un seul et unique vecteur (le
tout en un).

Les nanoparticules d’or fonctionnalisées constituent une classe d’édifices
présentant des propriétés physiques et chimiques originales. Des travaux récents ont permis de
développer des méthodes de syntheése préparatives (les synthéses dérivées de celles de Brust
en est un bon exemple) ouvrant la voie 4 de nombreuses études des propriétés et
applications pouvant résulter de ces édifices.

C’est 1a qu’interviennent les nanoparticules théranostiques qui de par leurs tailles et leurs
capacités de polyfonctionnalisation sont des vecteurs idéaux.

Les méthodes nanométriques rendent le processus de recherche thérapeutique
moins hasardeux et moins empirique et de ce fait plus fiable. La lutte contre le cancer
en est ’exemple le plus parlant. Et dont le diagnostic précoce et la prise en charge de

la maladic cn appliquant unc therapic efficace ménc rapidement a la guénieon.
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L'acide lipoique:un antioxydant universel et un agent thérapeutique
d'avenir

I)- Définition du stress oxydant :

Dans une cellule eucaryote normale, I'énergie nécessaire a son fonctionnement se fait
de fagon acrobie en utilisant des réactions d'oxydo-réduction. Ces réactions font intervenir
des oxydants ou accepteurs d'électrons et des réducteurs ou donneurs d'électrons. Elles ont lieu dans
la chaine respiratoire de la mitochondrie, qui fournit 90% de 1'énergie nécessaire [1].Dans cet
organite intracellulaire, l'oxygene est l'accepteur final d'électron aprés une cascade de réactions
d'oxydo-réduction, faisant intervenir quatre complexes prot€iques.

Lorsque l'oxygeéne est transformé-en molécule d'eau, cela permet de générer de I'ATP
(adénosine triphosphate), molécule & haut potentiel €nergétique. Cependant 2 a 3% de
I'oxygene n'est pas réduit en eau ; il est dévié pour fumier des radicaux libres ou des especes
dérivées de l'oxygene tres réactives [2].

Ces entités oxydantes sont physiologiquement maintenues en équilibre par de
nomhrenx systemes antioxydants Quand un déséqnilihre apparait entre moléenles pro-oxydantes
et antioxydantes (figure 6), en faveur des entités oxydantes, on parle alors de stress oxydant [3].11

peut étre la cause de systéme antioxydant défectueux ou d'une quantité d'entités oxydantes produites

trop importantc.

Agents
onydanto

Figure 6:Déséquilibre entre les molécules pro-oxydantes et les systémes de défense antioxydanteslors du
stress oxydant.

I.1)-Les entités oxvdantes et leur production :

Les entités oxydantes sont souvent des radicaux libres, c'est-a-dire des espéces chimiques qui
possedent un électron célibataire ou non apparié sur la derniére couche électronique. Cet €lectron
célibataire n'est pas compensé ce qui provoque des déreglements dans leur champs magnétique,

rendant ainsi ces especes tres instables. Elles vont alors tenter de récupérer des €lectrons sur
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d'autres molécules comme les substrats biologiques, en les oxydant. Il existe majoritairement trois
grandes familles d'espéces réactives: les entités oxygénées réactives (ROS), les entités nitrées

réactives (RNS) [4] et les entités halogénées réactives (RCS) (Tableau 1).

Tableau 1:Principales entités oxydantes présentes dans les cellules vivantes. On distingue trois
familles: les entités oxygénées (ROS), nitrées (RNS) ou halogénées (RCS) réactives qui peuvent exister
sous forme radicalaire ou non radicalaire.

# : Quelques espéces appartiennent soit aux ROS soit aux RCS (HOCI et HOBr)

Entités oxygénées réactives

- Radicaux - Non radicaux
Superoxyde O;7 Peroxyde d hydrogéne H,0,
Hydroxyle OH Acide hypochloreux HOCH ¥

Peroxyle ROy Uzone U
Alcoxyle RO Oxygene singulet O,*
Hydroperoxyle HUy Aclde hypobromeux HOBr |

Entités nitrées réactives

- Radicaux - Non radicaux
Oxyde nitnique NO Acide nitreux HNO:
Dioxyde de nitrogéne NO2' Cation nitrosyle NO'

Anion nitrosyle NO”
Tétroxyde de dinitrogéne N,Oy
Trioxyde de dinitrogéne N2O;

Peroxynitrite ONOO’

Cation nitronium NO**
Chlorure de nitryle NO.Cl
Alkyl peroxynitrate ROONO’
Anton nitroxyle NO'

Entités halogénées réactives

- Non radicaux

Acide hypochloreux HOCH ¥
Acide hypobromeux HOBrv
Chlorure de nitrvie NOCI
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L2)- Les facteurs environnementaux comme source d’entités oxydantes :

Les facteurs environnementaux contribuent également a la formation d'entités radicalaires.
Une production beaucoup trop importante d'entités réactives est observée dans le cas d'intoxication
aux métaux lourds ou dans les phénomenes d'irradiation. Des métaux lourds comme le cadmium,
le mercure ou l'arsenic sont souvent trouvés dans l'environnement. L'Homme y est de plus en
plus exposé que ce soit par le sol, I'air ou I'eau. Des études ont montré que ces métaux lourds
ont la capacité de générer des espéces radicalaires actives, provoquant des dommages cellulaires
importants en diminuant les activités enzymatiques et en Iésant la bicouche lipidique et les
molécules d'ADN [5].
Les radiations UV provoquent des dommages au niveau de 'ADN (Sutherland, 1980). Les champs
électriques, des résidus de la fumée de cigarette, 1'alcool ou méme certains médicaments sont une
source importante de radicaux libres par oxydation des composés au niveau du cytochrome P450
(61
IT)- les antioxydants :

I1.1)-Définition :
Le terme antioxydant était 4 l'origine utilisé pour désigner lee substances chimiques qui

empéchent les réactions avec l'oxygéne. A la fin du XIX® siécle et au début du XX° siécle
les propriétés des antioxydants ont €té largement étudiées pour leur utilisation dans les
procédés industriels afin de réduire, par exemple, la corrosion des métaux. Les antioxydants,
dans le cas présent, sont des molécules naturellement produites par le corps ou bien
apportées par l'alimentation pour combattre les effets toxiques des radicaux lors du stress
oxydant. La production des entités oxydantes est constamment en équilibre avec les systémes de

défense antioxydante.

IL2)-Les svstémes de défenses antioxydants ;
L'organisme est doté d'un ensemble de systemes de défenses antioxydantes trés efficaces

afin de diminuer la concentration des entités oxydantes dans l'organisme. Le terme
d'antioxydant désigne toute substance qui, présente a faible concentration par rapport a celle du
substrat oxygene, retarde ou inhibe significativement l'oxydation de ce substrat [7]. La nature des
systémes antioxydants différe selon les tissus et les types cellulaires et selon qu'on se trouve
dans le milieu intracellulaire ou extracellulaire [8]. 1l existe différents types de molécules qu'elles

soient naturelles ou synthétiques et dont le mode d'action repose sur un systtme enzymatique
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(premiéres lignes de défense) ou non (molécules piégeuses d'électrons) (figure7); Les molécules

toxiques sont ainsi transformées en molécules assimilables comme I'eau et I'alcool.

e - Molécules non protéiques

Les superoxyde dismutases A i

de petite taille :
Les superoxyde réductases

Le glutathion
Les peroxydases

i L’acide u-lipoique

Les protéines de stress thermique

Les vitamines Cet E
L’oxydase hémique

Les flavonoides

Les caroténoides

L’ubiquinone

\

Défenses antioxydantes
4 i

¢ -

- Systémes de réparation des dommages :

- Protéines de séquestration du
- ADN = excision de bases et remplacement

Fer: - Lipides = glutathion peroxydases et

I.es réceptenrs a transferrines gl
priuays édusines

Les ferritines - Protéines = thiorédoxine et méthionine

sulfoxvde réductases

Figure 7: Les différentes enzymes, protéines et petites molécules non protéiques impliquées dans la
lutte contre le stress oxydant.

Les molécules impliquées peuvent:

1) agir dircctement sur les entités oxydantes en les éliminant de maniere enzymatique ou non
enzymatique

2) les séquestrer dans des protéines ou;

3) réparer les molécules modifices.

IID-Les systémes antioxydants non enzymatiques et leurs effets :

Les systémes antioxydants non enzymatiques sont des nutriments naturellement apportés par

l'alimentation ou par des composés endogénes. Ils peuvent avoir un role de « scavenger », c'est 4
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dire qu'ils ont la capacité de piéger les entités oxydantes en captant leur électron libre et en formant
ainsi des entités plus stables qui pourront étre éliminées par d'autres systémes antioxydants. Les
principales molécules sont le glutathion (GSH), la vitamine E (o-tocophérol), la vitamine C (acide

L-ascorbique) la vitamine A (caroténoide) et L’acide a-lipoique (LA).

II1.1)-Le glutathion (GSH) :
Le glutathion (GSH) est un tripeptide (yGlu-L-Cys-Gly) intracellulaire formé par la

condensation d'acide glutamique, de cystéine et de glycine. C'est le thiol le plus répandu parmi les
étres vivants [9]. Sa forme oxydée (GSSG) est également présente. Son action est polyvalente. Il protége les
lipides de la peroxydation et les protéines de ’oxydation et de I’agrégation. Il permet la conversion des
ponts disulfures (R-S-S-R) des protéines oxydées en deux fonctions thiols (R-SH). De plus, il piége
le peroxyde d'hydrogéne et réagit avec I'oxygéne singulet et le radical hydroxyle [10].

H @]
L J
0 Q e
/ N )
(H:C)s C/ C |~|4 H OH
o} N / H
o A
Ho' AN H H ChH
H NH;
HS

Figure 8: Formule semi-développée du glutathion réduit(GSH)

Les formes GSH (réduite) (figure 8) et GSSG (oxydée) forment un couple
d'oxydoréduction trés important dans la cellule car il permet les échanges d'électrons a
l'intérieur de celle-ci. Des études ont montré son importance dans de nombreuses pathologies
comme le cancer ou une protéine exercerait son effet anti-carcinogéne en augmentant les

concentrations de GSTT. De plus, 11 protégerait des complications afférentes au diabéte [11].

II1.2)-La vitamine E (a-tocophérol):

La vitamine E, liposoluble, est un antioxydant membranaire. La forme la plus active est 1'u-
tocophérol (Figure 9) [12]. Elle piége les radicaux libres organiques provenant de l'oxydation
des lipides et contribue & diminuer la peroxydation lipidique. La vitamine E peut mettre fin a
une réaction radicalaire en se chargeant du radical. Devenue radicalaire, la vitamine E est

relativement stable.
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Figure 9 : Structure de la vitamine E

II1.3)-La vitamine C (acide L-ascorbique) :
La vitamine C(figure 10) piége 1'anion superoxyde, le radical hydroxyle, 'oxygene singulet

et réduit le peroxyde d'hydrogéne en eau via l'ascorbate peroxydase [13].Elle permet de régénérer
la forme non radicalaire de la vitamine E. Lorsqu'elle est & son tour oxydée, elle est réduite
par l'acide alpha lipoique ou par les ascorbates réductases ou excrétée dans les urines. Sa structure

est présentée ci-dessous.
CH,OH

CHOH

Figure 10: Structure de I’acide ascorbique (ou vitamine C).

La préservation du pouvoir antioxydant des molécules est fondamentale. Par
exemple, le fait d'éplucher une pomme réduit sensiblement sa capacité antioxydants car la
peau est riche en vitamine C et en quercétine. La répartition des antioxydants dans 1'aliment
est différente d'un produit & un autre. D'autre part, la cuisson, qui est un phénomene d'oxydation,
diminue le potentiel antioxydant de certains aliments. La vitamine C est notamment tres sensible a

la chaleur.

II1.-4)- Les caroténoides :

Les caroténoides sont une famille de pigments contenant au moins 600 membres retrouvés dans les
bactéries, les algues et les champignons et appartenant a la famille des rétinoides (Figure 11).La
structure chimique de chaque caroténoide dérive d’une structure de base : le lycopéne formé par

I’enchainement de 8 unités isopréniques. Les caroténoides se différencient par leur taux de
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cyclisation, d’insaturation et d’oxydation. Dans les cellules, les caroténoides sont associés aux
bicouches lipidiques et sont transportés dans I’organisme par les lipoprotéines. Certains
caroténoides présents chez ’homme, via leur apport dans I’alimentation peuvent étre métabolisés
enzymatiquement pour aboutir & de ’acide rétinoique (Vitamine A).Leur activit¢ antioxydante peut
s’expliquer par leurs propriétés a piéger les molécules d'oxygene singulet, formées par les
radiations solaires. Grice a leur longue chaine carbonée, riche en doubles liaisons, ils sont
¢galement de bons piégeurs de radicaux peroxyles. Une molécule de caroténoide peut pieger

plusieurs espéces radicalaires avant d'étre détruite [14].
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Figure 11: Structures de différents caroténoides

II1.5)- Les flavonoides :

Les flavonoides constituent une famille de plus de 4000 composés polyphénoliques qui sont
présents uniquement dans les végétaux. Il existe différentes sous-classes : les flavanols, les
flavanones, les flavones, les isoflavones et les anthocyanes (Figure 12) .Un grand nombre d’études
menées in vitro ont permis de montrer qu’ils possédaient des propriétés antioxydantes en tant que
piégeur de ROS et de RNS. Leur mécanisme d’action antioxydante implique le transfert sur I’entité

réactive d’un électron ou d’un atome d’hydrogéne pour le stabiliser. Ils posseédent de nombreuses
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propriétés in vivo : anti allergiques, anti-inflammatoires, antioxydantes, antimutagenes, anti-
carcinogénes et sont impliquées dans la régulation de nombreuses activités enzymatiques.
L'épigallocatéchine gallate du thé vert et la procyanidine B qui sont des polyphénols ont des effets

antioxydants majeurs [15].
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Figure 12:Structures de base des quatre familles des flavonoides

II1.6)-1L.’acide a-lipoiqgue (LLA) :

II1.6.1)-Fonction, propriétés physiques et chimiques de LA :

L'acide o-lipoique (LA)qui est biosynthétisé par le cleavage de I’acide Linol€ique, est un
des cofacteurs essenticls de denx enzymes intervenant dans le cycle de Krehs: la pyruvate
déshydrogénuse ol lulphu véloglutwuty doshiydiugéuuse (2 vavglutuiate déshydiogénace). Cee deux
proléies soul des cowpleaes combinant trois activités cnzymatiques agissant s¢quenticllement :
une décarboxylase, une transacétylase et une réductase [16].

L'acide o-lipoique appelé aussi acide thioctique ou, encore acide lipodomique. (acide 1,2-
dithiolane-3-pentanoique), est un acide carboxylique (pKa = 5.10) et sa base conjuguée est
l'anionlipoate .Sous forme oxydée, il est de couleur jaune, alors que sous forme réduite 1’acide

dihydrolipoique (DHLA) (Figure 13), il est incolore.
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L'acide a-lipoiqueest soluble dans le méthanol, 1’éthanol, le diéthyl éther et le chloroforme et
insoluble dans I’eau (127mg/1 a 25°C).Sa température de fusion est de 47,5-48°C [17].

Du fait de son atome de carbone chiral, LA a deux énantioméres R et S (Figure 13, 14).

La forme naturelle est la forme R., la forme S est synthétique et pourrait avoir une activité

biologique plus faible que la forme R. La plupart des suppléments commerciaux sont des

racémiques.

X X
dihydrolipoic acid (DHLA) " lipoic acid

SH §—8§

Figure 13: Structure de LA et du DHLA
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Figure 14:Les deux énantioméres R et S de ’a-acide lipoique.

L'acide lipoique est réduit, en particulier, dans les globules rouges, en acide dihydrolipoique

(Schéma8). Cette réaction est dépendante du NADPH, une forme active de vitamine B; [18].

-1
O

Schéma 8: Structure chimique de I'acide a-lipoique (LA) et sa forme réduite acide dihydrolipoique
(DHLA).
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I1.6.2)- Propriétés pharmacologiques de LA :

L'acide lipoique mérite bien le titre d'antioxydant universel, sa propriété amphiphile (a la
fois hydrosoluble et liposoluble) améliore grandement sa capacit¢ a se distribuer dans tout
l'organisme, y compris le systéme nerveux central.il est trés bien absorbé par le tube digestif et se
diffuse dans tous les tissus., il neutralise les radicaux libres et régénere d'autres antioxydants[19], il
chélate les métaux lourds[20]., il aide a la réparation de I'ADN et a des effets positifs sur
l'expression génique[21].

Le domaine ou l'efficacité thérapeutique de l'acide lipoique est reconnue est le diabéte,
notamment dans la prévention de ses complications et, en particulier, la neuropathie et la cataracte
[22]. 1I devrait étre utilisé dans les pathologies responsables d'une chute de glutathion intracellulaire
comme l'exposition aux rayonnements ionisants [23], dans les maladies prolifératives et
inflammatoires [24], dans les maladies auto-immunes et virales en particulier, le VIH et les
hépatites [25].

Enfin, il pourrait avoir son indication dans le cancer [26] et les troubles cardiovasculaires comme

I'athérosclérose et I'hyper-cholestérolémie [27].

I11.6.3)-Pharmacomodulation de 1’acide lipoique :

L'acide lipoique est une substancc largement étudié et dont les effets thérapeutiques sont liés en
putlivulier & suu uclivilé autioaydaule.

Cette molécule présente les caractéristiques chimiques uniques de posséder une fonction disulfure
cyclique a une extrémité de la molécule. et & l'autre extrémité, une fonction acide carboxylique
(Figurel3), ce qui rend cette molécules parfaitement compatible avec les différents couplages
(peptidiques, d’estérification ... .).

L’acide lipoique a fait I'objet de nombreuses études de recherche dans le but d’améliorer son profil
pharmacocinétique et son efficacité thérapeutique.

En ettet, et en termes d'amélioration de l'activilé antioxydanle de celle molécule, un ensemble de

molécules hybrides ont ét¢€ synthétisées.

Une série d’esters (figure 15) obtenue par couplage de 1’acide lipoique avec des phénols doués

d’activité antioxydante a révélé un effet de synergie remarquable [28].
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Figure 15: Nouvelles structures d’esters obtenues par couplage de ’acide lipoique avec des phénols.

La pégylation de I’acide lipoique (Figure 16) a pour effet d’augmenter son hydrosolubilité, ce qui
améliore d’avantage ses propriétés pharmacologiques [29].
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Figure 16: Nouveaux esters hydrosolubles obtenus par pégylation de ’acide lipoique.

La synthése et 1’évaluation biologique de plusieurs séries de molécules anticancéreuses derivees de
l'acide lipoique ont été rapportées dans la littérature [30].

trois tétes de séries sont donnés sur la figure 17 suivante:

39




Chapitre 1T L'acide lipoique:un antioxydant universel

CFa

S ¥

NO,

o o)
3-8 N sA
R n i DO\/\wNH
5 i (9]

coot
.k)? H 5'S
E—PEG-—N

WO &

0

O

2 O)lﬁ
N
HNH\I Y N
. l’
H.;,N“N NrH

Figure 17 : Structures de molécules anticancéreuses dérivées de I'acide lipoique.

Parmi les nombreuses possibilités de développements offertes par l'acide lipoique en tant
qu’agent thérapeutique, un accent particulier a été apporté pour la synthése de nouveaux conjugués
acide lipoique-chroman (Figurel8). L’évaluation biologique de ces composés a déja permis

d’obtenir de meilleures activités cardioprotectives et antioxydantes [31].

Q" “coxyco
o \/\/Y}
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Figure 18: Structures des chromans analogues de I'acide lipoiquedouées de propriétés antioxydantes
et Antiarrhythmiques

111.6.4)-Synthése de plateformes nanoparticulaires & base d’acide lipoique :

Les molécules soufrées, en raison de leur forte affinit€ pour 1’or, permettent des possibilités de
fonctionnalisation quasi-illimitées des nanoparticules d’or [32].

L’acide lipoique: une molécule qui porte un hétérocycle avec un pont disulfure a déja été étudice
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pour I"¢laboration de nanoparticules d’or stables [33].

La fonctionnalisation d’une nanoparticule d’or en présence de I’acide lipoique peut se faire suivant
deux méthodes différentes : directe et indirecte.

La méthode directe consiste a coupler préalablement I’acide lipoique avec des molécules varices.
par exemple des biomolécules, pour accéder 4 des conjugués fonctionnelles ; ces derniéres seront
greffées ultérieurement sur la surface des nanoparticules d’or.

Les exemples de ce procédé d’élaboration de nanoparticules d’or sont trés nombreux dans la
littérature. On peut par exemple citer la synthése de nanoparticules d’or couvertes
d’arylsulfonamides (Schéma 9) pour le ciblage de I’anhydrase carbonique (XI) impliquée dans le
cancer rapportée par Stiti et al [34].
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Schéma 9: Synthése par voie NaBH, dc nanoparticules d’or enrobées par des
arylsulfonamides inhibiteurs de Panhydrase carbonique (XI).

Dans la méthode indirecte, cette réaction de couplage, au lieu d’étre réalisée en amont de la

synthese des nanoparticules, est réalisée en solution colloidale.
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Pour cela, la molécule d’acide lipoique qu’on qualifiera de « primaire » est greffée dans un premier
temps a la surface des nanoparticules puis conjuguée & la molécule fonctionnelle.

Un exemple de ce procede a été indiqué dans les travaux rapportés par Schiffrin et al [35] décrivant la
fonctionnalisation des nanoparticules d’or enrobées d’acide lipoique avec le complexamino-nitrilo-

triacetic-Co(1I) pour une immobilisation spécifiques d’enzymes(Schémal0).
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Schéma 10 : Stratégie de syntheése pour la fonctionnalisation des nanoparticules d’or enrobées
d’acide lipoique avec le complexe amino-nitrilo-triacetic-Co(IT) (ANTA Co*?) pour une
immobilisation spécifiques d’enzymes
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IV)- Conclusion

Le stress oxydant correspond a un déséquilibre entre la génération d’espéces oxygénées

activées et les défenses antioxydantes de I’organisme.

Notre mode de vie (tabagisme, alcoolisme, obésité, exercice physique intense), mais aussi nos
mauvaises habitudes alimentaires, augmentent de fagon anormale la production des especes
oxydantes dans notre organisme. A long terme, ceci peut contribuer a I’apparition de diverses
pathologies.

Afin d’apporter les corrections nécessaires pour optimaliser nos défenses antioxydantes et
diminuer les dommages oxydatifs et les pathologies qui leurs sont li€es, il est important de disposer
de défenses antioxydantes adéquates qui doivent nous étre apportées par une alimentation saine,
particuliérement riche en fruits et Iégumes.

Et comme traitement préventif et curatif contre le stress oxydant, on peut considérer I'acide
lipoique comme antioxydant universel et un supplément thérapeutique efficace contre plusicurs
maladies, notamment le cancer, les troubles cardiovasculairesle diabete et es complications, les
maladies prolifératives et mmtlammatoires, les maladies auto-immunes et virales en particulier, le

VTH et les hépatiter.
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D-Introduction :

Depuis le début des années 1980 I'emploi des nanotechnologies dans une approche
thérapeutique ont pris un essor important et les domaines d’application sont aujourd’hui
multiples [1-3]. Le développement des nanotechnologies a permis de proposer le concept de
vectorisation des meédicaments a 1’aide d’outils de taille nanométrique qui sont capables
d’acheminer des principes actifs (destinés a la thérapie)‘ ou des agents de contraste (destinés
au diagnostic) vers leur site d’action[4-7].

L’utilisation des nanoparticules(NP) dans le domaine biomédical exige notamment une
solubilité ¢levée en solution aqueuse et une excellente stabilité en conditions physiologiques
[8].

II)-Objectifs du travail :

Les objectifs du présent chapitre sont les suivants :

(1) synthétiser en phase aqueuse des NP d’or stabilisées par un dithiol

(i)  employer des techniques de routine qui permettent de les caractériser.

Pour ce faire, nous avons choisi de travailler avec des NP d’or stabilisées par I’acide lipoique
et nous avons essaye de comprendre 1’origine de la meilleure stabilisation des NP d’or par ce

ligand.

IIT)- Choix des nanoparticules :
L'objectif de cette étude consiste en I'¢laboration d'une plateforme nanoparticulaire stable et

de taille la plus petite possible pour faciliter la diffusion dans les fluides biologiques et au
travers des barriéres physiologiques (nasale, intestinale, membrane cellulaire,...) [9]. De plus,
cette plateforme doit €tre capable de véhiculer un agent thérapeutique pour traiter diverses
pathologies telles que les maladies cardiovasculaires et le cancer. Afin d’assurer ces attentes et

ce role de plateforme thérapeutique, les NP doivent répondre a un certain nombre de criteres

[10-11] :
i) présenter une taille inférieure 4 100 nm;
1) étre non cytotoxiques et biocompatibles

i) Etre stables (pas d'agrégation) au contact des fluides corporels;

) étre « furtives » vis-a-vis du systéme des phagocytes pour prolonger leur temps de
circulation dans le sang efc...

Les nanoparticules d’or sont bien aimées des biologistes. L or est un métal noble, réputé non

toxique, méme a I’échelle nanométrique. De plus, les nanoparticules d’or ont une excellente

stabilit¢ et leur réponse optique ne présente pas de fluctuations dans le temps. Leurs
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possibilités d’applications sont non seulement liées aux propriétés intrinséques de leur coeur
métallique mais aussi et surtout a leurs énormes capacités de fonctionnalisation (et de multi
fonctionnalisation) en surface par greffage de molécules soufrées (notamment biologiques)
[12-15].

La présence a la surface externe des NP de groupements organiques fonctionnels libres
permet le greffage ultérieur de molécules d’intérét pharmacologique.

Par exemple, les NP d'or ont été utilisées en tant que véhicules pour améliorer la perméabilité
de principes actifs (tels que I'insuline, le méthotrexate, le paclitaxel, la streptomycine et la
kanamycine) a travers les barri¢res physiologiques [16-18].

Récemment, un essai clinique de phase (I) a ét¢ approuvé par I'agence de réglementation
suisse pour €valuer le potentiel des NP d’or en tant que véhicule pour I’administration par

voie orale de I’insuline chez I’Homme [19].

IV)-Choix de ’agent stabilisant :
Dans notre étude nous avons choisi comme ligand l'acide alpha-lipoique également connu

sous le nom d'acide thioctique, c’est une substance qui est produite naturellement dans les
plantes, les animaux et chez I'homme en petites quantités. Lorsqu'il est synthétisé de fagon
endogeéne, il est lié a une protéine et agit comme cofacteur de nombreuses et importantes
enzymes mitochondrnales |2Z0].

L'acide alpha-lipoique posséde la particularité d'agir a la fois dans des environnements hydro
et liposolubles de l'organisme. En d'autres termes, l'acide alpha-lipoique peut accéder a

n'importe quelle partie de la cellule [21].

OH OH
§S—sg S-HH-s
@O (ID)

Figurel9: Structures moléculaires de ’acide a-lipoique (I) et 1’acide dihydrolipoique(DHLA)
(ID).

Mais l'acide alpha-lipoique a été choisi aussi pour deux raisons principales:
- 11 s’agit tout d’abord d’un composé non toxique. Il est un puissant antioxydant endogéne et

peut piéger les radicaux libres, chélater les métaux et régénérer d’autres antioxydants (voir
chapitre(Il)).
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- L'acide alpha-lipoique présente une grande affinité pour la surface des NP d’or grice a ses

deux groupements fonctionnels thiols [22,23].

Y)- Choix de la méthode de synthése des nanoparticules d’or :

Les nanoparticules d’or peuvent étre obtenues par plusieurs méthodes de synthése. La plus
facile a accomplir, c’est la méthode chimique, qui se base sur la réduction d’un précurseur
d’or (sel ou acide) par un agent réducteur (citrate de sodium, borohydrure de sodium...) [24-
26].

Des NP d’or fonctionnalisées par le DHLA ont été synthétisées auparavant par Roux et al.
[27] et Stiti et al [28] (voir figure 21 & figure 22) en phase organique, en se basant sur la
synthese de Brust et al. (1994) [29]. L’inconvénient de cette méthode est I"utilisation d’un
solvant organique (méthanol, toluéne, DMSO... .. ) difficile & éliminer par la suite pour une
utilisation dans des milieux biologiques.

Pour palier a cet inconvénient majeur, nous avons choisi de synthétiser ces NP en phase
aqueuse. En effet, l'utilisation de l'eau comme solvant est plus adéquat pour des applications
ultérieures dans le domaine de la santé. Nous avons utilisé unc synthése en deux étapes :

La premiere étape de synthése consiste & synthétiser des NP d’or stabilisées par les ions
citrates selon la méthodc classique de Terkovich el al. [30] avec de légeres modifications.
Lors d’une scconde élupe de synthésc, les NP d'or stabilisées par les ions citrates ont éte
fonctionalisées par le DHILA par échange de ligands.

En effet, I"acide alpha-lipoique posséde un groupement polaire chargé négativement a pH
supérieur a 4,85, entrainant une répulsion entre les NP d'or de méme charge et une chaine
latérale lipophile créant un effet stérique. De plus, ce ligand se lie fortement a la surface des

NP d'or de maniere covalente, assurant une faible réactivité chimique des NP d'or [27,31-33].

Cette procédure de synthése a permis de définir une plateforme nanoparticulaire
[vnctonnallsée 4 base d acide alpha-lipoique.
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Schémall: représentation schématique des nanoparticules d’or stabilisées par les citrates (1%
étape) et enrobées d’acide dihydrolipoique (2°™ étape)

A)- Matériels et solvant utilisés :

Toute la verrerie a été nettoyée avant d'étre utilisée avec une solution d’eau régale (3 parties
de HCI concentré et 1 partie de HNO; concentré), rincée a l'eau distillée, a 1'éthanol et
l'acétone puis séchée au four. L’acide tetrachloroaurique trihydrate (HAuCly, 3H,0), le citrate
de sodium (CeHsNa3;O7, 2H,0), le NaBHy, 1’acide alpha lipoique. Tous ces produits ont été

utilisés tel qu'ils ont ¢1¢ regus, sans aucunc purification.

B)- Mode opératoire :

1)-Préparation des nanoparticules d'or enrobée de citrates de sodium :
A température ambiante, on ajoute 1 ml de solution HAuCls, 3H>O a 1% (P/V) a 90 ml d’eau

distillée. Aprés 10 min d’agitation vigoureuse, on lui ajoute 2 ml d’une solution aqueuse de
citrate de sodium (38.3 mmol/l), une minute plus tard, 1 ml d’une solution fraichement

préparée de solution NaBH4 a 0.075% (P/V) a ¢été rapidement injecté dans le ballon de
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réaction, le milieu réactionnel est agité pendant une période supplémentaire de 5 min, et la

solution colloidale rouge foncée résultante est immédiatement stocké dans 1’ obscurité a 4°C.

2)-Préparation des nanoparticules d'or enrobée d'acide lipoique:
600 pmol d'acide lipoique dissout dans 10 ml d'une solution aqueuse de NaOH 0.5 mol/l

sont ajoutés a 25 ml d'une suspension colloidale des nanoparticules d'or enrobée de citrate de
sodium fraichement préparées. Le meélange réactionnel est agité pendant 24 h a une
température de 20 4 23°C.

Les nanoparticules d'or obtenues ont été soumises deux fois successives a une centrifugation a
7000 tours par minute pendant 10 min en présence d'eau distillée et et d’éthanol pour éliminer
tout les sels et I’acide lipoique n’ayant pas réagi. Enfin la suspension colloidale a été
conservée dans des flacons de verres scellés.

Le changement de coulcur, permet de suivre 1’évolution de la réaction .en effet, la figure 20
montre la couleur de la suspension colloidale qui change de jaune clair au jaune péle puis
grisitre sombre (nanoparticules d’or stabilisées par les citrates) et bleudtre en passant par une
couleur vin rouge et enfin une couleur noirdtre (nanoparticules d’or stabilisées par 1’acide
dihydrolipoique).

C’est la bande de résonance plasmon des nanoparticules d’or (coefficient d’extinction molaire
~24.10° mol™.cm™) qui est & I’origine de la couleur rouge vin de la solution colloidale d’or

134].

(IV) (V)
Figure 20: Formation des nanoparticules d’or stabilisées par les citrates et I’acide

dihydrolipoique a partir d’une solution d’acide chloroaurique.
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VI)-Optimisation des conditions opératoires :

Pour avoir des nanoparticules avec les caractéristiques souhaitées (stabilité, taille

faible, dispersion), on a pu jouer sur plusieurs parametres:
En effet, la taille moyenne pour la synthése directe de ces nanoparticules peut étre modifiée
de diverses manicres, en jouant tout d’abord :

sur la quantité de réducteur : augmentation en réducteur pour réduire la taille.

Sur la vitesse d’agitation durant I’étape de nucléation : augmentation de la vitesse dans le but
de diminuer la vitesse de nucléation pour réduire la taille,
Une hétérogénéité en taille est souvent caractéristique d’un taux de nucléation irrégulier. Afin
de réduire ces problémes, les solutions utilisées doivent étre fraichement préparées et filtrées
pour minimiser les impuretés.
Dans la plupart des synthéses, la nucléation se déroule spontanément a moins d’une seconde
aprés l'addition du réducteur, c’est pourquoi, la solution réductrice doit étre ajoutée
rapidement avec une vitesse d’agitation suffisante pendant et aprés 1’addition.
Les nanoparticules ainsi obtenues sont 1solées sous forme d’une poudre noire aprés une série
de lavages (cau distillée, C,115010) afin d’éliminer le NaBH, et 'excés des ligands.

Cette poudre noire est facilement redispersable dans différents solvants.

VII)- Stabilité et réactivité des nanoparticules d'or :
Afin d’assurer leur réle de « vecteurs de molécules biologiquement actives », les NP d'or

doivent étre stables dans un milieu physiologique, et présenter une surface non réactive aux
molécules présentes dans 'organisme.

Notre hypothése de travail a été la suivante: les NP d'or sont d'autant plus stables et non
réactives vis-a-vis des biomolécules qu'elles sont fortement stabilisées et plus couvertes par le
ligand greffé [26].

En elfet, Ies ions citrates d'agent stabilisan sont adeorbés a la surface métallique par dee
liaisons hydrogéne non stables en milieu physiologique (interaction de faible énergie avec le
ceeur métallique). En revanche, les NP d’or couvertes de DHLA, en raison de ses deux
groupements thiol s’ancrant de fagon covalente a la surface métallique, (interaction de forte
énergie); offrent une meilleure stabilité a la NP d'or pour des applications biologiques futures.
De plus, la densité de couverture est un parametre crucial pour améliorer la stabilité des NP
d'or en solution physiologique. Une densité élevée est idéale pour obtenir une meilleure

stabilité colloidale [35].
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Ces NP d’or enrobées de DHLA élaborées par une méthode de synthése sans résidu de solvant
organique et stables dans des conditions physiologique (2 pH = 7.4 .peuvent présenter donc un
fort potentiel pour des applications biologiques futures pour par exemple véhiculer un
principe actif greffé en surface [36 ,37].

Tels sont des principes actifs & visée antioxydante comme le glutathion (Schéma 12) ou
d’autres structure médicamenteuses en formant une liaison covalente de type amide avec la

fonction acide du ligand [38 ,39].
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Schéma 12 : Fonctionnalisation de la surface des NP d’or stabilisées par I’acide dihydrolipoique
par le glutathion(GSH):une molécule active a visée antioxydante.

VIID- Caractérisation physico-chimique des nanoparticules d'or obtenues :
T.a caractérisation compléfe des NP d'or reste nne tache extrémement complexe, qui lend a

freiner la recherche dans ce domaine. Cette caractérisation est primordiale pour valider le
résultat et le mode de synthése et mieux prévoir les effets biologiques et les applications a
venir.

Les techniques approfondies de détermination des propriétés physico-chimiques,(taille,
morphologie, état de surface, ...etc) classiquement décrites dans la littérature [40,41] sont :

La microscopie €lectronique a transmission(MET) (Figure 21), la spectroscopie UV-visible,
la microscopie électronique a balayage(MEB), la diffraction des rayons x, la spectroscopie

infrarouge(IR) .......etc.
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Figure 21: Micrographies de microscopie électronique en transmission (MET) de
nanoparticules d’or obtenues dans le DMSO [28], La barre d échelle représente 50 nm pour
toutes les images.
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Figure 22: Histogrammes de distribution de taille (¢") et (d”) correspondants respectivement aux
images(c) et (d) représentées sur la figure 21.

-Séparation centrifuge des nanoparticules obtenues :
Avant la caractérisation des nanoparticules obtenues, nous avons procédeé a une centrifugation

dans le but de les séparer et de s’assurer de leur pureté.

Une centrifugeuse est un appareil destiné a séparer les particules d'une taille donnée a partir
d'une solution colloidale qui contient des nanoparticules de tailles différentes et ce grice a un
mouvement de rotation.

Ce type d'appareil peut aussi servir a séparer les mélanges constitués de parties ayant une
densité différente. Sous l'effet de la rotation, une accélération due a une force centrifuge est
appliquée au contenu.

Avec l'utilisation d’une ultra-haute vitesse centrifugeuse (7000 tours par minute), la

suspension obtenue a été lavée trois fois avec de 1'eau distillée et 1’éthanol pour éliminer tous
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les produits résidus et enfin stockée dans un flacon ambré & la température ambiante pour une

utilisation ultérieure.

Dans notre étude, la caractérisation physico-chimique des NP d'or stabilisées par les ions

citrates et ’acide lipoique a été réalisée avec les spectroscopies UV-visible et IR

Figure 23:Centrifugeuse utilisée pour la séparation et la purification des nanoparticules
obtenues

VIII-a) Caractérisation par spectroscopie UV-Vis (ultraviolet-visible):

1-Principe de la spectroscopie UV- Visible :
La spectroscopie UV-Vis est un outil important pour les analyses qualitatives et quantitatives;

Elle rend compte de I’interaction entre une onde électromagnétique et la matiere. A I’échelle
atomique, la matiére n’¢tant pas continue mais constituée d’assemblage de particules
¢élémentaires, I’énergie ne 1’est pas non plus et ne peut prendre que des valeurs discrétes.
Chaque substance absorbe des radiations bien déterminées selon sa structure ;

La détermination des longueurs d’onde des rayonnements électromagnétiques absorbés par un

échantillon se fait grice a ’utilisation d’un spectrophotomeétre.

55



Chapitre IT1 Résultats & discussion

| S

=== I~ B ===

2-Appareillage et Fonctionnement :
L’appareil le plus utilis¢ est le spectrophotometre double-faisceau, dont le schéma de principe

est présenté ci-dessous (Schéma 13): Deux sources lumineuses sont tenues de balayer
I'ensemble des radiations UV-Vis: Une lampe de deutérium et une lampe de Tungsténe
éclairent toute la bande des UV-Vis e tun monochromateur (grille ou prisme) change
progressivement les petites bandes de rayonnement et I'envoie au séparateur de faisceau.
Apres cela, le séparateur de faisceau réalise une bande distincte a une cellule contenant la
solution d'échantillon et une solution de référence. Le détecteur mesure la différence entre la
lumiére transmise a travers 1'échantillon (I) par rapport a la lumiére incidente (I,) et envoie
cette information a l'enregistreur.

Dans notre étude, les mesures sont effectuées sur un spectrophotométre UV-1800 Shimadzu,
en utilisant des cuves en quarlz de 1 centimetre de trajet optique. Toutes les mesures sont
prises a 20-23 °C, la solution mere est diluée 5 fois pour la mesure, le spectre est pris entre

200 to 900 nm.
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Schéma 13 : Représentations schématiques de spectrophotométres de type double faisceau.
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Figure 24 : Image de ’équipement UV-Vis utilisé dans cette étude

T.es spectres 1TV-visible des nanoparticules étudiées en suspensions dans des solutions
aqucuses présentent une bande d’ahsorption trés intense qui est centré autour de 542 nm
correspondant aux nanoparticules d’or stabilisées par les citrates (figure 25) et une bande qui
se situe a 532 nm liée aux nanoparticules d’or enrobées par ’acide lipoique (Figure 26) qui

sont typiques et caractéristiques des colloides d’or confirmant ainsi leurs faibles diamétres.
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Figure 25: Spectre UV-visible en solutions de nanoparticules d’or stabilisées par es citrates.
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Figure 26: Spectre UV-visible en solutions de nanoparticules d’or stabilisées par I’acide

dihydrolipoique
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Figure 27 : Spectres UV-visible de nanoparticules d’or stabilisées par les citrates(en turquois) et

I’acide lipoique(en mauve) montrant un effet bathochrome.

(‘efte caractéristique optique typique des solutions d'or est reliée a une oscillation collective
des électrons conducteurs en réponse a une excitation optique.L'intensité de la bande
d'absorption varie en fonction du diametre, donc sur les spectres des nanoparticules de plus
grandes tailles, on observe une courbe avec un maximum bien défini, tandis qu'avec les
nanoparticules de petites tailles (< 3 nm), on remarque seulement un petit épaulement autour
de 520nm.

La dimension nanométrique des NP d’or (inférieure a 20 nm) facilite leur passage a travers
des barricres physiologiques, mais surtout évite aux NP d’or d’étre éliminées rapidement par
les systémes de défense de I’organisme, ce qui permet d’augmenter leur temps de résidence

dans le sang. Cette dimension représente donc un avantage pour leur fonction de vecteur [5].

Par ailleurs, d'autres études ont démontré que l'intensité de cette bande était sensible au
solvant dans lequel les nanoparticules ont été formées [40].
La fonctionnalisation des NP d'or par le DHLA a provoqué un déplacement hypsochromique

de Amax, ce qui prouve I’échange des ligands citrates par les ligands DHLA.
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VIILb)- Caractérisation par spectroscopie infrarouge (FT-IR (infrarouge 2 transformée

de Fourier) :

Pour avoir de l'information structurale sur la couche protectrice de ligands qui entourent les

nanoparticules, nous avons utilisé I’analyse fonctionnelle par spectroscopie infrarouge.

La spectroscopie infrarouge (parfois désignée comme spectroscopie IR) est une classe de
spectroscopie qui traite de la région infrarouge du spectre électromagnétique. Elle recouvre
une large gamme de techniques, la plus commune étant un type de spectroscopie d'absorption.
elle peut étre employée pour l'identification des groupes fonctionnels présents dans une
molécule ou pour déterminer la composition d'un échantillon en se servant des tables de
corrélation de spectroscopie infrarouge largement présentes dans la littérature scientifique.
C'est une technique trés sensible qui peut nous donner énormément d'information et ce, méme

si une tres faible quantité de produit est utilisée.

1-Appareillage el Fonctionnement :
Les spectres FT-IR des échantillons ont ét¢ enregistrés en utilisant un modéle Perkin Elmer

Systéeme (Waltham, MA) FT-IR.
Pour l'enregistrement des spectres, nous avons adopté la technigue de pastille de KB la plus

couramment utilisée.

Migure 16 : Image des instrumients I 1 -0 utilisd dans cetts stude

2-Principe de la spectroscopie IR :
Cette technique qui nécessite une source de la lumiere qui génére des radiations dans la

région infrarouge et un monochromateure (prisme) qui sépare le rayonnement de la source

dans ses différentes longueurs d'onde. Une fente sélectionne ’ensemble des longueurs d'onde
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qui brillent a travers I'échantillon 4 un moment donné qui est par la suite recueilli par le

détecteur (Schéma 14).

source de radiations
électromagnétigues

faisceau monochromateur

de référence
= AN

enregistreur

Al

4
]

faisccau faisceau

(tracé du

spectre)

T | échantillon - .
incident transmis détecteur

Schéma 14 : Représentations schématiques de principe de fonctionnement d’un
spectrophotométre IR

On obtient des spectres qui mesurent la transmittance (T) en fonction du nombre d’onde et

non I’absorbance (A) (d’ou I’allure des spectres inversés) :

Avec :
I : intensité du faisceau transmis (aprés passage dans I’¢échantillon)
I, : intensité du faisceau incident (faisceau de référence)

La loi de Beer-Lambert est aussi valable en spectroscopie IR:
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= 10—52fc
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Avec :

&, : coefficient d’extinction moléculaire

1: chemin optique

C: Concentration

Actuellement on utilise des spectrophotomeétres infrarouge a transformée de Fourier, ce qui
permet d’obtenir toutes les fréquences en méme temps sans effectuer un balayage. On obtient

les spectres plus rapidement.

2-FPiéparalivu de I'échautillon :
La préparation dépend de I’appareil utilisé: on peut soit analyser directement le compos¢ pur

soit le solubiliser dans un solvant (pour un liquide) ou le disperser dans un solide (pour un
solide) avant I’analyse.

a) Analysc du composc pur:

On place quelques gouttes (pour un liquide) ou une pointe de spatule (pour un solide) entre
des plaques faites d'un sel qui n’absorbe pas dans le domaine de 1’infrarouge (NaCl, KBr,
AgCl)

b) Analyse du composé dilué ou disperse:

Pour les solides, on prépare une pastille de bromure de potassium (KBr) a I’aide d’une presse
duns luquclle on u dispersé le composé & unulyser.

Pour les liquides, on mélange le composé a un solvant inerte (le plus souvent le tétrachlorure
de carbone).Ce solvant absorbe dans I’infrarouge, mais on peut s’affranchir de ce probleme en
placant une cellule de compensation contenant le solvant pur sur le trajet du faisceau de
référence.

Pour avoir une preuve plus directe du greffage des ligands citrates et acide lipoique sur les
nanoparticles d'or, une analyse par spectrométrie infrarouge a ét¢ conduite en tirant les

spectres (IR) de 1’acide lipoique, des nanoparticules d’or stabilisées par les ions citrates et
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celles enrobées de DHLA, ces spectres sont représentés respectivement sur les figures 29, 30

et 31.

€420G19

638949

GEGEEEL
GZGZ Y6

S050°Z0Z1

£898'30¢ 1

E0E0'8ZrL

\ £aeeeret
\ £999'S0E |
/

68469 |
E0coaLal

EBZ6LE9L

S AT

LZLeoroe

BIEL'109¢

12128582

£999°476C

LTATA: 4

GeGZLLYE

6060°9bSE

4000

90

=
@

aouBIsURI | JUBa1ag

)

~

B0+

50+

1000

2000

Wavenumbeara

3000

ique

Spectre(IR) de I’acide lipo

Figure 29

QOCUNa NaQOL

/

OCONa NaOOC

59¥9°G19

1000

LELESLLL

70

LZ1Z'86E |
o~ SeSCLI8L

GEFELESL

£828'9EL |

2000

Wavenumbers

ECECHEDS

~ LLLL'GS8Z

££90'6262

T EBZB'SS6Z [

3000

= = GOG0ZPSE

— - {999CIbE

G9r9°0ECE

6686'LLPE

4000

=

w

agueniusue! | Jusdlay

=)
il

40

les citrates.

ées par

-

63

Spectre(IR) de nanoparticules d’or stabilis

.
.

Figure 30



Chapitre 111 Résultats & discussion

[OR——1

ar
e s ¥ 3
]
Ma s
a
0.00- 0
NaQ
0,05
11}
[}
B
S 010 4\/\
£
A
=T
015 j [L
A
-0.204 D= an ] 8 o b - S et r r~ o
L W) = O M~ o [Ty] (=] — 00 — oo {4n] 0 M~
O~ 0o o =] @ T ® = @O @ 5o
AGhaz O E 5 ®Br 3 R & 35
BRIABH g Y] & - 2 = &2 b
T T T T
4000 3000 2000 1000

Wavenumbers

Figure 31: Spectre (IR) de nanoparticules d’or stabilisées par I’acide dihydrolipoique.

Les principales bandes d’absorption de ces produits sont récapitulées dans le tableau 2

suivant :
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Tableau 2 : principales bandes d’absorption dans I’acide lipoique, les nanoparticules d’or

stabilisées par les citrates et les celles enrobées de DHLA

© (em™) commentaires
o 3413 OH acide carboxylique
WJ\"“ 2858-2957 | - CH,— aliphatique
S—s
1692 C=0 acide carboxylique
1428 -CH»-S cyclique
733 S-S cyclique
3412 OH alcool
_/QCDNQ N0 O
Ho COMNa | NaOC o
\scota Naoot 2855 -CH;- aliphatique
COQ’ (jumelles) carboxylate de Na
1637-1617
i W 3505-3234 | OH (résidu de citrates non échangé avec DHLA.)
..,nr»rfé};’ : 2923 -CH,- aliphatique
" 1639-1614 COQO" (jumelles) carboxylate

La superposition de ces trois spectres montre leur grande ressemblance, ce résultat met en
évidence la formation des nanoparticules d’or et confirme que les nanoparticules d’or sont

réellement ornées ou enrobées de ligands citrates et acide lipoique.
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Figure 32 : Spectres (IR) de I’acide lipoique(en mauve) et des nanoparticules d’or stabilisées
par les citrates(en noir) et ’acide dihydrolipoique(en bleu) superposés en mode décalé.

Certains indices remarquables pourraient démontrer la présence de nos ligands a la surface
des nanoparticules comme I’apparaition de deux bandes jumelles vers:1637 cm™et 1617 cm’
'dans les nanoparticules enrobées de citrates et deux autres vers1639 cm™ et 1614 cm™ et
assignées aux vibrations symétriques et asymétriques des ions carboxylates.

On constate également I’apparition d’une bande vers 733 cm ' attribuée a |’¢longation de la
liaison S-S dans le cycle de I’acide Ipoiques contenant un pont dissulfure ; et son absence
dans le spectre des nanoparticules stabilisées par le DHLA ce qui démontre clairement le
clivage de ce pont lors de la réaction de réduction avec le NaBH4 et formation des

nanoparticules d’or couvertes de DHLA.
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IX)-Conclusion :

Ce travail est consacré 3 la synthése de nanoparticules d’or fonctionnalisées par un composé
dithiol, plus précisément I’acide lipoique ainsi qu’a leur caractérisation physico-chimique.

L ¢€laboration de ces nanoparticules en milieu aqueux a €t¢ basée sur la méthode de Turkevich
modifiée.

En effet, I’ utilisation du NaBH; comme réducteur et d’un exces d’acide lipoique, nous a
permis d’aboutir & une plateforme nanoparticulaire a base d’acide lipoique.

De part leurs tailles nanometriques, ces nanoparticules conviennent parfaitement a des
applications dans le domaine thérapeutique: soit pour le diagnostic soit pour le traitement par

un ciblage spécifique des systémes biologiques.
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Motivation

Motivation

En gardant en téte les qualités des nanoparticules d’or comme vecteur de choix
pour la vectorisation des agents thérapeutiques, et les propriétés physicochimiques et
pharmacologiques de ’acide lipoique considéré comme candidat potentiel et supplément
efficace contre plusieurs pathologies.

Notre approche dans ce travail consiste donc a synthétiser dans des conditions
optimales une plateforme nanoparticulaire stable a base d’acide lipoique et sur laquelle on

peut coupler ultérieurement une multitude de molécule bioactives.

Figure 33: Nanoparticules d'or enrobées d'acide lipoique (LA).
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Conclusion Générale

Conclusion

Dans un premier temps, nous avons fait une étude bibliographique sur les nanoparticules, leur
obtention et leurs applications dans plusieurs domaines.

En effet, les nanotechnologies représentent aujourd’hui un domaine scientifique et technique en
plein essor. A I’échelle mondiale, les nanotechnologies suscitent de plus en plus d’intérét et sont
en voie de constituer le cceur de la prochaine révolution industrielle. Ainsi, 1'utilisation des
nanotechnologies, et notamment les nanoparticules dans le cadre plus spécifique de la médecine
(ce que I’on appelle désormais nanomédecine) connait actuellement de grands progrés et devrait
permettre d’améliorer la détection précoce et le traitement de nombreuses pathologies (cancers,
maladies auto-immunes ou infectieuses maladies cardiovasculaires...etc.). Le développement de
ce type de technologie constitue donc un enjeu majeur de santé publique.

Les nanoparticules d’or (AuNPs) sont historiquement les nanoparticules qui ont lancé
les nanotechnologies. L’intérét pour les nanoparticules d’or reste encore vif aujourd’hui et
représente une grande partie des travaux rapportés notamment dans le domaine des
applications biologiques.

Par ailleurs, nous avons décrit le stress oxydant qui correspond & un déséquilibre entre
la génération d’espéces oxygénées activées et les défenses antioxydantes de I’organisme.
Actuellement, 1’acide lipoique : antioxydant universel est considéré comme traitement préventif
et curatif contre le stress oxydant impliqué dans plusieurs pathologies notamment le cancer, les
troubles cardiovasculaires le diabete et ses complications, les maladies proliteratives et

inflammatoires, les maladies auto-immunes et virales en particulier, le VIH et les hépatites.

Dans ce travail nous avons élaboré des nanoparticules d’or fonctionnalisées par un composé
dithiol, plus précisément 1’acide lipoique en se basant sur la méthode de Turkevich modifiée.

En effet, I'utilisation du NaBH, comme réducteur et d’un exces d’acide lipoique, nous a permis
d’aboutir 4 une plateforme nanoparticulaire a base d’acide lipoique. L’étude expérimentale aux
moyens des techniques spectrométriques usuelles (TR, LTV-Vis) nous a permis de mettre en
évidence leur formation.

La pharmacomodulation de cette plateforme par conjugaison avec d’autres molécules convienne
parfaitement 4 des applications dans le domaine thérapeutique. svil pow o diaguuslic suil puut

le traitement par un ciblage spécifique des systémes biologiques.
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