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Introduction Générale

Introduction:

L’utilisation de molécules polyfonctionnelles possédant non seulement un site de
reconnaissance specifique des cellules malignes mais permettant également leur
destruction sélective semble étre une alternative trés intéressante.

L’élaboration de ce type de structure suppose la préparation de molécules @
comprenant a la fois la partie organique responsable de la reconnaissance mais
€galement un vecteur permettant une destruction ciblée de la cellule cancéreuse.

Les différents médicaments utilisés aujourd'hui pour lutter contre le cancer sont classés
sclon leur mode d'action thérapeutique et leurs cibles cellulaires.

Les cibles pharmacologiques les plus importantes sont bien connues 'ADN, les
enzymes et les microtubules. D'autres cibles étaient établies, notamment depuis que le
meécanisme de la division cellulaire & commencer a étre mieux connu.

Comme exemple de nouvelles cibles récemment découvertes, on se doit de citer les
anhydrases carboniques (CAs). Il s'agit d'une famille d'enzymes qui catalysent la
réaction réversible d’hydratation du 59_2 ct d’autrcs réactions dans une variélé
de processus biologiques.C’est ainsi que I’isoforme IX de I’anhydrase carbonique
(CA IX) qui est une métalloenzyme extracellulaire transmembranaire a zinc, joue
un rdle trés important dans I’acidification du microenvironnement tumoral contribuant
a la propagation et la progression des tumeurs. Elle est surexprimée dans plusieurs types
de cancers tout en étant présente dans trés peu de tissus normaux. L’inhibition
sélective de CAIX pourrait constituer une nouvelle approche pour le management des
tumeurs hypoxiques.

Les inhibiteurs des CAs disponibles actuellement en thérapeutique en particulier
les aryles et les hétéroarylsulfonamides sont loin d’étre parfaits car ils présentent
d’innombrables effets indésirables, principalement dus a leur manque de sélectivité.
Donc le développement d’inhibiteurs plus sélectifs constitue un grand challenge
pour I’obtention de nouveaux types d’inhibiteurs.

La vectorisation de principes actifs est par conséquent devenue un aspect
essentiel dans le domaine thérapeutique. La pharmacie galénique moderne développe
donc des systemes d'administration susceptibles de promouvoir le passage

transmembranaire et/ou intracellulaire vers la cible souhaitée tout en protégeant le
1
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principe actif de la dégradation par les enzymes. De nombreux systémes de délivrance
de molécules actives, possédant des propriétés spécifiques avantageuses pour des
applications dans le domaine de la vectorisation, ont été élaborés depuis une vingtaine

d’anneées.

De par leurs propriétés particulieres (pour la vectorisation et le diagnostic),
notre choix portera sur les nanoparticules d’or comme systémes de délivrance pour la
vectorisation du 4-aminoethylbenzensulfonamide :un arylsulfonamide a activité anti-

tumorale potentielle.

Ce manuscrit se décomposc cn quatrc chapitres

Lc premicr chapitre présente un apergu géudial swi les sullunides el les
arylsulfonamides inhibiteurs de l'anhydrase carbonique utilisés comme nouvelle cible
dans le domaine thérapeutique.

Le deuxieme chapitre est consacré¢ aux nanoparticules, en particulier les
nanoparticules d’or, leur élaboration par voie liquide et leurs applications dans le
biomédical.

Le troisieme chapitre de ce mémoire est consacré aux résultats et discussion sur
la preparation et la caractérisation des composés synthétisés.

Le quatrieme chapitre est réservé a la description des protocoles expérimentaux
et des essais que nous avons conduits au cours de ce travail, ainsi que les
caractéristiques des produits obtenus.

Nous achevons ce travail par une conclusion générale.






Chapitre 1 arylsulfonamides inhibiteurs de anhydrase carbonique

L1. Introduction:

Les enzymes sont des catalyseurs des réactions chimiques qui se produisent chez
les &tres vivants. Ces catalyseurs sont fabriqués, au moins en ce qui concerne leur partie
protéique, par la cellule qui les utilise, selon les phénomeénes de synthése protéique.
L’importance des enzymes est évidente, toutes les molécules des étres vivants sont
formées et dégradées en permanence par des réactions chimiques dont elles sont
presque toutes catalysées par des enzymes (les réactions spontanées, se produisant sans
intervention d’une enzyme chez un étre vivant sont rares).

Il y @ au moins une enzyme différente par réaction catalysée et chaque enzyme
ne transloune spécifiquement quune seule structure chimique, qu’un scul type de

molécule. Ce qui représente des milliers d'enzymes pour chaque organisme [1].

L2. Principe de l'inhibition enzymatique dans le domaine pharmaceutique:

Les progres réalisés en génétique moléculaire et les divers « projets génome »,
qui visent a décrypter 'ADN des micro-organismes et de I'homme, laissent entrevoir
I'existence d'un nombre encore plus grand d'enzymes a identifier, lesquels seront des
cibles potentielles pour des médicaments du futur.

Le défi actuel consiste donc & trouver un produit chimique qui serait capable
d'interagir avec ces cibles en vue de comprendre quel est leur role et si on pourrait
les mettre a profit comme cibles de médicaments.

En principe, toutes les enzymes sont contrélées par des interactions allostériques qui
peuvent soit exalter soit freiner leur activité catalytique. Un tel contrdle dépend des
conditions locales régnant dans les cellules. L'activité de nombreuses variétés d'enzymes
peut €tre également régulée par voie externe aux moyens d’activateurs ou d’inhibiteurs
d’enzymes. En effet, on peut concevoir une molécule qui ressemble fort au substrat
naturel et qui est capable de s'emboiter dans le site actif de 1’enzyme, mais en s'y
attachant plus fortement. Cette molécule serait en outre congue de maniére a ce qu'elle
ne puisse subir aucune réaction dans le site actif. Mais tant qu'elle y réside, elle empéche
au substrat naturel d'y accéder, de sorte que la réaction enzymatique est arrétée.

On parle d'inhibition compétitive puisque la molécule du médicament est réellement en

compétition avec le substrat naturel pour occuper le site actif (figure 1).
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Substrat

\' Pas de réaction

Médicament

——

Médicament

Figure .1 : Principe de l'inhibition compétitive

On peut citer de nombreux exemples de médicaments efficaces qui fonctionnent cn tant
qu'inhibiteurs compétitifs. Ainsi, les sulfonamides inhibent les enzymes des bactéries,
tandis que les anticholinestérases inhibent une enzyme de mammiféres qui sappelle
l'acétylcholinestérase. Une bonne part des diurétiques servant a régulariser la tension
sanguine, sont des inhibiteurs compétitifs et il en va de méme pour certains médicaments
antidépresseurs [2].

En médecine, un grand nombre d’enzymes propres aux pathologies peuvent étre
inhibées par des médicaments en vue de modifier les réactions chimiques intervenant au
cours des processus métaboliques. Ainsi, les inhibiteurs enzymatiques se sont révélés
extrémement efficaces dans la lutte contre plusieurs maladies ; Quelques exemples sont

présentés dans le tableaul [3].
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arylsulfonamides inhibiteurs de ’anhydrase carbonique

Tableau 1 : Liste de médicaments dirigés contre certaines enzymes humaines.

Médicament

Enzyme ciblée

Effet thérapeutique

pirine

Captopril et énalapril

Simvastatine
Désipramine
Clorgyline
Sélégiline
Méthotrexate

5-Fluorouracile

Allopurinol
U-75875

Ro-41-0960

Omeéprazole

Organophosphorés

Zileutine

Methotrexate
Tritoqualine
Vigabatrin

Acide mycophénolique

Acétazolamide

Cyclo-oxygénase

Enzyme de conversion de
l'angiotensine (ECA)

HMG-CoA-réductase
Monoamine-oxydase
Monoamine-oxydase A
Monoamine-oxydase B
Dihydrofolate-réductase

Thymidylate-synthétase

Xanthine-oxydase
Protc¢asc du VIH

Catéchol-0-
méthyltransférase

ATPase de la pompe a
protons H/K™

Acétylcholinestérase

5-Lipo-oxygénase
Dihydrofolate-réductase
Histidine-Décarboxylase
GABA-Transaminase
IMP-Deshydrogénase

Anhydrase arbonique
(CA)

Anti-inflammatoire

Antihypertenseur

Hypocholestérolémiant
Antidépresseur

Antidépresseur

Traitement de la maladie de Parkinson
Anticancéreux

Anticancéreux

Traitement de la goutte

Thérapie du SIDA

Traitement de la maladie de Parkinson
Traitement de l'ulcére gastroduodénal
Traitement de la myasthénie gravis, du
glaucome et de la maladie d'Alzheimer
Antiasthmatique

Cytostatiques

Anti-allergique

Anti-convulsivants
Immunosuppresseur

Diurétique
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)

(D

(II0)

(Iv)
V)

L3. Applications des anhydrases carboniques (CAs) en thérapeutique :

Les CAs jouent plusieurs fonctions physiologiques et physio-pathologiques
importantes dans les étres vivants. Ces remarquables enzymes sont particuliérement
bien adaptées pour servir de modeles attirants et trés riches dans beaucoup d’études
biophysiques et biomédicaux.

Actuellement, I’inhibition de I’anhydrase carbonique constitue 1'une des
approches physiologiques les plus utilisée pour le développement de nouvelles drogues,
nouveaux outils de diagnostique, ou pour mieux comprendre les processus biologiques
intervenant au sein des €tres vivants [4] Et compte tenu du nombre élevé d’isoonzymes
de I'CA, chacunc d’elle représente une cihle thérapeutique potentielle pour lc traitcment
de pathologies impliquant leur surexpression, En fait, beaucoup de recherches sont
consacrées pour l'instant sur au moins cing axes dans le drug- design d'agents
pharmacologiques liés a cette classe d’enzymes :

Meédicaments anti-glaucome, en cherchant d’autres composés plus efficaces que le
dorzolamide et le brinzolamide déja introduits en thérapcutique. Les isoenzymes cibles
de tels composes sont le CA II et le CA XII.

Meédicaments anti-canccreux, ciblant cn premicr licu ct d'unc maniére prédominante
les isoenzymes CA IX et/ou CA XII, surexprimés dans les cellules tumorales.

Agents anti-obésité, en se basant sur les résultats encourageants rapportés par le
topiramate et le zonisamide, qui ont probablement comme cible les isoformes
mitochondriales CA VA et/ou CA VB.

Agents anti-convulsivants : visant les CA II, VII, XII, et XIV).

Agents antibactériens, antifungiques et autres types d’agents qui visent plusieurs CAs
d'organismes pathogenes tel que les bactéries H pylori, tuberculose Mycobacterium, etc,

les protozoaires P. falciparum ou les moisissures C. albicans, et Cr. Neoformans etc.
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L4. Inhibiteurs de CAIX dans la série de sulfonamides:

Plus d’un demi-siécle aprés leur découverte, les sulfamides occupent toujours
une place importante dans la chimiothérapie de plusieurs maladies (antibactériens, anti-
diabétiques, anti-glaucome, diurétiques.. .etc.)

D’autres applications dans le traitement du cancer et de I’obésité font actuellement
I’objet de recherches avancées.

Le plus simple des sulfamides répondant & la formule 1 (Schéma.l) et
comportant le pharmacophore sulfonamide (SO,NH;) couramment utilisé en chimie
médicamenteuse est considéré comme la molécule meére dune grande classe de
composés biologiquement actifs, avec au moins cinq principaux types de dérivés

obtenus en substituant les divers atomes d'hydrogeéne dans la molécule de base.
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Schéma 1 : Différentes structures de sulfamides.

Les substituants (R, R’, R”’et R***) qui peuvent étre identiques ou différents entre eux
et de nature chimique trés variée, fournissent d’excellents exemples de médicaments
trés connus et qui sont largement utilisés actuellement en thérapeutique [5].

Récemment, de nombreux inhibiteurs de 1’anhydrase carbonique (CAs) appartenant 2 la
série des aryles et des hétéro-arylsulfonamides (ArSO,NH,) ont été décrits dans la
littérature comme étant aussi des inhibiteurs contre la croissance in vitro et in vivo de
plusieurs vari€teés de tumeurs, ceci est dii essentiellement 4 I'inhibition de certaines isozymes

de CA telles que le CA IX et le CA XII surexprimées dans ces tumeurs.
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L'inhibition de I'isozyme transmembranaire IX associé aux tumeurs a été d'abord étudiée
avec une série de sulfonamides aromatiques et hétérocycliques, y compris les six dérivés
utilisés en clinique : l'acetazolamide(AZA) 7, le methazolamide 9, I'ethoxzolamide 10, le

dichlorophenamide 11, et le dorzolamide 12 (figure 2) [6].
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Figure 2 : Exemples de sulfonamides utilisés en clinique.

(Ces composés phares manifestent un profil pharmacologique trés intéressant pour
I'inhibition du CAIX avec des constantes d’inhibition KI situées dans la gamme de 14-50 nM.
Il3 peuvent &tre considérés comme des chefs de fils intéressants pow Ie développant de
nouveaux dérivés anticancéreux.

Ainsi, I'Indisulam 8, (E7070), qui est parmi les
efficaces, avec une constante d’inhibition KI de ”ordre de 24 nM contre le CA IX, a été déja

sulfonamides anticancéreux les plus

développé jusqu’aux stades des essais cliniques en Europe et aux Etats-Unis [7].

Parmi les nombreuses possibilités de développements offertes par ces composés
biologiquement actifs, un accent particulier a ét€ apporté pour la synthése de deux séries de
sulfonamides halogénés [8]. La premiére série renferme des sulfanilamides
mono/dihalogéné du type 13, tandis que la seconde se compose d'aminobenzolamides
mono/dihalogenés du type 14, incorporant divers halogénes (F, CI, Br, et I ;) (Figure 3).
Ces sulfonamides ont été synthétisés a partir des anilines correspondantes par l'acétylation
(protection du groupe aminé), chlorosulfonylation, suivi soit d'amidation, ou de réaction

avec le 5-amino-1, 3,4-thiadiazole-2-sulfonamide (et éventuellement une déacétylation).
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Figure 3 : Structures générales de certains sulfonamides halogénés.

L’évaluation biologique dec ces composés a déja permis d’obtenir des propriéiés
inhibitrices s€lectives intéressantes vis-a-vis des isozymes CA T 11, TV et TX, ce qui va
permettre le design et la conception de nouveaux inhibiteurs plus efficace et plus sélectifs.
Une autre contribution par I’équipe du Professeur C T. Supuran et qui consistait a
introduire des atomes dc fluor dans des structures dérivées de sulfonamidcs
aromatique/hétérocyclique a ¢té rapportée. Parmi les composés vblenus, il fwt citer e
2,3,5,6-tétrafluorobenzoyle (Figure 4), dérivé du métanilamide qui est considéré comme
I"inhibiteur subnanomolaire le plus sélectit avec ime constante d'inhibition de 0.8 nM contre

le hCA IX, et un rapport de sélectivité de 26 par rapport au CA 1T [9].
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Figure 4 : Structure générale d’un sulfonamide tetrafluoré inhibiteur subnanomolaire
contre le hCAIX.

Pour rester toujours dans la pharmacomodulation des sulfonamides récemment
rapportce, on se doit de citer une série de dérivés de sulfonamides incorporant une partie
hydrazine en leur structure (figure 5) [10].
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Tous les composés de cette série se sont révélés posséder une activité inhibitrice
contre le hCA IX meilleure ou égale a celle de I’indisulam qui se trouve actuellement au
stade des essais cliniques. Trois composés de cette série possédant des constantes d'inhibition
situées dans la gamme de 3.2-5.4 nM, étant considérés parmi les inhibiteurs du hCA IX les
plus efficaces et leur pouvoir d’inhibition comparé & celui de I'indisulam est de cing a sept

fois plus éleve.

16 Y Qa0 17

Figure 5 : Sulfonamides incorporant une partie hydrazine en leurs structures.

Presque tous les exemples des sulfonamides renfermant le pharmacophore urée
rapport¢ dans cette étude étaient en faveur des propriétés inhibitrices du hCA IX, et
contrairement aux dérivés utilisés actuellement en thérapeutique (y compris indisulam), tous
ces composes présentent une forte activité vis-a-vis de I’isoforme transmembranaire hCA
IX tout en montrant une bonne sélectivité par rapport a I’isoenzyme cytosolique hCA II
omniprésent dans 1’organisme.

Récemment I"affinité exceptionnelle de divers benzenesulfonamides aromatiques incorporant
des parties triazinyle a €t¢ indiquée dans les travaux rapportés par Garaj et Al [11,12].
Trois composés tétes de séries : Le chlorotriazinyl-sulfanilamide 19 aussi bien que les
dérives bis-éthoxytriazinyle de la sulfanilamide 20 et ’homosulfanilamide 21(figure .6)
¢taient parmi les inhibiteurs du hCA les plus efficaces et les plus sélectifs pour le CAIX
jamais obtenus jusqu’ a présent avec des Kis dans la gamme subnanomolaire de

0.12-0.34 nM.
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Figure 6 : Benzenesulfonamides aromatiques incorporant des parties triazinyle en leurs
structures.

Beaucoup d’autres classes d’inhibiteurs de CA IX en particulier des dérivés sulfamates et
sulfamides (Figure 7) ont été rapportées [13, 14, 15].

K
( OSONH,
ao\st'-h
X=H, halogeno, nitro, alkyl, amino, efc. O O R=alkyl
X OSO:NH, 23
22
L HNG,S 24
b

Figure 7 : Sulfamates et sulfamides inhibiteurs de I’"hCA.

Cependant, une recherche plus poussée doit étre faite dans le domaine des CAIX,
étant donné que I’inhibition de ces isoenzymes est gouvernée par des mécanismes d'action
complexes et que dans certains cas, I’activité antitumorale peut étre exaltée par la
combinaison de plusieurs agents inhibiteurs de CA IX ou en association avec d’autres

thérapies [16].
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I.5. Conclusion :

Les CAs constituent actuellement une nouvelle approche dans le domaine
thérapeutique pour le ciblage de plusieurs pathologies impliquant leur surexpression.

Le mécanisme catalytique et le mécanisme d’inhibition des CAs sont connus en
detail et beaucoup de données biochimique, physiologique et pharmacologique sont
maintenant suffisantes pour justifier la possibilité¢ d'utiliser 1isozyme transmembranaire
CA IX comme cible dans le management des tumeurs hypoxiques qui ne répondent pas, ou
répondent mal a la chimio- et 4 la radiothérapie classique.

De nombreux exemples de composés appartenant & une variété de classes chimiques et
présentant des constantes d’inhibition dans la gamme de 50-500 nM sont actuellement
disponibles pour I'inhibition de CAL¥. Mais le probléme majcur dc ces inhibitcurs cst leur
manque de sélectivité surtout par rapport aux isoenzymes CA I et II omniprésents dans
'organisme ; Ce qui nécessite la mise au point de nouveaux inhibiteurs du CAIX plus

ctticacces et plus sélectifs,
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II. 1. Introduction :

Par « nanotechnologies », on entend la maitrise et la manipulation de la matiére
aux échelles moléculaire et atomique. Mettant & profit les progrés réalisés dans des
disciplines telles que la physique, la chimie, la biologie ,I’électronique et 1 'informatique,
les nanotechnologies permettent de créer et d'utiliser des particules, des dispositifs et
des matériaux composites qui sont dotés de propriétés particulieres du fait de leur taille
infiniment petite( de 1 a 100 nanométres) [1].

C’est ainsi que sont créées des structures novatrices et que de nouveaux
phénomeénes peuvent voir le jour. Cette matiére nanoscopique trouve toutes sortes
d‘applications: de la création de produits cosmétiques, de peintures et de lubrifiants de
qualité supérieure a la production d’énergie, en passant par le dépistage et le traitement
des maladies.

Les communautés biologiques et médicales exploitent les propriétés des
nanomatériaux pour des applications variées (des agents contrastants pour l'imagerie de
cellules, des outils de diagnostic, de wvectorisation des médicaments et des

thérapeutiques treés efficaces) [2].

11.2. Propriétés des nanomatériaux :

L’étude et Iutilisation de matériaux nanostructurés connaissent un essor
considérable en raison de leurs propriétés particuliéres par rapport aux matériaux
massifs. Toutes les grandes familles de matériaux sont concernées : métaux,
céramiques, diélectriques, oxydes magnétiques, charpentes silicatées, carbones,
polymeres, etc.

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.
Parall¢lement, a quantité de matiere équivalente (soit un gramme de matiére présentant
une densité¢ de 10 g/em3), la surface particules/environnement est multipliée par un
facteur 100. D’autre part, la diminution du diamétre 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).
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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, électriques, magnétiques, optiques et catalytiques
particuliéres ou des combinaisons de propriétés originales, différentes parfois des

propriétés du méme matériau a une échelle différente [3].

II.3. Les recherches actuelles en médecine :

Les nanotechnologies ont vite trouvé une application immédiate en médecine. Elles

peuvent en effet servir a voir, soigner, ou méme réparer. Ainsi, elles participent déja a
des applications essentielles dans I’aide au diagnostic, la recherche de traitements et la
régénération dea tissus.
Mais leur utilisation ne s’arréte pas la : dans la recherche fondamentale, les
nanotechnologies permettent d’identifier les différents acteurs moléculaires et les
fonctions qu’ils exercent localement dans une cellule ou un compartiment tissulaire sain
ou walade [4].

11.3.1. Imagerie médicale :

Les applications de l'imagerie optique sont trés variées dans la recherche
fondamentale étude de 1’organisation des réseaux cellulaires, de la dynamique des
signalisations inter cellulaires, de l'oxymétrie cérébrale, des interactions
protéines/protéines, des activités enzymatiques.

Au-dela, les finalités de I'imagerie médicale sont nombreuses : prévention
(dépistage d’un certain nombre de cancers), diagnostic ou suivi de nombreuses
maladies, permettant dans ce dernier cas des comparatifs rationnels. Elle permet aussi
de suivre le bon déroulement d’une intervention chirurgicale ou Iefficacité d’un
traitement pharmaceutique. Enfin, I’imagerie, lorsqu’elle se veut "fonctionnelle" est a
méme de suivre différentes fonctions sensori-motrices et cognitives chez 1’homme

(langage, raisonnement, mémoire, apprentissage, motivation, émotion) [5].
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Figure.8: Cellules de Langerhans

Exemple : Fonctionnalisation d’Au@DHLA par le luminol, une molécule

électroluminescente.

Amplification du signal de détection (1)

:ephamsc “mogaﬁ;cued or fluorescente : - - -

+d(A),, or + tluorophore + d(I),, Rhoda 5 Rhoda 10
HYBRIDATION
DE d(T),, AVEC d(A),,
Rhoda 50 Rhoda 100 Rhoda 200
Rhoda 400 Rheda 800 Rhoda 2000

Schéma.2: Détection de I'hybridation de deux brins oligonucleotidiques

complémentaires par des nanoparticules d'or fluorescentes.
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Ces particules sont rendues luminescentes par I'immobilisation d'un nombre
variable de fluorophores (entre 5 et 2000 pour des particules de 12 nm de diamétre). Le
marquage d'un oligonucléotide par ces particules permet d'amplifier le signal de

détection (et donc d'abaisser le seuil de détection).

L'intensit¢ du signal croit avec le nombre de fluorophores (rhodamine)
immobilisés sur les particules, jusqu'a une limite située entre 400 et 800 fluorophores.
Cette limite correspond au nombre maximal de fluorophores qui peuvent é&tre

immobilisés sur une particule d'or de 12 nm [6].

I1.3.2. Les progrés thérapeutiques

Les possibilités de ciblage qu’offrent les technologies utilisant des

nanoparticules permettent d’envisager des interventions extrémement ciblées de
nombreuses €quipes cherchent & utiliser les particules de taille nanométrique pour
transporter spécifiquement des médicaments jusqu’aux cellules malades, évitant ainsi de
détruire les cellules saines el minimisant les effets toxiques secondaires.
Le traitement du cancer devrait particuli¢rement bénéficier de ces nouveaux "vecteurs"
La microchirurgie peut aussi en premier lieu hénéficier de la miniaturisation d’outils
d’intervention. Mais d’autres applications devraient en découler, au premier rang
desquelles se situe I’ingénierie tissulaire.

Les nouvelles techniques de criblage des médicaments s’inspirent des
biocapteurs : comme eux, au niveau moléculaire, elles permettent de définir I’affinité
spécifique entre deux protéines. Mais la recherche de molécules actives ne suffit pas : la
mise au point de nouveaux traitements passe aussi par la recherche de voies
d’administration efficaces. "un médicament se définit & la fois par son principe actif
(forme chimique) et par son mode d’administration (forme galénique)".

Les nanoparticules permettent d’envisager de nouvelles voies d’adminitration
pour les médicaments (des aérosols par exemple pour la voie pulmonaire ou bien encore
des patchs transdermiques destinés aux patients inconscients), elles permettent aussi de

delivrer spécifiquement les médicaments dans les tissus ou cellules malades.
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Des travaux laissent présager la possibilité de construire un grand nombre de protéines
et de substances thérapeutiques. Ainsi en est-il des nanomoteurs moléculaires qui, s’ils
n’ont pas d’application thérapeutique en soi, témoignent du niveau de précision des

nanotechnologies. Ou bien encore des nanosystémes destinés au criblage moléculaire [7].

A) -Thérapie du cancer :

Les nanotechnologies peuvent générer des médicaments activables a volonté,
capables de traiter les cellules tumorales. Ainsi, en associant 4 une nanoparticule donnée
une molécule capable de se diriger droit vers les cellules tumorales, on peut espérer
cibler exclusivement les cellules cancéreuses et imaginer détruire trés précisément les
tumecurs.

La destruction mécanique des cellules tumorales ayant intégré les nanoparticules
choisies avec la molécule chargée de les cibler peut étre commandée a distance, selon le
type de nanoparticules, par un champ magnétique, un laser, des rayons X, ou
simplement de la lumiére. On combine la plupart du temps, pour ces applications, a la

fois le diagnostic et 1a thérapie [8].

-Hyperthermie :

Les particules d’or ont la particularité de chauffer lorsqu’on les éclaire, ce qui laisse
ainsi envisager de nouveaux traitements. Elles peuvent étre fonctionnalisées pour
dépister une tumeur cancéreuse, par la greffe d’une sonde spécifique par exemple, que
I’on peut doubler d’une greffe d’agents de contraste a base de gadolinium : il suffit, une
fois la tumeur détectée, de I’irradier avec un faisceau de lumiére pour que les particules
d’or ainsi chauffées la détruisent.

Dans cet esprit, des chercheurs de la Rice University & Houston (équipe du Pr. West)
ont par exemple mis au point un systéme de nanoballes en or capable de détruire des
types de cancers inopérables. Ces nanoballes, de petites particules de silice de 110nm de
diametre, sont recouvertes d'une couche d'or de 10nm d’épaisseur qui s’échauffe quand
une lumiere se situant dans l'infrarouge proche est envoyée. En fixant des anticorps
spécifiques des anti-génes de la tumeur cancéreuse, on fabrique un systéme de
nanoballes capable de cibler exclusivement les cellules cancéreuses. La technique a été

expérimentée en 2004 sur des patients souffrant de graves cancers des poumons.
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L’équipe de El-Sayed (Georgia Institute of Technology) a obtenu des résultats similaires

en utilisant des nanoaiguilles d’or au lieu d’une structure core/shell silice/or [9].

- Activation magnétique des cellules tumorales :

Plusieurs types de nanoparticules peuvent également étre activés a distance, par
un champ magnétique par exemple. En Allemagne, ’équipe berlinoise du Pr Maier-
Hauff a ainsi soigné un glioblastome (une tumeur cérébrale) ainsi qu’une tumeur
cancéreuse sous-claviculaire, apres avoir injecté des nanoparticules magnétiques a base
de fer, respectivement dans le cerveau et sous la clavicule. Sous anesthésie générale, ces
nanoparticules, ahrothéer plne rapidement dans Tas aellnles tomarales que duny ley
cellules saines, ont été chauffées grice 4 un champ magnétique cxtéricur. Les ccllules
humaines étant détruites par une €lévation de température a 45° pendant deux ou trois

heures, les cellules tumorales soumises a un tel traitement ont bien été détruites [10].

- Ullliyatlon des Nanopartlcules hybrides :

Nombre de nouveaux matériaux hybrides sont développés, en particulicr pour

leurs propriétés optiques

Nanoparticules hybrides Gd,O,;

agents combinant détection multimodale et thérapie ?
(,;dEOBQSiOx 37

détection bimodale

taille : 10-15 nm
Thérapie
par capture de neutrons ?

—

Optique ( GdNCT 157G6d

2T Tb; Eu.-- 7 ‘\\ ____——//

el /FITC, RBII{:_y/

—— neuirons .\“‘q
DOTA:6d < 6d,0, Marquace cellulaire Marquage in vivo i3 @
() )
\"\

€ Auger,
Coster-

lyse cellulaire

Schéma.3: Nanoparticules hybrides Gd,05.
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(A) Représentation schématique d'une nanoparticule d'oxyde de gadolinium enrobée par
une couche de polysiloxane qui renferme des fluorophores organiques (fluoresceine,
rhodamine ou cyanine 5) et dont la surface est fonctionnalisée par des molécules
organiques et/ou biologiques.

(B) Image par résonnance magnétique pondérée: comparaison du contraste généré par
des complexes de gadolinium DOTA:Gd (couramment utilisés pour des examens
cliniques) et par les nanoparticules hybrides d'oxyde de gadolinium (A). Ces derniéres
génerent un contraste positif plus marqué facilitant l'interprétation des images IRM.
(C) Cliché de microscopie confocale de cellules incubées en présence des particules
(A). La présence des particules a l'intérieur des cellules est révélée par 1'émission de
lumiére rouge (rthodamine).

(D) Cliché d'une souris ayant subi l'injection de nanoparticules (A) (fluorophore:
cyanine 5). Ce cliché montre que les particules injectées peuvent étre suivies par
imagerie de fluorescence (la souris, comme les cellules montrées en (C), supportent
sans désagrément la présence des particules). (E) Principe de la thérapie par capture de

neutrons [11].

B) -vectorisation des médicaments :

Lcs  nanoparticules  sont  particulicremient  elfivaves  pow  adwinisbier  les
médicaments. Sous diverses formes (liposomes, nanosphéres,  nanoparticules
metalliques etc...), elles peuvent en contenir les principes actifs, eux-aussi a 1'état
nanoparticulaire. La petite taille de ces dispositifs thérapeutiques les fait aisément
pénétrer dans l'organisme.

Grace aux nombreux mécanismes de controle mis au point, ils pourront libérer leur
précieux contenu au moment voulu et dans les seules cellules qui en auront besoin.

Les nanoparticules peuvent servir de "véhicules" pour transporter une substance donnée
(un médicament, un geéne...) au cceur d’un tissu, d’une cellule, d’un compartiment
cellulaire. Elles sont habituellement constituées de polyméres biodégradables car,
comme elles sont supposées pénétrer profondément dans les tissus pour en atteindre les
cellules, il s’agit d’éviter tout probleme lié a leur accumulation éventuelle. Elles
peuvent avoir des formes diverses, comme celle d’une nanocapsule, d’une nanosphére

ou encore d’un liposome [12].
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Un liposome Nanosphere Nanocapsule nanoparticuled’or

Figure.9 : Différents types de vecteurs médicamenteux.

C) -Vecteurs PEG-ylés:

Des vecteurs pour toutes les tumeurs cancercuses et pour les maladies du sang.
A T'inverse, comment aneindre une tumeur lorsqu'elle n’est pas localisée au toe? La
réponse tient en deux mots "répulsion stérique". Autrement dit, il s’agit de "repousser”
les protéines plasmatiques responsables de I’opsonisation de la surface des
nanoparticules.
L’astuce est de greffer aux nanoparticules des polyethyléno glycols (PEG), un
traitement dénommé "PEGylation". Les PEG ressemblent & de petits cheveux qui vont
venir se fixer a la surface des nanoparticules, constituant une véritable barriérc physique

a I"opsonisation puisqu’ils empéchent les protéines plasmatiques d’approcher [13].

" Habituellement, si I’on injecte des liposomes, ils sont opsonisés, vont dans le
foie et disparaissent trés vite de la circulation. Mais si on les PEGyle, ces liposomes
PEGylés vont demeurer beaucoup plus longtemps dans le systéme circulatoire, étant
devenus, grice a cette modification de surface, indétectables par le systéme
immunitaire! " L’intérét de ces vecteurs est par exemple de traiter les maladies du sang,

mais aussi des maladies auto-immunes ainsi que de nombreuses tumeurs cancéreuses.

Dans leur structure méme, les tumeurs sont le siége de réactions inflammatoires
qui rendent I’endothélium tumoral beaucoup plus perméable. Ainsi, les nanoparticules
avec leur contenu médicamenteux vont pouvoir extravaser spécifiquement vers les
tumeurs et s’y accumuler. Des travaux chez des animaux atteints d’encéphalomyélite
allergique ont montré que les vecteurs PEGylés pouvaient franchir la barriére hémato-
encéphalique (BHE) habituellement infranchissable et se retrouver dans le tissu

cérébral.
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-Un liposome pégylé :

Le liposome est recouvert de polyéthyléne glycol (polyméres hydrophiles).Sur la
(figure 10) a droite, on voit la bicouche de phospholipides sur laquelle ont été greffés
des polyéthylenes glycols (PEG) et au centre le médicament hydrophile contenu dans le

compartiment aqueux central [14].

Un liposome vu en coupe Liposome pégylé Un liposome pégylé vu en coupe

Figure.10:Liposomes en coupes et liposomes pégylés.

D) -les 3 générations de nanovecleurs:

Le développement des nanotechnologies permet aujourd’hui de proposer I’idée
de «vectorisation» des médicaments, permettant la délivrance spécifique de molécules
thérapeutiques vers un organe, un tissu ou une cellule malade :Trois générations de
nanovecteurs pour trois types de cibles. (Le nanovecteur pris en exemple ici est un

liposome) 151

1)- les vecteurs de premiére génération :

Le systeme hépatique est la cible principale des vecteurs de premiére génération.
Captés par les macrophages du foie, les nanovecteurs de premiére génération vont ainsi

étre particulicrement efficaces pour délivrer des médicaments dans cet organe.
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2)- Les vecteurs de deuxiéme génération :

Les vecteurs de deuxiéme génération ne sont pas captés par le foie comme le
sont les vecteurs de premiére génération. Restant plus longtemps dans la circulation
sanguine, ils vont ainsi pouvoir atteindre 1’organe ou le tissu malade et y amener de

fagon sélective le principe actif d’un médicament.

3)- Les vecteurs de troisiéme génération :

Les vecteurs de troisiéme génération sont congus pour éviter la barriére
hépatique (comme les vecteurs de deuxiéme génération), mais également, et surtout,
pour cibler trés précisément les cellules malades. Certains peuvent méme cibler des
compartiments cellulaires spécifiques (ADN..) au sein de ces cellules malades et

délivrer le médicament & 1’endroit exact ou il sera le plus efficace.

E) -Comment agissent les nanovecteurs de troisiéme génération dans I'organisme?

Les nanocapsules de troisiéme génération, c'est a dire des nanocapsules sur
lesquelles an a fixé des polyméres hydrophiles comme par exemple du polyéthyléne
glycol (PEG.), puis que I’on a ensuitc ornces d’acide folique, sont injectées au patient
par voie intraveineuse. L’acide folique permettra aux nanocapsules de reconnaitre, les
reécepteurs a 1’acide folique qui sont trés présent a la surface des cellules cancéreuses.
C’est ce que I’on appelle I’adressage moléculaire. Les nanocapsules qui sont environ 70
fois plus petits que les globules rouges, entrent alors dans la circulation sanguine. Les
nanocapsules rencontrent alors des opsonines. La présence de PEG a la surface des
nanovecteurs va empécher leur combinaison avec des opsonines. IIs ne seront donc pas
vulnérables aux macrophages (globules blancs), ce qui empéchera leur phagocytose
c'est-a-dire leur capture, ingestion et digestion par les globules blancs. On les appelle
alors des nanovecteurs furtifs car 1’organisme ne les reconnait pas comme étant des
corps ¢€trangers. Ils continuent donc leur chemin dans la circulation sanguine. En
arrivant & proximité d’une tumeur, les nanovecteurs ornés d’acide folique se fixent
sélectivement sur les cellules cibles malades, porteuses du récepteur a 1’acide folique.
Ils sont ensuite transportés & I’intérieur de la cellule par endocytose. Le principe actif est

alors délivré dans la cellule cancéreuse [16].
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Schéma.4: principe d’action des nanovecteurs de troisiéme génération dans

’organisme.

I1.4. Elaboration des nanoparticules hvbrides 3 ceeur métallique :

La synthése maitrisée de nanoparticules a ouvert la voie vers de nouvelles
applications grice non seulement & leurs propriétés intrinséques mais aussi par les
propriétés qui peuvent leur étre associées. Ces nano-objets aux caractéristiques
nouvelles présentent un intérét grandissant si elles sont associées a celles d’autres
¢léments organiques ou biologiques. En effet, les nanoparticules quelles qu’elles soient,
offrent des possibilités intéressantes de greffage pour des molécules organiques. Ces
matériaux hybrides organo- minéraux sont alors I’association des avantages des deux
parties sans en retrouver les inconvénients de chacun. Le cceur minéral apporte une
morphologie fixée avec une forme et une surface caractéristique ainsi que des propriétés
magnetiques et optiques. Les composés organiques possédent une chimie bien plus
développée avec un nombre important de molécules commerciales aisément modifiables
ou fonctionnalisables selon les besoins par un large éventail de réactions. Ces molécules
organiques greffées en surface permettront le contrdle de la réactivité et de la stabilité
en solution des nanoparticules, et assureront I’interface avec la biologie. Le principe de
I’¢laboration des nanoparticules répond dans la majorité des cas 4 une stratégie en 3

¢tapes décrite ci-dessous et résumée sur (figure 11) [17].
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1 - Particule nanométrique
/ métallique, céramique ou composite

2 - Greffage /'

composés organiques primaires

4——— 3 - Fonctionnalisation de composés organiques

Figure.11 : nanoparticules hybrides : une élaboration en 3 étapes.

a) Synthése de nanoparticules minérales :

L’¢laboration de nanoparticules hybrides passe dans un premier temps par la
synthése du ceeur minéral. Les nanoparticules minérales répertoriées dans la littérature
peuvent €le de diflérents types. Quel que soit le type de nanoparticules, 1"objectif est de
synthétiser des particules adaptées aux futures applications essentiellement par leur
taille mais aussi par leur structure et leur composition. La nanoparticule doit posséder
une surface adaptée pour I’accrochage de molécules organiques de fagon stable. On
répertorie ainsi trés peu de liaisons stables de ce type. Enfin, satisfaire aux conditions
précédentes on a amené a développer des nanoparticules a structure complexe du type

core-shell ou des matériaux composites [18].

b)_Greffage de composés organiques :

Le greffage de molécules organiques en surface des nanoparticules va ouvrir la
voie vers de nouvelles applications. Le large panel de molécules a notre disposition
ouvre un large horizon a la création de nanoparticules hybrides, méme si les liaisons
métallo-organique stables ne sont pas nombreuses, ce qui limite tout de méme les
possibilités de greffage en surface des nanoparticules. Les liaisons métal-composés
organiques les plus répandues sont les liaisons or-thiol et argent-thiol, les liaisons par

I’intermédiaire d’un siloxane ou d’un phosphonate.
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Les composés organiques dits primaires ont essentiellement pour fonction de
stabiliser les nanoparticules ce qui explique leur utilisation in situ dés 1’étape de
synthése afin de prévenir I’agglomération et maitriser la taille des particules comme
c’est le cas dans les synthéses de nanoparticules d’or élaborées par Brust [19].

Dans ce dernier cas, les surfactants thiolés permettent aussi d’ajuster les caractéristiques
de la nanoparticule notamment en termes de taille. Cette stabilisation prendra tout son
intérét lors des étapes d’extraction et de purification des nanoparticules et surtout lors de
la fonctionnalisation par des molécules plus complexes pouvant nécessiter des
conditions environnementales plus contraignantes pour la stabilité des nanoparticules
(solvant, pH...).

Outre 3a fonction dc protcction de la nanoparticule, ccs molécules organiques primaircs
doivent aussi étre les intermédiaires vers la fonctionnalisation par des molécules
complexes possédant des propriétés adaptées pour I’application visée.

Elles doivent donc posséder des fonctions terminales réagissant avec celles du composé
fonctionnalisant selon des méthodes de chimie organique classique. Le composé

organique primaire sera donc de la forme suivante donnée sur par la (figure 12).

-
X

n

Figure.12: greffage de molécules organiques en surface des nanoparticules
X : fonction formant une liaison stable avec la nanoparticule. (SH, SiOH3)
Y : fonction stabilisante vis & vis du milieu ou réagissant avec les fonctions de la

molécule a greffer (NH,, OH, halogénes).

c) Fonctionnalisation des composés organiques :

L’intérét des nanoparticules réside dans cette possibilité de greffer des molécules
ayant des propriétés qui font des nanoparticules hybrides des objets avec des
applications originales ou améliorées. Ces molécules apportent donc au noyau minéral

des propriétés supplémentaires (dispersabilité, luminescence, fonctionnalisation

biologique).
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La réaction entre le composé organique primaire et le composé organique complexe se
fera selon des synthéses organiques classiques. La présence des particules minérales
engendre cependant un encombrement stérique ainsi que des effets inducteurs. Les
nanoparticules en suspension €tant en trés faible concentration, les réactions se
dérouleront en milieu dilué. II faudra aussi tenir compte de la présence des
nanoparticules qui restent des objets encore fragiles et sensibles au milieu environnant
et qui peuvent donc s’agglomérer. Cette sensibilit¢ rendra les manipulations de

séparation et de purification tres délicates [20].

I1.4.1. Nanoparticules d’or :

Les nanoparticules d’or (AuNPs) sont historiquement les nanoparticules qui ont
lancé les nanotechnologies. L’intérét pour les nanoparticules d’or reste encore vif
ayourd’hui et représente une grande partie des travaux rapportés notamment dans le
domaine des applications biologiques. Dans ce domaine, les nanoparticules d’or
reprsentent en effel des objets parfaitement adaptés non seulement par leur non-toxicité
mais aussi par leur gamme de taille qui leur confeére une bonne biocompatibilité et
biodisponibilité. Lecurs possibilités d’applications sont non sculement liées aux
propriéles nltinseyues de lewr coeur mélallique mais aussi el surtoul & leurs énormes
capacités de fonctionnalisation (et de multifonctionnalisation) en surface par greffage de
molécules soufrées (notamment biologiques) [21].

Les nombreuses méthodes de synthéses développées pour I’élaboration de
nanoparticules d’or permettent tout d’abord 1’acces a des particules stables et de taille
adaptable en fonction de [’application sur une gamme de 2 4 200 nm. La stabilité et la
taille de ces nanoparticules en solution aqueuse (pour des applications biologiques) sont
essentiellement fonction du ou des différents ligands soufrés greffés en surface des
nanoparticules qui possedent des caracteres hydrophiles. Les propriétés intrinséques du
noyau métallique (masse atomique €levée, taille) permettent notamment une détection
en microscopie €lectronique a transmission (MET) [22]. Pour obtenir une image en
MET, il est nécessaire d'utiliser des matériaux denses, ce qui n'est pas le cas des
molécules biologiques. Les biologistes ont donc greffé des métaux lourds aux molécules
sensibles : or, platine, etc. La signature de ces métaux est différente au microscope

¢lectronique, on peut donc en utiliser plusieurs pour obtenir un marquage complexe.
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Les nanoparticules métalliques étant de masse élevée, la détection par microscopie
€lectronique & transmission est ’outil de prédilection des nanotechnologies. Cette
propri¢té a donc ét€ appliquée au marquage in vitro de coupes cellulaires analysées en

MET (Figure 13).
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Figure.13: Utilisation des nanoparticules pour I’imagerie cellulaire par MET.

La propriét¢ intrinséque la plus remarquable des nanoparticules d’or reste
toutefois la résonance plasmon de surface (en anglais SPR) [23]. Cette oscillation
collective des électrons du nuage électronique provoque en effet pour les solutions
colloidales une absorption (bande plasmon) autour de 520 nm. Cette propriété a ainsi
permis 1utilisation des nanoparticules d’or comme agent de contraste pour 1’imagerie
optique par microscopie photonique. La SPR procure aux nanoparticules des propriétés
d’applicables dans I’étude par diffusion de la lumiére. La section efficace des
nanoparticules d’or est ainsi largement supérieure a celle de nanoparticules polyméres
de la méme taille, Les nanoparticules d’or par leur simplicité de synthése et leurs
possibilités de fonctionnalisation de surface semblent posséder tous les atouts
nécessaires pour I’application a la détection biologique. Leur application & la détection
par fluorescence (notamment sur biopuces), si elle semble prometteuse, a toutefois
encore une large marge de progression. Leur application a I'IRM n’a quant 4 elle jamais
¢té rapportée bien que ses possibilités de fonctionnalisation de surface offrent une
opportunité de greffer des chélates de gadolinium. Ces nanoparticules pourrait ainsi
développer des propriétés intéressantes comme agent de contraste pour la relaxation en
T1.Ce sont les raisons pour lesquelles des nanoparticules d’or fonctionnalisées par des
fluorophores et des chélates de gadolinium ont été développées respectivement pour

I’abaissement du seuil de détection en luminescence et en IRM [24].
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11.4.2. Elaboration de nanoparticules hybrides a cceur d’or :

-Synthéses par méthodes chimiques :

a) Généralités :

Michael Faraday fut le premier a étudier la formation de colloides d’or La
méthode qu’il utilisa était basée sur la réduction d’ions AuCly ~ par un agent phosphoré.
Depuis ces travaux, nombreuses furent les méthodes de synthése d’ AuNPs d’or décrites
utilisant différents types de réducteurs et conduisant a des tailles et des morphologies
différentes. Cette réduction aisée d’Au (III) ou Au (I) sous forme de sels en Au (0) par
différents types de réducteurs est due au fait que I’or est le plus électronégatif des
métanx de (ransition [25]. Les wéthodes ulilisées ont permis d’obtenir des particules
d’or monodisperses de 3 a 160 nm. Les différentes méthodes de synthése de colloides
d’or sont basées sur le contrdle de la réduction de I’Au(III) en Au(0). Ces méthodes
utilisent  généralement [’acide tétrachloro -aurique (HAuCl4) mais varient
considérablement dans la nature du réducteur, I’ordre de ’addition des réactifs, les
paramétres plysiques (voncenbiation, leupérature el vitesse d'agitation), et blen sir la
taillc finale des nanoparticules. Le diamétre final est déterminé par le nombre de noyaux
icosahédraux formés au début de la réaction comparé au taux d’augmentation de la taille
des particules.

L’utilisation d’un r¢ducteur rupide (phosphore blanc, acide tannique) permet
d’obtenir un grand nombre de noyaux, consomme donc beaucoup d’HAuCl, et limite de
ce fait la quantité disponible pour la croissance des nanoparticules. Les colloides d’or
sont composés d’un noyau d’or pur Au(0) entouré d’ions AuCl,” adsorbés en surface.
Ce sont ces ions qui conferent la charge négative aux colloides et protégent de
"agrégation par répulsion électrostatique. Toutes les synthéses de colloides d’or sont
sensibles a I’anion (chlorure>bromure>iodure) qui compresse la double couche ionique
et réduit donc les répulsions ¢lectrostatiques. La déstabilisation du systéme aboutit & une
agrégation qui s’accompagne d’un changement de couleur de la solution et
¢ventuellement d’une sédimentation de I’or [26].

De nombreuses méthodes de synthése ont été élaborées en faisant varier la nature de sel
d’or (HAuCly, AuPC¢HsCH,NH, et surtout celle du réducteur employé
(NaSCN+K,COs phosphore blanc acide ascorbique, K,CO;, PPh;, NaBH,, citrate de

sodium).
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Parmi ces méthodes, nombreuses sont celles qui ont mené a des nanoparticules instables
ou des protocoles complexes qui ont limité leur développement et leurs applications.

La méthode de Brust développée en 1994 marque une véritable révolution dans la
synthése de nanoparticules d’or avec [’obtention de nanoparticules stables et
redispersables par un protocole simple de mise en ceuvre. De telle sorte que, I’essentiel
des articles publiés depuis sur les nanoparticules d’or sont consacrés a des
nanoparticules d’or €laborées par cette méthode. Parmi les autres synthéses développées
et utilisées de nos jours, la synthése par réduction d’HAuCl, en présence de citrate de
sodium rencontre un moindre succes dii 4 ses spécificités d’élaboration qui lui apporte

pour certaines applications un avantage sur la méthode de Brust [27].

b) Synthése de Brust et stabilisation par des thiols :

Les thiols restent le type de stabilisant le plus employé pour les nanoparticules
d’or de n’importe quelle taille du fait de la plus grande force de la liaison Au-S. La
stabilisation de AuNPs par des thiols fut pour la premiére fois publiée en 1993 par
Mulvaney et Giersig qui démontraient la possibilité d’utiliser des thiols de chaines
carbonées de différentes longueurs. Les thiols sont liés de fagon covalente par réaction
aves la suface melallique. Deux mecamsmes dittérents sont proposés pour la formation
de cette monocouche thiolée 4 la surface des nanoparticules, comme déerit dans les
€quations 1 et 2. Si on considére une couche supérieure d’oxyde a la surface des
particules, la réduction par les thiols entraine alors la formation d’eau. En ’absence
d’oxydes, on suit 1’équation 2 avec formation d’hydrogéne. La formation d’une liaison
or-thiolate en présence de disulfures est un procédé d’oxydoréduction ou la surface d’or

est oxydee et la liaison S-S est rompue (équation 3) [28].

Au;-Auw20+2RSH  — Auy(Au-SR)2+H20 (1)
AuiAu2 +2RSH  — Au(Au-SR2+H2 ()
Auyz-Au2 +R-S-S-R —» Auy(Au-SR)2 3)

Trois facteurs doivent étre pris en considération pour la réalisation d’une monocouche
d’alcane-thiol stable : I’adsorption du groupement soufré a la surface de la particule, les
interactions entre les chaines alkylées et I’interaction entre le groupement de la fonction

terminale et le milieu.
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La technique utilisée se rapproche de la synthése en deux phases de Faraday et utilise
des thiols fortement liés & ’or. HAuCly est dissous dans le toluéne en présence de
bromure de tétraoctylammonium (agent de transfert de phase) et réduit par NaBH, en

présence de Dodécanethiol [29].

AuCly(ag) +N(CsH17)s” (totuine) ———— »N(CsHi7)s* AuCTigouiney  (4)

m Alle‘([oh;éne) + nClgﬂgjsH(mm&e) +3me——p 4m CI [Aun(Ci2Hs SH)u](mhm) (5)

En 1994, Schiffrin et Rrurt puhliarant ima mathodo do synthdge de AuMDa en présence
d’alcanethiols qui révolutionna le monde des nanotechnologies. En effet, les AuNPs
obtenus par cette méthode simple ¢taient stables thermiquement et par rapport & 1’air
mais aussi d’une taille jamais obtenue jusque-1a (1,5 4 5,2 nm) ce qui permettait leur
isolement et leur redispersion dans de nombreux solvants organiques sans agrégation
irréversible ou décomposition. Cette stabilité¢ augurait donc une grande facilité de
manipulation et une grande variété d’application avec une grande flexibilité de
caractérisation. Brust étendit cette technique de synthése avec la réalisation de
nanoparticules stabilisées par le mercaptophénol en une seule étape, ce qui ouvrit la
voie vers la synthese de nanoparticules stabilisées par une grande variété de ligands
thiolés. Le rapport thiol/AuCly” contrdle la taille des particules, pour un rapport maximal
de 1/6, on obtient des nanoparticules de I"ordre de 5,2 nm avec une dispersité de 1’ordre

de 10 % [30].

%‘3“8’ S o

s &=
S
HAUCI, + RSH N .  Rs
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Schéma.5: synthése de nanoparticules d’or par la voie NaBH,

Les ligands thiolés a la surface des nanoparticules synthétisées par la méthode de
Brust possedent la particularit¢ de pouvoir subir une réaction d’échange avec d’autres

ligands thiolés mis en solution.
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La cinétique de cet échange dépend de la concentration en ligands entrant s et
sortants. Le taux d’échange a la surface des nanoparticules décroit avec I’augmentation
de la taille du ligand entrant et la longueur de la chaine carbonée greffée a la surface des
nanoparticules. Le greffage de nanoparticules a longue chaine carbonée est ainsi
préférable pour la stabilisation des AuNPs. Cet échange permet notamment de greffer
en surface des molécules thiolées fonctionnalisées. En contrepartie, I’équilibre et la
répartition de ces ligands a la surface des particules sont donc sensibles au milieu
environnant. Des réactions d’échange avec des molécules thiolées porteuses d’une
fonction hydrophile ont permis de rendre ces nanoparticules solubles en milieu aqueux
et de ce fait, ont permis d’accéder a des applications biologiques [31].

Des nanoparticules solubles en milieu aqueux peuvent aussi étre obtenues par
réaction directe avec une molécule thiolée porteuse d’une fonction hydrophile
(hydroxyl, acide carboxylique, amine, acide sulfonique, acide boronique, acide
phosphonique thioetherocycle) permettant sa solubilité en solution.

On a alors une équation de la forme:

m AuCly +nX-R-SH —p» 4mCI+ (Amn_n)(Alf)n(]‘{-R-S')n (6)

La charge a la surface des particules est fonction de ce groupement et est
caractérisée en mesurant le potentiel (-45,3 mV pour des AuNPs stabilisées par des
dérivés acide carboxylique). La charge de surface est dépendante du pH, permettant
ainsi un contrdle de la solubilité. Par exemple, les AuNPs fonctionnalisées par des
molécules porteuses de groupements amines sont solubles en solution acide, tandis
qu’avec une fonction acide carboxylique, elles sont solubles en milieu basique. Quand
le pH change, il y a neutralisation de la charge de surface (potentiel = 0), perte de
solubilité et agrégation des particules. Il a été ainsi démontré que les variations du
potentiel correspondaient aux variations théoriques de la longueur de Debye et du
potentiel de surface [32].

La liaison covalente établit par réaction entre une seconde molécule et un
groupement de la premicére molécule greffée a la surface de 'or est une technique

efficace pour fonctionnaliser une nanoparticule et obtenir des structures complexes.
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L’effet de ’encombrement stérique sur la réactivité a la surface de nanoparticules d’or
a €té étudié sur un mécanisme de substitution SN2. Le taux de réaction d’une SN2 a été
trouvé comme étant fonction de 1’encombrement stérique du nucléophile substitué (la
réactivité baisse quand I’encombrement augmente) et de la longueur de la molécule en
surface (la réactivité augmente quand la taille augmente).

Quoiqu’il en soit la réactivité reste proche d’une réaction classique en solution.

Les syntheses dérivées de celles de Brust en présence de ligands thiolés possédent donc
une grande stabilit¢ et des capacités de fonctionnalisation importantes qui leur
permettent d’accéder a une large gamme d’application. C’est la raison pour laquelle,

clles representent 'essentiel des publications sur les nanoparticules d’or [33).

ILS. Exemple de Synthése de nanoparticules d'or enrobées par différents ligands :

I) Synthése de nanoparticules d'or recouvertes par I'acide dihydrolipoique :

Auv@DHLA
m/\/\/COOH

HAUCK,3H,0  + NaBH, + |

i “H

R
L

(AY“\/—.\/COOH
*3 > s s
* 1 s
L gold s
: nanopartice
S
40.00run s

/\/_\/L\E>

HOOC

Schéma.6: Synthése de nanoparticules d'or recouvertes par 1'acide dihydrolipoique
(Au@DHLA). Clichés en microscopie €lectronique & transmission aprés purification de
Au@DHLA (taille d'environ 5 nm).La présence des deux thiols induit un meilleur

ancrage du DHLA sur les particules d'or.

La fonction COOH assure une meilleure stabilité colloidale et permet l'accrochage

de molécules organiques ou biologique (fluorescence, ciblage...) [34].
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IT) Synthése de nanoparticules d'or recouvertes par un bis-amide thiolé de I'acide

diéthylénetriamine pentaacétique (Au@DTDTPA):

Au@DTDTPA

HAUCI;,3H,O + NaBH,

-+

gadolinium chelates network

Schéma.7: Synthese de nanoparticules d'or recouvertes par un bis-amide thiolé de

l'acide di¢thylénetriamine pentaacétique (Au@DTDTPA).

Clichés en microscopie électronique a trnasmission.La présence des deux thiols assure
l'accrochage du DTDTPA sur l'or et la constitution d'un réseau résultant de 'association
de plnsienrs NTNTPA nmis les nins any antres par des ponts disulfures. Ce réseau, en

raison des propriétés complexantes du DTDTPA, permet I'immobilisation d'ions Gd*~ .

IIT) Synthése de Nanoparticules électroluminescentes :

Nanoparticules électroluminescentes

HaN o

e
Au@DHLA + O::r,w
= NH

AugeDHL Aduminol

Schéma.8: Fonctionnalisation de Au@DHLA par le luminol, une molécule

¢lectroluminescente [35].
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I1.6. Tout-en-un :

Dans le futur proche, on espere concevoir des nanosystémes multifonctionnels
renfermant des agents diagnostiques et thérapeutiques qui seront administrés dans
I’organisme et permettent le suivi visuel de la thérapie du cancer, comme le montre
le schéma 9 [36].

T: i : : .
ELISLIDINCE e Stimuli-responsive Materials

; : Th ic A
Diagnostic Agents Eidpotlic AEnte

Imaging Improved

Cancer
Diagnosed

Targeted
Therapy

Accumulated

: Localized
at Tumor Sites

Therapy Killing Cancer

Schéma.9: Une illustration de la fagon dont "tout-en-un" nano-systémes

peuvent étre utilisés dans le corps humain pour le diagnostic et traitement du cancer.
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I1.7. Conclusion :

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

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 synthése préparatives (les synthéses dérivées de
celles de Brust en est un bon exemple) ouvrant la voie a de nombreuses études
des propriétés et applications pouvant résulter de ces édifices.

C’est 1a qu’interviennent les nanoparticules 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. Le diagnostic et la prise en charge de la
maladie a un stade précoce limiteraient ainsi considérablement les traitements

neécessaires a la guérison.
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Motivation

Motivation:

L’aspect du développement des nanotechnologies vers la médecine est certainement
l'un des plus beaux exemples ou chimistes, physiciens, biologistes, pharmaciens et
médecins travaillent ensemble dans un intérét commun.

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. Le diagnostic et la prise en charge de la maladie 4 un stade
précoce limiteraient ainsi considérablement les traitements nécessaires a la guérison.

La mise au point de médicaments dirigés spécifiquement vers des isoenzymes bien
définies aboutit fréquemment a des médicaments qui agissent uniquement sur certains
organes ou sur certaines zones trés précises de notre organisme. C’est l1a qu’interviennent
les nanoparticules qui de part leurs tailles et leurs capacités de polyfonctionnalisation
sont des vectenrs idéanx

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 synthése préparatives (les synthéses dérivées de
celles de BDrust en est un bon exemple) ouvrunt lu voic 4 de nombreuses études
des propniglés el applications ponvant résilter de ces ddificas

Les anhydrases carboniques (CAs) constituent actuellement une nouvelle approche
dans le domaine thérapeutique pour le ciblage de plusieurs pathologies impliquant leur
surexpression mais le probleme majeur de ces inhibiteurs est leur manque de sélectivité
surtout par rapport aux isoenzymes CAI et II omniprésents dans I’organisme ce qui
nécessite la mise au point de nouveaux inhibiteurs du CAIX plus efficaces et plus
selectifs.

Dans le but d’améliorer leur propriétés pharmacocinétiques, et d’augmenter leur
s€lectivite, il nous a alors apparut intéressant d’élaborer des clusters de nanoparticules
d’or enrobées par des 4-aminoethylbenzensulfonamide via un pont lipoyle. De part leurs
tailles nanométriques, ces nanoparticules conviennent parfaitement a des applications dans
le domaine thérapeutique en particulier le ciblage spécifique de I’anhydrase carbonique IX

possédant un site actif extracellulaire et surexprimée dans plusieurs types de cancers.
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II.1. Introduction :

Les différents médicaments utilisés aujourd'hui pour lutter contre le cancer
sont classés selon leur mode d'action thérapeutique et leurs cibles cellulaires.
Comme exemple de nouvelles cibles récemment découvertes, on se doit de citer les
anhydrases carboniques (CAs). C’est ainsi que I’isoforme IX de 1’anhydrase carbonique
(CA IX) qui est une métalloenzyme extracellulaire transmembranaire & zinc, joue un
role trés important dans I’acidification du microenvironnement tumoral contribuant 2 la
propagation et la progression des tumeurs. Elle est surexprimée dans plusieurs types de
cancers tout en étant présente dans trés peu de tissus normaux. L’inhibition sélective de
CAIX pourrait constituer une nouvelle approche pour le management des tumeurs
hypoxiques.

Les inhibiteurs des CAs disponibles actuellement en thérapeutique en particulier
les aryles et les hétéroarylsulfonamides sont loin d’étre parfaits car ils présentent
d’innombrables effets indésirables, principalement dus a leur manque de sélectivité. Les
principes actifs du médicament peuvent étre libérés loin du site d'action visé, perdant ainsi
de leur efficacité et risquant, de surcroit, dentrainer des effets secondaires toxiques
pour des zones saines de l'organisme.

Donc le développement d’inhibiteurs plus sélectifs constitue un grand challenge
pour I’obtention de nouveaux types d’inhibiteurs.

Dans une chimie pharmaceutique qui se veut moderne, la spécificité des cibles ainsi
que la sélectivité sont des critéres de recherche incontournables. Plus un médicament
sera sélectif vis-a-vis de sa cible, moins il y aura de chances de le voir interagir avec

des cibles différentes, c'est-a-dire d'assister a des effets indésirables.

IIL. 2. Développement d’inhibiteurs de CAIX imperméables aux membranes

cellulaires :

Dans ce qui suit, nous nous concentrerons sur les derniers développements dans
la conception et la synthése des inhibiteurs sélectifs de CAIX touchant 4 notre théme.
Il est possible de concevoir des inhibiteurs de I’anhydrase carbonique (CAls)
imperméables a la membrane- c’est a dire des inhibiteurs spécifiques dirigés

uniquement vers les CAs extracellulaires telle que le CAIX.
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Cette possibilit¢ a complétement €t€¢ explorée en concevant en particulier des
sulfonamides porteurs de charges positives ou sous forme de complexes métalliques.
L’inhibition du CAIX a été étudiée avec une série de composés positivement
chargés issus de sulfanilamide (Figure14), d’homosulfanilamide et de 4-aminoethylbenzene-
sulfonamide tous dérivés de la pyridine [1].
La majorité¢ de ces composés a montré une activité inhibitrice d’un intérét considérable
contre le CAIX ((KI dans la gamme de 6-54 nM) avec une nette sélectivité par rapport aux
isozymes CAI, CAIl et CAIV omniprésents dans I’organisme, ce qui souligne
I'importance de cefte stratégie pour le développement d’agents anticancéreux plus

efficaces et plus sélectifs.

- =\

SONH,
Q _(/; : oy
=0,1,2
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= 1

38 T
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Figure.14: Structure générale d’une classe de sulfanilamides positivement chargés

dérivés de la pyridine, utilisée pour le ciblage de "hCATX.

D’autre part, I1 a €t¢ montré récemment que les bases de Schiff dérivés des
sulfonamides [2] se sont révélés posséder une activité inhibitrice efficaces contre plusieurs
isozymes de I’CA, telles que I'CAL II et IV. Ces composés et en particulicr ccux
appartenant aux séries aromatiques et leurs complexes métalliques (Figure 15) se sont
montrés comme inhibiteurs contre le CAIX associées aux tumeurs, avec des Kls dans la
gamme de 6.3-48 nm, faisant ainsi de ces composés des chefs de fil trés intéressants pour le

développement ultérieur d’autres inhibiteurs plus sélectifs pour le ciblage du CATX.
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Figure.15: Les bases de Schiff dérivés des sulfonamides sont également des inhibiteurs
efficaces de I’CA.
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Figure.16: Formation d’un complexc de zinc ave les bascs de Schiff,

Plus récemment, la conception d’une famille d’inhibiteurs sélectifs contre le CAIX
contenant I’élément bore a été proposé par 1’équipe du Dr J-Y. Winum [3].
L'accumulation de ces inhibiteurs (Figure 17) dans des tumeurs peut mener 4 la destruction
sélective de la parlie atteinte, sans toucher aux tissus sains (thérapie par capture

horonentronique - RNCT)
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Dotés d’une téte chercheuse, ils seront capables d’atteindre précisément leur cible. Le
ciblage spécifique peut donc réduire la toxicité et I’encapsulation ou la conjugaison a
des nanoparticules peut protéger également la molécule active du métabolisme et de
I’évacuation générale (macrophages du foie).

Autre avantage de ces missiles intelligents miniaturisés : il est possible d’y intégrer
des nanoparticules métalliques qui, excitées par un laser ou des ultrasons, s’échauffent et
détruisent, sélectivement les cellules tumorales.

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 et pharmaceutiques.

Notre objectif dans ce travail consiste donc a appliquer le principe de la
vectorisation Par les nanoparticules d’or & un arylsulfonamide & activité anti-tumorale
potentielle, et ce dans le but d’augmenter sa sélectivité vis-a-vis de certaines enzymes
telle que I’isoforme IX de I'anhydrage carbonique impliquée dans une large varicété de

cancers.

IT1.4. Elaboration de nanoparticules d’or fonctionnalisées avee des
arylsulfonamides pour le ciblage de I’CA :

Notre tiche dans ce mémoire porte essentiellement sur la synthese d'inhibiteurs
de I’anhydrase carbonique avec une nouvelle approche: L’approche naneo, cette derniére
requicre d’excellentes compétences en médecine.

Dans ce domaine, les nanoparticules d’or représentent en effet des objets
parfaitement adaptés non seulement par leur non-toxicité mais aussi par leur gamme de
taille qui leur confére une bonne biocompatibilité et biodisponibilité. Leurs possibilités
d’applications sont non seulement liées aux propriétés intrinseques de leur coeur
métallique mais aussi a leurs énormes capacités de fonctionnalisation. Les molécules
soufrées, en raison de leur forte affinité pour I’or, permettent des possibilités de
fonctionnalisation quasi- illimitées des nanoparticules d’or. Ce constat a d’ores et déja
permis 1’élaboration d’un grand nombre de nanoparticules fonctionnalisées pour des
domaines d’application aussi diverse et variée que la catalyse, I’optique non linéaire,

I¢électrochimie ou la biologie.
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Pour notre cas, la solution la plus simple pour le greffage d’une arylsulfonamide
sur la surface d’une nanoparticule d’or passe donc par 1’élaboration d’un ligand

disulfuré ayant la structure générale présentée par la figure suivante :

o, 0
N Yy H

(> w/S\N/
H
8.
S W‘Cr)r 2

Figure.18: Structure générale du ligand obtenu.

Il est obtenu par le couplage de I’arylsulfonamide avec l'acide thioctique aussi
appel¢ acidc lipoique. (Figure 19). Il est a noter que d’autres alternatives sont

envisageables mais semblent bien moins séduisantes.

St

8"'--‘.8

OH

Figure.19: Structure geénérale de 1’acide lipoique.

Pourquoi P’acide lipoique ?

A) Du point de¢ vue chimique :

Cette molécule présente les caractéristiques uniques de posséder unc fonction
disulfure cyclique a une extrémité de la molécule. Elle présente aussi & l'autre extrémité,
une fonction acide qui est une fonction nécessaire pour former des liaisons peptidiques.
L’acide lipoique a déja été étudié dans I’élaboration de nanoparticules d’or qui se sont
avérées plus stables mécaniquement et thermiquement [4] que les nanoparticules
formées d'alcanethiols a longue chaine. Cette stabilité est expliquée par la coopérativité
entre les deux soufres pour renforcer la liaison avec la surface métallique.De plus, le fait
de posséder déja un pont disulfure dans la molécule au départ empéche la dimérisation
que l'on observe en solution avec des thiols simples.

B) Du point de vue biologique:

Outre ses propriétés chimiques particuliéres, [’acide lipoique en tant que

structure biologique, joue plusieurs rdles physiologiques [5].
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La validité de notre travail en choisissant ’acide lipoique comme motif de couplage
intéressant, se trouve en effet renforcée par la littérature [6, 7, 8] décrivant les dérivés de
l'acide lipoique comme étant des dérivés pouvant produire des effets bénéfiques ou
favorables dans le traitement de certaines pathologies notamment :

» Les troubles cardiovasculaires et cérébrovasculaires

» les maladies prolifératives et inflammatoires

» Les maladies auto-immunes et virales.

» Le cancer.

» les maladies neurologiques associées a des intoxications

» toutes les pathologies caractérisées par une production ou un dysfonctionnement
de monoxyde d’azote (NO) [9].
A cet effet, Pacide lipoique est parfaitement compatible avec notre stratégie de
synthése qui nous a permis d’obtenir un ligand (Figure 18) comportant une fonction

disulfure terminale avec laquelle ce ligand sera greffé sur des nanoparticules d’or.

I1L.4. 1. Synthése des conjugués arylsulfonamides -acide lipoique :

Les conjugues: arylsulfonamides- acide lipoique de formule générale évoquée
précédemment (Figure 18) sont obtenus avec un bon rendement par le couplage d’une
série d’arylsulfonamides inhibiteurs potentiels de [’anhydrase carbonique avec I’acide
lipoique dans le DMA (diméthylacétamide) en présence de I’EDCI (1-éthyl-3-3-
diméthylaminopropyl carbodiimide ) et du DMAP (4-diméthylamoni pyridine) a

température ambiante selon le schéma réactionnel suivant :
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C)\‘ ’rC) H
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DMAP
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o
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Schéma.10: Acces aux conjugue:arylsulfonamide -acide lipoique.

47



Chapitre II1 Résultats & Discussions

L’emploi des carbodiimides tels que le DCC (1,3-dicyclohéxylcarbodiimide ) ou
PEDCI (1-éthyl-3-(3’-diméthylaminopropyl)carbodiimide) pour la formation d’une
fonction amide est un moyen éprouvé et trés connu en synthése peptidique [10, 11];
Cependant ce procédé s’accompagne souvent de réactions secondaires qui peuvent
compliquer I’isolement des produits désirés tout en diminuant considérablement leurs
rendements. Le mécanisme général connu faisant intervenir ces réactions est présenté

dans le schémall suivant :

o R R
Py N=C=N o R R
- oH S +N=C=N
' R o H
1
s (o]
' i.!___‘
i R HoN—R3 o HN’R R, ~OH o o
R, N2 ——-—— S 1] I R —_——————— -L-,, AL
H / Ry "O7 ON” \ Al
3 .
! > \ 5
il i |
1 -
R At B | Rt R | HN-R;
H H H H |
4 4 Y
\ i 2
O O e, -R2 + -
] I R, N R; OH
R‘N”L\NAR- H 1
H i ) 3
R
6

Schéma.11: Mécanisme du couplage peptidique faisant intervenir des réactions parasites.

En effet, ’acide 1 réagit avec le carbodiimide pour conduirre au produit clé: I’O-
acylisourée 2 considéré comme un ester carboxylique possédant un groupement activé
facilement partant ; ensuite, I’O-acylisourée obtenu réagit avec les amines pour donner
I’amide désiré 3 et I'urée_4. Cependant, le composé intermédiaire O-acylisourée peut
réagir également avec un acide carboxylique additionnel 1 pour produire un anhydride
d’ncide 5 lequel peut réagir ultéricurement avec une amine pour donner I'amide désiréd.

T eéuelion gui inpligue le éaangement de UO-acylisourde 2 au N-acylurde 6
est la réaction indésirable principale.

L’optimisation de cette réaction par la mise au point de nouvelle conditions
expérimentales qui consiste a utiliser ’EDCI comme agent déshydratant en présence du
DMAP en tant que catalyseur dans le DMA, nous a permis d’accéder aux produits

désirés avec des rendements satisfaisants.
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Et dans ce cas, le mécanisme réactionnel probable est le suivant (Schéma 12) :

P
' R
.R 0 N'
SN L .
\ TG T g o O ROl oy,
Q l ‘ R" RY= (CHyj; Ny,
H N< R" (o-acylisourée) P ooy
R = —CHDs
(EDCD) -8 \0,0
\.Rz = (CH /’S\N,H
H
IR'
0 N R'
I l BQ N' 7 N R
c C [ R~ E ~R"
T g R
L R+ \Qj’ NH |
H\ H N, {2" H (EDU)
i “
2
\ J/

Schéma.12: Mécanisme du couplage des arylsulfonamides avec I’acide lipoique en
présence de la triade : EDCI, DMA et DMAP.

L'attaque nucléophile de 1'acide lipoique sur I’EDCI conduit & une O-
acylisourée intermédiaire. L'attaque de 1'amine primaire sur le carbonyle activé de ce
dernier suivi d’un réarrangement conduit a la formation de la liaison peptidique et a la
libération du produit N, N’-¢thyldiméthylaminopropylurée (EDU).

Le produit que nous avons préparé en associant 1’acide lipoique avec I’arylsulfonamide
en faisant intervenir des liaisons peptidiques biodégradables seront de toute évidence de
bons candidats susceptibles d’induire une activité biologique intense.

A notre connaissance, aucune référence a la synthése de ces composés n’a été relevée
dans la littérature, et ces composés apparaissent donc comme une classe nouvelle qui

peut présenter des propriétés inédites.
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II1.4. 1.1. Caractérisations des ligands obtenus:

Les caractéristiques spectroscopiques du composé obtenu sont en accord avec la

structure prévue pour ce cCompose.

a) Par spectrométrie de masse :

Le ligand obtenu a été observé par spectrométrie de masse SM (ESI'; ESI'), qui

donne un pic moléculaire de 387,18 [M-H] parfaitement en accord avec la masse de la
structure proposée (Figure 20).
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Figure.20: Spectre de masse du ligand obtenu

b) Par spectrométrie RMN'H
En RMN'H obtenu dans le DMSO, le spectre du ligand est présenté sur

la figurc 23.0n constatc cn particulicr que Ic proton N-IT dc la liaison peptidique
est mis en évidence par I’apparition d’un signal sous forme de triplet entre 7.91
ppm, par contre le signal intense allure de singulet apparaissant vers 7.37 ppm
est attribué aux protons NH, du groupement sulfonamide. Les protons
aromatiques apparaissent a gauche dans la région des champs faibles et a droite
dans la zone des champs forts apparaissent les protons aliphatiques. Les signaux

des protons aromatiques sont observés entre 7.38 et 7.76 ppm.
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Figure.21: Spectre RMN'H du ligand obtenu dans le DMSO-d6.

¢) Par spectrométric RMN 13(* !

Sur le spectre RMN C dans le DMSO-ds, enregistrés a température

ambiante, on constate ’apparition d’un signal vers 172.17 ppm caractéristique du

carbone C=0O de la fonction amide, quatre signaux entre 143.81et 125.62 ppm

correspondants aux carbones aromatiques et trois signaux : I’'un vers 56.09 ppm
correspondant a un carbone déblindé li¢ au groupement carbonyle et les deux

autres entre 41.62 et 38.08 ppm, sont attribués aux carbones liés au pont disulfure

dans I’hétérocycle du reste lipoyle. Les signaux situés vers la zone des champs plus

forts correspondent aux carbones aliphatiques (Figure 22).
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Figure.22: Spectre RMN
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Le tableau ci-dessous regroupe certaines caractéristiques physico-chimiques du
ligand obtenu.

Tableau. 2: Rendements et caractéristiques physico-chimiques du ligand obtenu

SM RF* Tf (°C) Rdt %
(ESI" et/ ou ESI)
353.22,387.18, 423.06 0,88 131 68

* Eluant utilisé : (CH,Cly/MeOH, 7,5/1,5).

II1.4. 2. Greffage du ligand:arylsulfonamides-acide lipoique sur des nanoparticules d’or :

Le deuxiéme objectif de notre travail dans cette partie a €té consacré au greffage
du conjugué arylsulfonamide-acide lipoique obtenu sur des nanoparticules d’or.

L ¢laboralion de nanoparticules d’or peut étre réalisée par un large panel de méthodes
qu’elles soient chimiques ou physiques.

Toutes les approches pour préparer les colloides d’or stables impliquent la
réduction d'un sel d’or en présence d’un stabilisant.

Deux methodes sont apparues clairement comme les plus intéressantes et les plus
rapandnna, i1 9’agit de o méthode MalBI4 (Drust) af 1o mdéilinla citinle

Ces deux méthodes (déja développées dans le chapitre 11 de la partie étude
bibliographique) menent & des nanoparticules aux caractéristiques différentes, et selon
les applications visées.

Il nous a donc fallu choisir la méthode de Brust communément utilisée au
laboratoire. La littérature présente un grand nombre de synthéses dérivées de cette
mothodo, Pur cettc méthode, il cst possible de syntliéliser en une seule lupe des
nanoparticules d’or greffées par différents types de dérivés thiolés.

La synthese se fait par réduction & I’aide de NaBH; en présence d’un excés de ligands
se greffant directement sur la nanoparticule (voie directe) comme présenté sur le schéma
13, le greffage du conjugué:arylsulfonamide -acide lipoique sur des nanoparticules d’or
a ¢té réalisé en une seule étape par I’action de ce ligand sur ’acide chloroaurique en
présence de NaBHy dans le DMSO et 4 température ambiante pour conduire & un

cluster stable.
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Figure.24: Histogramme de distribution de taille pour les nanoparticules obtenues

b) _Spectroscopie UV-Visible :

-La résonance plasmon de surface (SPR) :

La propriété intéressante des métaux a I'échelle nanométrique est la présence de
tesonances plasinons de sutlface. Ces 1ésonances sonl dues a des oscillations collectives
des ¢lectrons de conduction (¢lectrons de valence du métal considérés comme un gaz
ou plasma d’¢électrons libres). Ces oscillations peuvent se propager dans le volume du
meétal provoquant une forte polarisation de la particule.

La fréquence de la résonance plasmon dépend de plusieurs facteurs: Comme La
nature du matériau (fonction diélectrique), La taille, La forme, L'environnement et
L'é¢tat de surface (functionalization= chimisorption ou physisorption...).charge
extérieure, agrégation degré ou distance d'interparticle [13].

Lcs speetres UV-vigible dcs nanoparticulcs bicn dissoutcs ct dispersées dans le
DMSQ  (dimethylsulfoxyde) prégentent une bande d’abeorption correspondant au
plasmon dec résonnance de surface typique et caractéristique des colloides d’or qui est

centré autour de 330 nm (Tigure 25).
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Figure.25: Spectre UV-visible des nanoparticules d’or dispersées dans le DMSO.

A différentes concentrations dans le DMSO, on constate que toutes les dispersions
colloidales obtenues absorbent a Ia méme longueur d’onde (530 nm), (figure 2), et an
tur et a mesure qu’on augmente la concentration, 1’intensité de |’ absorption augmente,
cette déstabilisation du systeme aboutit & un changement de couleur de la solution du

mauve clair au pourpre.
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Figure.26: Spectre UV-visible des nanoparticules d’or pris 4 diverses
concentrations :A.B ,C dans le DMSO.
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¢) Par Spectroscopie IR :

Pour avoir une preuve plus directe du greffage du ligand arylsulfonamide sur les
nanoparticles d'or, une analyse par spectrométrie infrarouge a été conduite les spectres
ont été enregistrés a partir des échantillons en poudre la (figure 27) fait apparaitre le
spectre IR de I’arylsulfonamide en couleur mauve et celui des nanoparticules enrobées
avec le méme ligand en rouge.

La superposition de ces deux 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 d’arylsulfonamides.

En effet, les bandes a 1335 et 1157 cm-1 sont assignées respectivement aux vibrations
asymétrique et symétrique du groupement sulfonyle SO,

Les bandes étroites a 1626 et 1543 cm-1 dans le spectre du ligand sulfonamide sont
attribuées respectivement aux vibrations des groupements C=0 de I'amide et C=C du
noyau aromatique.Ces mémes bandes apparaissent avec épaulements sur le spectre des
nanoparticules et dont la bandc cst centrée & 1590 ecm-1. Les bandes 4 1095 et 1001
cm-1 sont dues aux vibrations du reste lipoyle dans le ligand et les nanoparticules d’or
respectivement. Les bandes a 3084 et 3045 cm-1 sont assignées respectivement aux

vibrations C-H aromatiques du ligand et des nanoparticules.
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Figure.27: Spectres IR superposés du ligand et des nanoparticules d’or.
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H1.5.Conclusion :

Des nanoparticules d’or avec une taille moyenne de 3,5 nm ont été synthétisées
en une seule étape par la méthode de Brust modifiée utilisant le NaBH4 comme
réducteur et le DMSO comme solvant. L’élaboration de ces nanoparticules a été basée
sur le greffage direct des ligands préalablement préparés par couplage entre une série
d’arylsulfonamides avec 1’acide lipoique pour conduire de maniére reproductible a des
clusters de taille homogéne et stables.

De part leurs tailles nanométriques, 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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IV.1. Conditions générales :

Les réactifs utilisés sont fournis par Sigma-Aldrich et Flucka et sont utilisés sans
purifications. Les chromatographies sur couches minces (CCM) ont été réalisées sur
plaque de silice en aluminium Merck 60 F354 (art.5554).Selon leur nature, les produits
ont €t¢ révélés par différentes méthodes: a la lumiére UV (254nm) pour les composés
possédant un chromophore, a l'aide d'un révélateur chimique approprié; pour les aminés
dans une solution de ninhydrine dans 1'éthanol (0,1%).

La purification des composés par chromatographie a été effectuée soit sur gel de silice
avec de la silice Carlo Erba (Silica Gel 60A, et 60 F254 granulométrie: 35-70pum)

Les points de fusion non corrigés ont ét¢ déterminés en capillaire sur un appareil
Buchi 530.

Les spectres de RMN 'H et °C ont été enregistrés a température ambiante sur Brucker
DRX 400 (& une fréquence de 400MHz). Les déplacements chimiques (8) sont exprimés
en ppm, utilisant DMSO-ds comme solvants et le tetramethylsilane (TMS comme
référence interne).

La multiplicit¢ des signaux est indiquée par une (ou plusieurs) lettre(s)
minuscule(s): singulet, d : doublet ,t :triplet ,m :mulliplet.

Les spectres UV-visible sont enregistrés a4 température ambiante sur un
spectrophotometre Perkin-Elmer Lambda 35 sur une gamme de 400 & 800 nm,

Les spectres FT-IR sont enregistrés sur un spectrophotométre Perkin Elmer spectrum
one. les spectres infrarouges Fourier-transformés

Les spectres de masse sont obtenus par technique electrospray sur un appareil Water
Micro-Mass ZQ, en mode positif et négatif.

Les analyses en microscopie €lectronique a transmission (MET) ont été effectuées & une
tension d’accélération de 100 kV sur un microscope (JEOL 1200 EXII), (10°60°) équipé
d’un filtre a base de nickel & I’encontre des radiations émises par le cuivre (1.5405 A).

Les parametres de mesure sont : stepsize, 0.016/1; counting time, 60 sec.
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1V.2.2. Préparation des nanoparticules d’or :

i N~C - —
_— VAR H’\/\/Lg‘; -3 s H
= « S s s
r/_/u 1
o}
H c\ 7
N’\ ~
i = IIN_'\C_‘)«
f =N Cc=o ?/ A
HoNO,S — HN _
SO,NH,
12
-
g
HNO,S

-Mode opératoire général:
50 mg de HAuCl,.4H,O (8.12 €q) dissout dans 20ml DMSO est rapidement
welangé avec un méme volume de DMSO (20ml) contenant 75.5 mg (133.5 €q) de

NaBH; et (1 €q) du ligand :( N-[(4-Sulfonamidophenyl)-ethyl]-S-(l,2-dithiolan-3-yl)

pentanamide; le mélange réactionnel devient rapidement brun intense. Aprés 24h
d’agitation a température ambiante, 40ml de CH;CN sont ajoutés pour donner un
précipité noir, ce dernier est collecté par centrifugation, lavé deux fois par 60ml de
CH;CN, DMSO (V/V =1/ 1) et 60ml d’EtOH puis séché sous vide pendant 12h 3 {0°C
pour donner les nanoparticules d’or désirées.

-Caractérisations:

Morphologie : nanoparticules homogénes de forme sphériques.

Taille : diametre moyen 3.33 nm correspondant a 720 atomes d’or par particule.
Analyse par UV-visible :( échantillon en poudre), une bande d’absorption centrée
autour de 530nm caractéristique des nanoparticules d’or.

Analyse par IR : 1344 et 1125 cm-1[SO,], 1658 cm-1[C=0], 1428 cm-1[C=C,,], 1001
cm-1 reste lipoyle, 3043 cm-1[C-Hp,].
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